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1 BEVEZETES

Magyarorszagon tobb évszdzados hagyomdnya van a kajszi termesztésének. A
magyar kajszi kivalo tulajdonsagait kiilfoldon is elismerik, és hungarikumként tartjak
szdmon. Tradiciobol ¢és hirnévbdl azonban sokaig megélni nem lehet, a piaci
lehetdségeket ezért csak gy lehet kihasznalni bel- és kiilfoldon egyarant, ha kivalo
mindségli gylimdlcsot termesztiink. Ehhez megvannak a megfeleld termodhelyeink,
kivalo beltartalmi értékekkel rendelkez6 hagyomanyos fajtaink és a szakmai tudas. A
valtozd fogyasztdi szokasokkal €s piaci igényekkel azonban csak gy tudunk 1épést
tartani, ha a termesztést folyamatosan fejlesztjilk. Az innovacids tevékenységnek
minden részletre ki kell terjednie a termohelyi alkalmassdg meghatarozasatol a
technoldgia kidolgozasan keresztiil az értékesitésig. Ezen beliil meghatarozo jelentsége
van a fajtahasznalatnak. A magyar termesztok rendelkezésére allo fajtavalaszték sajnos
csak lassan boviil, pedig nagy sziikség lenne a sarkavirussal szemben rezisztens €s a
kereskedelmi céloknak megfeleld 0 fajtakra, ami a vildgon mar tobb helyen elérhetd.

Jelenleg két helyen folyik kajszinemesités Magyarorszagon: Cegléden a
Gylimolestermesztési  Kutato-Fejlesztd Intézetben, ahol nemes fajtak és alanyok
eloallitasaval is  foglalkoznak, illetve Budapesten a Corvinus Egyetem
Kertészettudomanyi Karanak Genetika és Novénynemesités Tanszékén. Az Egyetemen
korszerti biotechnoldgiai modszereket is alkalmazunk a nemesitésben. A génforrasok
tulajdonsagainak elemzésében és molekularis markerekkel torténd
megkiilonboztetésében jelentds eredményeket értiink el, amelyek hozzajarulhatnak a
nemesitdmunka sikeréhez.

A nemesitési folyamatok felgyorsitdsanak egyik eszkoze a DNS-markerekre
alapozott szelekci6. Viszonylag egyszerlien és egyértelmiien azonosithato, valtozatos
allélosszetételli, ismert szabalyok szerint 0©roklodé markerlokuszok segitségével
megvaldsithatd a fajtakban rejlo genetikai polimorfizmus kutatdsa, a fajtak eredetének
¢s rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata, fajtadk azonositdsa. A nemesitéi szellemi
tulajdon védelmében, a fajtaazonositdsi céllal hasznalt molekularis markerek szerepe
fokozatosan felértékelddik. Igy a technika nagymértékben konnyitheti a nemesitdket
illeté fajtahasznalati dij begyljtését, ami alapjat képezheti a késébbi nemesitési

programoknak.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kajszifajtak altalanos jellemzése, 6kofoldrajzi csoportositasa

A kajszi a Rosaceae csalad, Prunoideae alcsaldd Prunus L. nemzetségébe
tartozik. A legtobb termesztett kajszifajtat a Prunus armeniaca L. faj adja. Vavilov
(1926; 1951) a kajszi szarmazasi kozpontjaként Kina északi, észak-keleti hegységeit
jelolte meg. A vad kajsziformékban gazdag Tien-san, valamint Dzsungaria hegységei
masodlagos géncentrumnak tekinthetdk (1. tablazat) (Mehlenbacher és mts., 1991).

A kajszifajtadk négy kiillonbozo foldrajzi csoportba sorolhatok: azsiai, kaukazusi,
eurdpai €s a dzsungar-altaji (Kosztina, 1969), melyeket késébb a kinai és a kelet-kinai
csoportokkal egészitettek ki (Bailey és Hough, 1975). Az Eurépaban, Eszak-
Amerikaban, Dél-Afrikdban és Ausztralidban termesztett fajtak tilnyomo része egyarant

az europai csoportba sorolhato. Ez a csoport szamit a termesztési szempontbdl jelentds

négy csoport koziil a legfiatalabbnak ¢€s a legkevésbé valtozékonynak.

1. tablazat: A kajszi 6kofoldrajszi csoportjai (Mehlenbacher és mts., 1991)

Csoport Alcsoport Fajtak
1. Dzsungar-Zaili | Dzsungari helyi fajtak
Zailij helyi fajtak
2. Kozép-dzsiai Fergani Boban, Ke.cs-psar, Khurmai, Kandak, Suphani,
) Isfarak, Mirsandshali
Zerevsani Badami, Abhrori, Ar;ami, Sadifak, Iska-dari,
Tuliaki, Khosravshai
Szamarkandi Kok-psar, Szamarkandszkij szamji rannij
Sahrisyabzi
Horezmi Kizil-nukul, Ak-nukul, Kizil-Palvan
Kopet-dagi Ashkhabad
3. Irano-kaukazusi |Irani-kaukazusi Salah ’ S‘pltak, Malayer, Damavand,
Hacihalioglu

Dagesztani

Hekobrash, Honobah

Eszak-afrikai

Hamidi, Bedri, Baour, Amor Leuch, Laribi

4. Eurdpai

Nyugat-eurdpai

Canino, Montedoro, Veecot, Royal, Moniqui

Kelet-eurdpai

Magyar kajszi

Eszak-eurdpai

Zserdeli magoncok

5. Eszak-kinai

P. armeniaca

6. Tibeti

P. armeniaca var. holosericea

7. Eszak-kelet kinai

P. armeniaca, P. sibirica, P. mandshurica

8. Kelet kinai

P. armeniaca var. ansu




Amig a kajszi elsddleges géncentrumdban taldlhatd kinai és kdzép-azsiai fajtak
nagy része (Mehlenbacher és mts., 1991), a torok fajtak 60%-a (Paydas és mts., 2006), a
magyar szarmazasu fajtdk kozel 20%-a 6nmeddd, addig a nyugat-eurdpai tradicionalis
fajtak kozott alig fordul eld 6nmeddd genotipus (Mehlenbacher és mts., 1991). Ezek
alapjan az Ontermékenyiilé jelleget kialakitd mutacido valoszinileg a kajszi
elterjedésének utvonalan, a Kina ¢&s Torokorszag kozotti foldrajzi  térségben
kovetkezhetett be. Mind a kajszi, mind az dszibarack kultarevolucioja soran kiemelik a
Tien-san vidékét, a Ferganai-medencét és Dzsungaria kornyékét, melyek a magashegyi
kornyezet, erdés UV-sugarzas, szélsdséges hdingadozas és csapadékeloszlas révén
jelentésen novelhették a mutacids ratat (Timon, 2000; Suranyi, 2003).

Magyarorszagon a kajszit hagyomanyosan Ontermékenyiilonek ismerik. Elsoként
a hazai fajtak kozil az 1971-ben elézetesen allami elismerésben részesitett ‘Szegedi
mammut’-rél deriilt ki, hogy 6nmeddd (Brézik és Nyéki, 1975), amit né¢hany év
elteltével az Orias fajtacsoport tobbi tagjardl is igazoltak (Szabo és Nyéki, 1991).

A vilag kajszitermesztésének jelentds részét az europai Okofoldrajzi csoportba
tartozo kajszifajtak adjak. E csoport tagjainak tilnyomo tobbsége ontermékenyiild, de
éppen ebbdl kifolydlag e csoport genetikai variabilitdsa igen korlatozott. A piaci
igényeknek megfeleld, egyre ujabb fajtak eldallitdsanak kényszere megkoveteli, hogy a
nemesitd egyre szélesebb genetikai bazisu alapanyagokat hasznaljon fel nemesitési
programjaban. Az Egyesiilt Allamokban, illetve Kanadaban létrehozott fajtdkat
gylimolcstomegiik, sziniilk miatt nem lehet kihagyni a nemesitési programokbodl. A
kozép-azsiai fajtdk esetében a magas cukortartalom, aszalvanykészitésre valo
alkalmassag, hosszu mélynyugalmi allapot azok a tényezdk, amelyek miatt a kiilonb6z6
nemesité mithelyekben ezek a fajtdk is potencialis szlil6partnernek szdmitanak Ezen
nemesitési programok hatasdra Eurdpaban is egyre tobb, széles korben elterjedt,
onmeddo fajtat hoztak forgalomba az utobbi 15 év soran (Burgos és mts., 1993; Pedryc,
2003).



2.2 Molekularis markerezés

»Az elsé mai értelemben vett és tudomanyosan megalapozott novénygenetikai
vizsgalatok tobb mint egy évszdzadra, Mendel (1886) borsoval végzett kisérletéig
nyulnak vissza. Az els6 kapcsoltsagi vizsgalat Sturtevant (1913) nevéhez fiizddik, aki az
ecetmuslica X kromoszomajanak kapcsoltsagi térképét készitette el 5 morfoldgiai
marker alapjan. A ’60-as évek végéig morfologiai, agrondémiai ¢€s éElettani
tulajdonsagokat meghatarozo alléleket hasznaltak genetikai markerként” (T6rjék, 2001).

»A ’70-es évek elejétol kezdddden a biokémiai markerek csoportjaba tartozéd
izoenzim (Markert és Moller, 1959) és tartalékfehérje markerek terjedtek el, majd a ’80-
as ¢évektdl jelentek meg a DNS-alapi markerek, ¢és valtak altaldnossd a
genomanalizisben. A DNS-markerek koziil korabban a hasitasi elven miikodé RFLP, az
utobbi két évtizedben pedig a PCR-alapu technikdk terjedtek el” (Torjék, 2001). A
morfoldgiai, izoenzim ¢és DNS-alapi markerek Osszehasonlitdsdt a 2. tablazat
tartalmazza.

A fehérje-, illetve DNS-alapu genetikai markereken alapuld technikdk hasznélata
napjainkra rutinszerivé valt az Okoldgiai, evolucids, taxonomiai, filogenetikai és a
novényi genomokat érinté gyakorlati felhasznalasi tanulmanyokban. Ezeknek az
eljarasoknak az alapprotokolljai mar precizen kidolgozottak, az alkalmazasuk eldnyei és
hatranyai, felhasznalasuk potencialis teriiletei jol ismertek. A folyamatosan megjelend
uj markerezési modszerek a fenti alaptechnologidk kombindldsan, illetve az adott
kutatasi célnak megfeleld finomitdsokon alapulnak.

A legujabban kifejlesztett markerek kihasznaljdk az olyan ndvényi genom
komponenseket, mint példdul a  retrotranszpozonokat,  mitokondriumokat,
kloroplasztiszokat. A kovetkezd években a teljes novényi genomokra kiterjedd ismeret
gyors iitemi boviilésével, a markerezési technikdk fejlédésében és a markerek

alkalmazaséaban tovabbi jelentds eldrelépések varhatok.



2.2.1 A molekularis markerek fogalma, tipusai, altalanos jellemzoi
»A molekularis markerek a DNS meghatarozott szakaszai, amelyek azonosithat6

kromoszomalis lokalizacioval rendelkeznek, 6roklodésiik a mendeli szabalyok alapjan
kovethetd. A marker lehet gén is, de altalaban ismeretlen funkcioji DNS-szakasz, olyan
lokusz a kromoszéman, amely a kiillonb6zé genotipusokban eltéré szekvencidkat, a
fenotipus kialakitasaban részt nem vevo, semleges allélokat hordoz. A morfologiai és
biokémiai markerektdl eltéréen szamuk csak matematikai értelemben nem végtelen,
fenotipusos vagy élettani hatasuk altalaban nincsen” (Kiss, 2005). A markerek jelenlétét
nem befolydsoljak a kdrnyezeti tényezdok, pleiotrdp és episztatikus hatasok.
Az idealis DNS-markerek a kdvetkezo tulajdonsagokkal rendelkeznek:

¢ nagyfoku polimorfizmus, amely egyenletesen oszlik el a genomban,

e kodominans 6roklodés,

e konnyl hozzaférhetdség, nem igényel eldzetes informacidt a vizsgalt genomrol,

e konnyl és gyors vizsgalat,

e reprodukalhatésag,

e az adatok egyszerl cserélhetdsége a laboratoriumok kozott.
E kovetelményeknek egy-egy marker csak részben felel meg. A cél és a feladat
hatarozza meg, hogy mikor melyik marker tipust valasztjuk” (Kiss, 2005). A kertészeti
novényeknél leggyakrabban a kovetkezd modszereket alkalmazzak: RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) restrikcios fragmentumhossz polimorfizmus, RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) véletlenszertien felszaporitott polimorf DNS,
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) szekvencia alapjan jellemzett
marker, SSR (Simple Sequence Repeats) amplifikalt mikroszatellit régi6, CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) vagy PCR-RFLP hasitott és felszaporitott
fragmentumok polimorfizmusa, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
amplifikalt fragmentumhossz polimorfizmus. A felhaszndlhatosdg szempontjabol

értékelt, a leggyakrabban hasznalt DNS-alapi markertipusokat a 3. tdblazat tartalmazza.



2. tablazat: Morfolégiai, izoenzim és DNS alapi markerek dsszehasonlitasa fébb jellemzéik alapjan

(Moissy-Cramayel, 1994)

Jellemzok Morfolégiai Izoenzimek DNS-alapi markerek
markerek
Kolcsonhatas a erds enge nincs
kdrnyezettel ene
Analizahato noveny fiatalto] idésig fiatal fiatal

Novényi alapanyag

teljes novény

minden friss szovet

minden friss vagy
liofilizalt szovet

Alkalmazhat6é markerek

. kevés kevés sok

szama

A markerek ence ence o

polimorfizmus foka gyens gyens J
A tanulmdnyozott kédolo Kédolo kodolo és nem kodolo

genom zonai

- . a fejlédési fazistol . .
Az analizis gyorsasaga fiigg elég gyors elég gyors
Az eredmények valtozé i6 tBbbnyire j6

ismételhetdsége

3. tablazat: A DNS-alapu molekularis markerek dsszehasonlitasa fébb jellemzéik alapjan (Agarwal

és mts., 2008)
2 Miiszaki N
. . Repro,d qkal Polimorfiz- Lokusz | feltételek Sziikséges Fo6 alkalmazasi
Gyakorisag hatosag L e s P DNS- .
srtek mus mértéke | specificitas | (koltség- L, teriiletek
mértéke igény) | mennyiség
RFLP | nagymértéki nagy kdzepes van nagy nagy fizikai térképezés
RAPD | nagymértékii | kismértéki kdzepes nincs kicsi kevés géntérképezés
KbzZeDes genetikai
SSR Zepes kozepes kozepes nincs kozepes kevés valtozékonysag
mértéeki 5
kutatasa
allél
CAPS | kismértéki nagy kismértéki van nagy kevés valtozékonysag
kimutatasa
i . . . géntérképezés s
SCAR | kismértékii nagy kozepes van kozepes kevés fizikai térképezés
AFLP | nagymértékii nagy kozepes nincs kozepes | kozepes géntérképezés
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2.3 Izoenzim markerek

Annak ellenére, hogy sajat kisérleteimben nem hasznaltam izoenzim, RFLP,
AFLP markereket, e modszerek ismertetése nélkiil nem Iehet teljes képet adni a
molekularis markerezésrél. Ez kiilonOsen igaz a Prunus nemzetségben, igy a kajszinal
is, ahol az eldbbiekben emlitett technikak szerves részét képezik akar RAPD vagy SSR
markerekkel végzett kutatdsoknak. Nem egyszer egymas kiegészitéi, foként a
nemzetség fizikai és genetikai térképeinek elkészitésekor. Természetesen ezeknél az
altalam nem hasznalt technikdknal a teljesség igénye nélkiil igyekeztem roviden
Osszefoglalni az elmult évek legfontosabb eredményeit.

Az izoenzimek az elsé olyan molekuldris markerek, amelyet széles korben
alkalmaznak a gyakorlati ndvénynemesitésben, valamint az elméleti kutatdsokban
egyarant. Erdemes megjegyezni, hogy eddig ez az egyetlen molekularis markerezési
moddszer, amelyet a Vetdmag Vizsgalok Nemzetkozi Szovetsége (ISTA) hivatalos
szabalyzata elfogad mint a vetdmagtételek fajtaazonossagat bizonyité modszert.

Definici6 szerint az izoenzimek egy faj olyan multiplex molekularis enzim
formai, amelyeknek a genomban tobb mint egy enzimstruktiurgén felel meg (Markert és
Moller, 1959). Ezek tobb lokuszt jelolhetnek, vagy egy lokusz tobb allélformajat
képviselhetik.

Az izoenzimek genetikai hattere haromféle lehet:

e Hasonl6 (azonos) mikodést végzo enzimet kodolhat tobb kiilonb6zo gén (16kusz).

e Mutici6 eredményeként azonos lokusz tobb allélikus formdja johet létre egy
genomban.

o Az egyedfejlodés sordn egy-egy sejtvonalban szomatikus mutaciéo eredményeként is
keletkeznek fehérjeszerkezeti valtozasok, amelyek egyedi eltérést eredményeznek,
¢s ivaros uton nem adédnak tovabb (Hajosné, 1999).

Az izoenzimek, mivel kiilonb6z6o méretiiek és toltésiiek, elektroforetikus uton
keményité- vagy poliakrilamidgélen elvalaszthatok. Az izoenzimeket szamos célra
alkalmazhatjuk, mint példaul fajtaazonossag ellendrzésére, biokémiai géntérképek
készitésére, génexpresszid tanulmanyozasara. Az izoenzimeknek széleskorli
felhasznalhatosaguk ellenére vannak hidnyossagaik: kevés a térképezett izoenzim

l6kusz, sziik genetikai bazisi beltenyésztett anyagokban kevés a polimorf lokusz,
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valamint a legfontosabb, hogy nem minden DNS szinten bekovetkezd valtozas
detektalhat6 fehérjeszinten is.

A novényi enzimkutatds mar a *60-as években elindult. Elsoként Schwartz (1960)
kozolte a hibridkukorica egyes enzimjeivel kapcsolatos tapasztalatait. A technikat
azonban igazabdl csak a ’70-es évek végétdl kezdték el intenzivebben alkalmazni,
miutan felfedezték, hogy az izoenzim-variabilitds nemcsak egyedszinten, hanem a
populaciokon beliil is kimutathatd. Fas novényekben eldszor Adams (1983) hasznalt
izoenzimeket feny6fajtak nemesitési célil azonositasara. Ugyanebben az évben Torres
(1983) az izoenzimeket kiilonb6zd gyiimolesfajokon a fajtdk azonositasara és a hibridek

eredetének alatamasztasara hasznalta.

2.3.1 Izoenzimek a Prunus nemzetségben

A csonthéjas gyiimdlcsi fajokon Arulsekar és mts. (1986) kozolték az elsd
izoenzimekkel végzett kutatast. A technika alacsony koltsége és viszonylag egyszerii
kivitelezhet0sége miatt alkalmazéasa ebben a fajkorben is viszonylag gyorsan elterjedt.
Ugyanakkor a kisszamu vizsgalhatd 16kusz és a korlatozott mértékii allélvariabilitas
viszonylag hamar kijeldlte a technika korlatait. A nemzetségen beliil jelentds eltérés
tapasztalhatd az izoenzim markerek polimorfizmusa tekintetében az dntermékenyiild és
az idegentermékenyiilldé fajok kozott. Az idegentermékenyiilé fajok nagyobb
allélvaltozatossaggal rendelkeznek, igy jelentés mértékii polimorfizmust sikertilt
kimutatni Oszibarack és mandula hibridek (Byrne és Littleton, 1988) és mandula
esetében (Arulsekar és mts., 1986). Az Ontermékenyiild, ebbdl kifolyolag jelentds
mértékben beltenyésztett Oszibarack fajtdknal joval kisebb mértékii polimorfizmust
lehetett talalni (Durham és mts., 1987). Egy konkrét Gsszehasonlitd vizsgalatban
Arulsekar ¢és mts. (1986) ezt megfeleléen demonstraltdk, amikor mandula- ¢s
Oszibarackfajtakat jellemeztek 12 kiilonbozé enzimlokusz segitségével. A mandulanal a
tizenkét enzimbdl kilenc enzim polimorf mintdzatot mutatott, az ¢szibaracknal csupan
egy esetben fordult ez eld.

Az izoenzimek megjelenése egy 1j eszkozt adott a genetikusok kezébe az egyes
allélok oroklédésmenetének meghatarozasara. Tulajdonképpen ezek a kutatdsok a MAS
(Marker Assisted Selection) eléfutdrainak is tekinthetok. A Prunus nemzetségben ilyen

célu vizsgalatokat el6szor Mowrey és Werner (1990) végeztek, amikor egy dszibarack x
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mandula hibridpopulaciéban harom 16kusz izoenzimjeinek 6roklodését figyelték meg.
Goffreda és mts. (1991) az el6z6 vizsgalathoz hasonléan 5 izoenzim lokusz 6roklodését
vizsgaltak meg interspecifikus hibrideken.

Az izoenzimek, mint az egy-egy tulajdonsagot meghatdrozd 16kuszok
valtozatainak vizsgalata, jelentés modon hozzajarultak a Prunus fajok genetikai
ismereteinek bovitéséhez, illetve ezt kovetdoen konkrét nemesitési célokhoz torténo
felhasznalasukhoz. Tobb vizsgalat is fényt deritett arra, hogy rokon Prunus fajokon
ugyanazt a tulajdonsagot egyik esetben egy multi-lokuszos bonyolult enzimrendszer
hatdrozza meg, mig a masik fajnal ugyanezért egy egyszerti rendszer felel. Byrne és
Littleton (1989a) kajszi almasav-dehidrogendz (MDH) enzimerendszerét vizsgalta ilyen
szempontok szerint.

A hibridkukorica vetdmageldallitisokban ma mar rutinszerlien hasznaljak az
izoenzimeket az F1 vetdmagok tisztasaganak ellendrzésére, a sziildi tipusok kisziirésére.
Ez ma mar elengedhetetlen eszkdz, mivel a szant6foldi posztkontroll vizsgalatok
eredményének ismeretekor az adott vetOmagtétel mar elvetésre keriilt, visszahivasara
nincsen mod. A Prunus fajoknal eltérd célbol, de hasonld elvek szerint hasznaltak
izoenzimeket az interspecifikus hibridek eredetének meghatarozasara. Két ilyen tipust
vizsgalatra is sor keriilt. ElsOként ¢szibarack és mandula hibrideket, majd japanszilva és
kajszi hibrideket (plumcot) kiilonitettek el a sziiléi tipusoktdl peroxiddz izoenzimjeik
segitségével (Byrne és Littleton, 1988; Byrne és Littleton, 1989b).

Erdemes kuri6zumként még megemliteni azt a cseresznye hibridpopulacioé alapjan
szerkesztett géntérképet, amely csak izoenzimmarkereket tartalmaz (BoSkovi¢ és mts.,

1997).

2.3.1.1 Izoenzimek alkalmazdsa a kajszi esetében

Az izoenzimrendszerek vizsgalatanak eredményeit a kajszindl elészor Byrne és
Littleton (1989a) tették kozzé. Hatvankilenc kiilonboz6 eredetli — eurdpai, kozép-azsiai
¢és €észak-kinai — fajtat és hibridet vizsgaltak. A hét enzimldkusz koziil harom bizonyult
polimorfnak. Néhany fajta egyedi izoenzim-mintazatot mutatott. A kajszi izoenzim
polimorfizmusdnak mértéke elmaradt a szilvara és mandulara jellemz6 értékektdl,
meghaladta viszont az dszibarackra jellemz6 értéket (Byrne és Littleton, 1989a; Byrne,

1989). Battistini és Sansavini (1991) négy polimorf enzimlokusz elemzésével 50
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kajszifajtat 16 egyedi mintdzatii csoportba sorolt. Badenes és mts. (1998) tiz enzim
izoenzim mintazatat vizsgalva eredet szerint harom f6ldrajzi csoportba — észak-
amerikai, irdni-kaukazusi és eurdpai — tudtak besorolni 94 fajtdt. Manganaris és mts.
(1999a) Iényegesen nagyobb mértékii polimorfizmusrél szamoltak be, bar ennek oka
abban is keresendd, hogy 17 kajszifajta mellett 56 interspecifikus keresztezésekbol
szarmazd hibridet is bevontak kisérleteikbe. A 20 enzimlokusz koziil 17 bizonyult
polimorfnak. Ezeknek a vizsgalatoknak alapvetd hianyossaga - ami miatt eredményeik
nem haszndlhatok az egész fajra jellemzd polimorfizmus vagy heterozigotasag
jellemzésére - a kutatok rendelkezésére 4llo viszonylag sziik genetikai hatteret
reprezentald genotipusokban keresendd (Badenes és mts., 1998; Manganaris és mts.,
1999b). Sikeresnek itélhetd az izoenzimmintazat elemzésének alkalmazasa az
interspecifikus hibridek és a sziildi genotipusok elkiilonitésére. Az el6z6 fejezetben
emlitetteken kiviil sikeriilt még azonositani pluot és aprium hibrideket (Byrne és
Littleton, 1989b; Manganaris és mts., 1999a).

A DNS alapti markeres kutatasokat megelézéen a Genetika €s Novénynemesités
tanszéken is folytak izoenzim markerekkel végzett kutatasok. Janke (1996) kiilonb6z6

izoenzimek valtozékonysagat vizsgalta hagyomanyos kajszifajtaknal.

2.4 Az RFLP markerek

Az els6 DNS-markerek enzimatikus hasitds utjan létrehozott fragmentumok
voltak. A hasitdsi fragmentumhossz polimorfizmusokat (RFLP) markerként Ilehet
felhasznalni genetikai kapcsoltsadgi térképek szerkesztéshez. Hasznalatukkal a
térképezés lényegesen rovidebb id0 alatt és konnyebben elvégezhetd, mint a
morfologiai markerek esetében volt. Annak ellenére, hogy a technika elemei mar a
hetvenes ¢évek kozepén rendelkezésre alltak, molekuldris markerként torténd
felhasznalasarol és a markerek felhasznaldsaval térkép készitésérdl csak a *80-as évek
elején szamoltak be (Botstein és mts., 1980).

A ndvényi genom 10%-10" bp kozotti mérete miatt a 4, illetve 6 bp felismerd
enzimek olyan sok fragmentumra hasitanak a DNS-t, hogy éles elvalasztasuk nem lenne
lehetséges. A restrikcidos helyek eloszlasdban az egyes genotipusokban meglévo
kiilonbségeket, - amelyeket inszercid, delécid, pontmuticido okoz - csak akkor lehet

detektalni, ha jelolt probaval hibridizaltatjuk a fragmentumokat. A proba lehet a genomi
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DNS egy szakasza, cDNS, vagy szintetikus oligonukleotid. A hibridizaci6 technikajat
Southern (1975) dolgozta ki. Az RFLP-vel detektalt valtozékonysag, elsésorban nem a
DNS-t hasit6é endonukledzoktol, hanem a proba DNS hibridizéacios képességétol fligg.

2.4.1 RFLP markerek alkalmazasa a Prunus fajokban

Az RFLP markereket a Prunus fajokban elsGsorban géntérképezési célokra
hasznaltdk. A technikéval elvileg korlatlan szamu marker hozhat6 1étre, ami rendkiviil
elonyos tulajdonsag a kapcsoltsagi térképek kialakitasanal. Kiilondsen igaz ez a Prunus
nemzetségben, ahol viszonylag kicsi a genetikai variabilitas mértéke. A kilencvenes
évek elején kezdddtek az elsé vizsgalatok Oszibarackban, ahol Eldredge ¢s mts. (1992)
16 RFLP markert teszteltek két hasaddo nemzedékben. A morfologiai és az RFLP
markerek kozott ugyan kapcsoltsagot nem taldltak, csak két RFLP marker kapcsolatat
tudtak igazolni. Az igazi attorést Rajapaske és mts. (1995) vizsgalata hozta, amikor 8
kapcsoltsagi csoportban 46 RFLP markert helyezett el az §szibarack genetikai térképén.
Elséként morfoldégia markerekhez (pl. gylimdlcshus szin) kapcsolt RFLP markereket
azonositottak.

A ’90-es évek kozepétdl felgyorsultak az események, és sorra jelentek meg a
nemzetségben kozolt RFLP térképek: dszibarack x mandula hibridek (Fooland és mits.,
1995), mandula (Viruel és mts., 1995) és meggy (Wang ¢és mts., 1998) hasado
nemzedékeinek felhasznalasaval. Ebben az évtizedben szinte kizarolag RFLP-alapu
térképek késziiltek, amik csak elvétve egésziiltek ki RAPD markerekkel.

Elvétve talalni forrast arra vonatkozoan, hogy a nemzetségben hasznaltak RFLP
markereket fajtaazonositasi céllal. Quarta és mts. (1998) RFLP és RAPD markerekkel
végzett vizsgalata ad magyardzatot erre. Munkdjukban 37 mandula, &szibarack fajta
genetikai diverzitasat jellemezték. A felhasznalt 28 proba koziil csak kilenc adott
polimorf mintazatot, amely jol demonstralja, hogy az RFLP markerek korlatozott
mértékben haszndlhatok fel fajtaazonositasi célokra. Talan az egyediili kisérletet, amely
eredményesnek tekintheté De Vicente ¢s mts. (1998) végezték, mely soran 52 eurdpai
¢s ¢észak-amerikai kajszifajtat hasonlitottak 6ssze RFLP markerekkel. A 33 genomi ¢és
cDNS proba koziil 18 bizonyult polimorfnak. Az altaluk kimutatott polimorfizmus (48

értékelhetd sav) elegendd volt a 45 genotipus azonositasara.
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Az RFLP-, RAPD- és AFLP-technikakkal kimutathatd genetikai variabilitas fokat
eloszor 16 kajszifajtdban Hurtado és mts. (2001) hasonlitottdk Ossze. Noha az 0sszes
markertipus alkalmas volt a fajtak megkiilonboztetésére és a szarmazasuk szerinti
csoportositasra, az AFLP szolgaltatta messze a legtobb polimorf markert. Az egy
primerre es® polimorf markerek szdmaval kifejezett hatékonysagot figyelembe véve
még a RAPD-mddszer is kétszer hatékonyabbnak bizonyult az RFLP-vel vald
Osszehasonlitasban.

A fentiek alapjan elmondhato, hogy a Prunus nemzetségben a térképezésen kiviil
az RFLP-markerek hasznalata erésen korlatozott. Mindamellett, hogy megjelentek mar
joval nagyobb polimorfizmust ad6 technikdk, az RFLP idd és koltségigényes, valamint
az izotop hasznalata miatt veszélyes is. Nem beszélve arrél, hogy alkalmazéasahoz
jelentds mennyiségii, j6 mindségli DNS sziikséges.

Manapsag a térképezési céloknal is egyre nagyobb szerep jut az AFLP- ¢és a
mikroszatellit markereknek, illetve az RFLP moddositott valtozatanak a PCR-RFLP-nek

vagy mas néven CAPS-nak.
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2.5 PCR - polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

A legenda szerint a PCR elve 1983 aprilisdban Kary Banks Mullis elméjében
sziiletett meg. A modszer elvét egy gyakorlati eredmény bemutatdsan keresztiil 1985-
ben kozolték (Saiki és mts., 1985). Ettél az idéponttol egy egyszeri elven alapulo, de
zsenidlis technikdval béviilt a molekularis bioldgia eszkoztara. A ciklikus,
enzimkatalizalt, DNS-szintetizald eljaras lehetoséget teremtett arra, hogy kimutathato
szintre noveljék a vizsgalni kivant DNS-szakaszt, 1ényegében megsziintetve a DNS-
vizsgélatok mennyiségi korlatait. A technikéval specifikus szekvencidji oligonukleotid
primerek altal kozrefogott DNS-szakaszokat lehet enzimatikus moddon felszaporitani
(Mullis és Faloona, 1987). A PCR reakcié a DNS-fiiggd polimerazok aktivitasan alapul.
Ezek az enzimek egy indit6 oligonukleotid, a primer segitségével képesek lemasolni, és
igy megkettdzni az eredeti DNS-szalat. Ismételt miikodésiik soran a templat szakasz
hatvanyozottan felsokszorozédik (Innis és mts., 1990). Akar 10000 bp hosszii DNS-
szakasz is amplifikalhaté ezzel a mddszerrel. A PCR modszer széles kort elterjedését
egy termostabil DNS-polimeraz (Taq polimeraz) alkalmazasa, valamint az automatizalt
fiitdblokk (PCR késziilék, thermocycler) kialakitasa tette lehetdvé. Korabban a PCR-hez
az E. colibol szarmazo Klenow enzimet hasznaltdk. Ekkor azonban a magas
hoémérsékleten nemcsak a DNS, hanem az enzim is denaturalodott, ami azt jelentette,
hogy a hdéérzékeny polimeraz enzimeket minden ciklus utan jra a reakcid elegybe
kellett adagolni. Az amerikai Yellowstone Nemzeti Park forrd vizli héforrasaban
fedezték fel a Thermus acqaticus baktériumot (Brock és Freeze, 1969), amely 94 °C-on
¢l, és a beldle kinyert DNS-polimeraz ezen a hdmérsékleten is megorzi aktivitasat.

A PCR reakci6 ciklusokbdl all, egy cikluson beliil pedig harom 6 1épés koveti egymast.

o Kettdsszalit DNS denaturalasa hokezeléssel (92-95 °C)

e A target DNS-szakasszal komplementer két oligonukleotid hibridizalasa az
egyes DNS-szdlakhoz. A kapcsolat stabilizaldsdhoz a reakciomixet le kell
hiiteni, ¢és az oligonukleotidokat nagy feleslegben kell alkalmazni. Az idealis
hémérsékletet az alkalmazott primerek hossza és bazisosszetétele hatarozza
meg.

o Uj DNS-szilak szintézise INTP-k és DNS-polimeraz segitségével (72 °C)

Harminc-negyven ciklus alatt a reakcioelegyben 1évd, akar pikogrammnyi DNS-

b6l mikrogrammnyi mennyiséget lehet eldallitani. Az PCR reakcidot a primer
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kapcsolodasi és a lanchosszabbitasi homérséklet valtoztatasdval modosithatjuk. A
ciklusszdm novelésével pedig a célszekvencidkhoz kozelitd, egyre rovidebb

fragmentumokat kapunk talstulyban.

2.6 RAPD-polimorfizmus

A RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) modszer a genomi DNS egyes
szakaszainak felszaporitdsan alapszik. A technika kidolgozasédhoz sziikséges volt a
Mullis és Faloona (1987) éltal kidolgozott PCR eljarasra. A RAPD moédszert elsdként
Williams ¢és mts. (1990) valamint Welsh és McClelland (1990) publikaltdk. A
vizsgalataik igazoltak, hogy a 8-10 nukleotidbol all6 primerek ndvények és allatok
széles korénél képesek amplifikacios termék 1étrehozasara.

A primerek eldallitdsahoz nem sziikséges semmilyen el6zetes informacid a
templat DNS-r6l, szintézisiik véletlenszeriien zajlik. A RAPD markerek hasznalata
gyorsan elterjedt, mivel gyors, olcsé moddszer és az ¢lolények széles korénél
alkalmazhat6 a genetikai informaciok gyljtésére. Az amplifikdlt DNS méretbeli
kiilonbségeit a primerek kotohelyein, vagy a koztik 1évé szakaszon bekovetkezett
deléciok vagy inszerciok okozzak. El6fordulhat, hogy a primerek kot6helyein talalhato
nukleotid szekvencidk megvaltozasa okoz polimorfizmust. Ez azonban nem minden
esetben igaz, hiszen a primerek kotddéséhez nem sziikséges a templat DNS ¢€s a primer
teljes komplementaritasa.

A modszer haszndlhatd genetikai variabilitads térképezésében (Arnold és mits.,
1991; Welsh ¢és mts., 1991), kiilonféle taxondémiai célokra (Echt és mts., 1992), és
genomspecifikus markerek folderitésére (Quiros és mts., 1991).

A modszer kétségtelen elénye az RFLP-vel szemben, hogy a reakcidhoz nagyon
csekély mennyiségli DNS sziikséges (Phillips, 1994).

Szamtalan pozitiv tulajdonsaga ellenére a RAPD markerek hatranya az, hogy
dominans 6roklédéstiek. A hasadd utodnemzedékben csak a RAPD markerek jelenléte
vagy hidnya mutathatd ki, ezéltal a heterozigota egyedeket nem lehet elkiiloniteni a
homozigota egyedektdl (Phillips, 1994). A modszer masik negativuma az, hogy a kapott
eredményeket nehéz reprodukdlni. A megismételhetOséget foleg a templat DNS
mindsége ¢s mennyisége befolyasolja. A RAPD mintdzatokban 1év6, az ismételt

reakcidk soran tapasztalt eltéréseket leginkdbb a DNS etanollal kicsaphato
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szennyezOdései okozzak. A nagyon kicsi vagy nagyon nagy templat DNS koncentracio
szintén megbizhatatlan mintdzathoz vezet. Néhany primer-templat kombinacié nem ad
reprodukdlhatdé mintdzatot. Ezen a reakcid paramétereinek (pl. magnézium
koncentracid) megvaltoztatasaval lehet javitani (Hajosné, 1999). A gyorsasdganak ¢€s
hatékonysaganak koszonhetéen viszont tobb novénynél felhasznaltak ezt a technikat a
térképezésben. A RAPD-markerek felhasznalasaval késziiltek példaul a lucerna (Kiss és
mts., 1993), lobab (Torres €s mts., 1993), alma (Hemmat és mts., 1994), cseresznye
(Stockinger ¢és mts., 1996) kapcsoltsagi térképek. Hasadd nemzedékek RAPD
modszerrel  torténd  elemzése szdmos  esetben sikeres volt, példaul a
rezisztenciagénekhez kapcsolt markerek azonositasa paradicsomnal (Martin és mts.,
1991), napraforgénal (Lawson és mts., 1996), buzanal (Hu és mts., 1997), salatanal,
(Paran és mts., 1991) valamint babnal (Adam-Blondon és mts., 1994) tortént.

2.6.1 RAPD-polimorfizmus kimutatasa a Prunus nemzetségben
2.6.1.1 Oszibarack

A tobbi novényfajhoz hasonléan a PCR alapti markerek koziil a RAPD modszert
alkalmaztdk elészor a csonthéjas gyiimolesfajoknadl is. Eldszor a csoportban
gazdasagilag legfontosabb novényfajnal, az dszibaracknal kezdddtek meg a vizsgalatok.
A legelsé vizsgalatokat, melyben RAPD markereket is hasznaltak, Rajapaske és mts.
(1996) végezték. Kapcsoltsagi térképet készitettek RFLP, RAPD és morfoldgiai
markerekkel. A hasadd F2 nemzedékben 6sszesen 65 markert sikeriilt azonositaniuk, 46
RFLP, 12 RAPD, valamint 7 morfologiai l6kuszt. Az azonositott markerek nyolc
kapcsoltsagi csoportban 333 c¢M tavolsagot fedtek le az dszibarack genomban. A
markerek kozti atlagos tdvolsag 8 cM volt.

Az elsO fajta-Osszehasonlitd vizsgalatokat Warburton és Bliss (1996) végezték,
amikor 136 kiilonboz6 foldrajzi teriiletrél szarmazé dszibarack fajtat hasonlitottak dssze
RAPD-dal. Sikertilt 12 jol elkiiloniild csoportba sorolniuk a fajtakat. A csoportok koziil
kilenc az azsiai fajtdkat tartalmazza, mig az europai és amerikai fajtak harom csoportot
alkottak, és kisebb valtozatossagot mutattak. Lu és mts. (1996) tizennyolc Oszibarack-
alanyfajta kozott tudtak kiilonbséget tenni a RAPD technikdval, és olyan genetikai
hasonlésagot kaptak, amely megfelel az eredetiiknek. A dendrogramon talalhato elsd

elagazodas alapjan a fajtakat gyokérfonalféreggel szembeni ellenallosaguk, illetve
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fogékonysaguk szerint lehetett csoportositani. Hashmi és mts. (1997) altal végzett
vizsgalat bizonyitotta a RAPD markerek alkalmassagit az &szibarack szomaklonalis
variansok kimutatasaban. Emellett igazolta, hogy valoban Iéteznek genetikai
kiilonbségek a variansok kozott. Casas €s mts. (1999) negyvenegy Prunus alanyt,
kiilonb6z6 fajokat €s interspecifikus hibrideket vizsgaltak RAPD-dal, és a kisérletekbol
nyert eredmények alapjan hdrom olyan nagy csoportba soroltdk Oket, amelyek egybe
estek a mar kordbban morfologiai markerekkel meghatdrozott besoroldssal. A
vizsgalatok meger0sitették tovabbi néhany interspecifikus anyagnak az allitolagos

eredetét, valamint ravilagitottak egy mirobalan klon hibas rendszertani besorolasara.

6.1.1.2 Mandula

Elész6r mandulandl, (Prunus dulcis L.) kaliforniai fajtdkon torténtek RAPD
markeres vizsgalatok. Bartolozzi és mts. (1998) tizenhét mandulafajta genetikai
rokonsagat ¢és lehetséges eredetét vizsgaltdk 20 RAPD primer alkalmazasaval. A
rigymutansoktol eltekintve minden egyes fajtat el tudtdk kiiloniteni egymastol. A
fajtakat harom csoportba soroltdk szarmazasuk alapjan. Resta és mts. (1998) 17
mandulafajtat hasonlitottak 6ssze RAPD markerekkel. A felhasznélt 60 primer 241
polimorf fragmentumot eredményezett. A markerekkel sikeriilt elkiiloniteni a fajtakat,
illetve a fajtdk kozotti kapcsolatot a klaszter analizissel becstilték. Két fajta-par kozott

nagy hasonlosagot talaltak, amely megfelelt az el6zetes megfigyeléseknek.

6.1.1.3 Szilva

Ortiz ¢és mts. (1997) a RAPD markerek rendkivill nagymértékii
polimorfizmusanak koszonhetden kiilonbséget tudtak tenni eltérd foldrajzi helyekrol
szarmazo6 huszonnyolc hexaploid és harom diploid szilvafajta k6zott, mindossze harom
primer haszndlatdval. Az amplifikalt fragmentumok tisztan elvaltak a diploid és
hexaploid genotipusoknal, és jol korrelaltak az ismert sziildikkel. Shimada és mts.
(1999) negyvenkét kiilonbozo ploidszintli szilvafajta kozott tudtak kiillonbséget tenni 20
RAPD primer alkalmazasaval. A vizsgalat eredményeként két fOcsoportba (eurdpai €s
japan) soroltak a fajtakat. A két csoport azonban nem valt el élesen egymastdl, hanem
vélhetéen a keresztezddéseknek koszonhetden 4tfedéseket lehetett tapasztalni.

Boonprakob ¢és mts. (2001) a termesztett diploid szilvakat és dseiket elemezték RAPD
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markerekkel. A délkeleti fajtakor joval nagyobb valtozékonysdgot mutatott a
Floridéban, Kalifornidban és Dél-Afrikaban termesztett fajtaknal.
Nem fajtaazonositasi célokra, hanem gyokérfonalféreggel szembeni rezisztencia

kimutatasara hasznaltak RAPD markereket myrobalan szilvan Lecouls és mts. (1999).

6.1.1.4 Cseresznye

RAPD markereket az Oszibarackhoz hasonléan a cseresznyénél is genetikai
kapcsoltsagi térkép készitése soran hasznaltak fel. Stockinger és mts. (1996) 88 RAPD
markerekkel 10 kapcsoltsagi csoportot alakitottak ki, lefedve 503 cM tavolsagot a
cseresznyegenomban. Gerlach ¢és Stosser (1997) tizennyolc fajtat jellemzett
molekularisan RAPD markerekkel. A vizsgalt fajtdk koziil tizenhatot el tudtak
kiiloniteni 23 RAPD primerrel, de mint ahogyan az varhato volt, a riigymutansok kézott
nem talaltak kiilonbséget.

Elemezve a RAPD markerek felhaszndldsaval jard kutatasokat, megallapithato,
hogy az eljaras kifejlesztését kovetd 10 €v soran szamos publikacio latott napvilagot, €s
a technikat széleskortien alkalmaztdk genetikai azonositasra a mezdgazdasagilag
legfontosabb Prunus fajokon. Noha a RAPD markerekkel végzett kutatasok a 2000.
évet kovetden latvanyosan visszaestek, napjainkban is fel-felbukkan a technika egy-egy
vizsgalat erejéig. A korabbi évek tapasztalataira épitve és a modszer korlatait
megismerve, ma leginkabb kis egyedszamu fajtacsoportok, valamint egyes kapcsolt
tulajdonsagok jellemzésére hasznaljak elsésorban. Ezekben az esetekben, mint az alabbi
példak is mutatjdk, a RAPD markerek olcso, gyors és a célnak megfelel6 megoldast
jelentenek. A kapcsoltsagi térképek készitésére, illetve nagyméreti populaciok
egyedeinek Osszehasonlitasira ma mar inkabb joval megbizhatobb markereket (SSR,
AFLP) alkalmaznak.

Raddova és mts. (2003) a cseh nemzeti fajtagylijteménybdl 28 Oszibarack- és két
mandulafajtat vizsgaltak. A 46 vizsgalt primer koziil 34 produkalt polimorf mintazatot,
melyek alkalmasak voltak a vizsgalt genotipusok egyedi azonositasara. 12 primert
hasznaltak fel dendrogram készitéséhez. Az elvégzett klaszteranalizis ¢élesen
elkiilonitette a két mandulafajtat. A harom tovabbi jol elvald csoportot a mandula X
Oszibarack, a P. persica x P. davidiana hibridek, valamint P. persica fajtak alkottdk. A

felosztas megfelelt a rendszertani egységeknek és a fajtak szarmazésaval kapcsolatos
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elérhetd informacidknak, valamit a fajtaleirasoknak. Lisek és mts. (2006) a 19
legnépszeriibb lengyel cseresznyefajtat hasonlitottdk 6ssze RAPD markerekkel. A
vizsgalt 55 primer koziil 26 bizonyult polimorfnak. Minddsszesen 6 primer elegendd
volt a 19 fajta megkiilonboztetésére az amplifikalt tizenhét polimorf fragmentum
alapjan. A vizsgalat bizonyitotta, hogy kis fajtaszam és megfeleléen polimorf RAPD
markerek alkalmasak fajtdk egyértelmii azonositasara.

Jun ¢és mts. (2002a) RAPD markereket alkalmaztak az &szibarack fajtak
gylimolcshus magvavalosadganak jellemzésére. A magvavaldsagot egyetlen gén okozza.
A magvavalo tulajdonsidg dominans a durdnci tipussal szemben. Hasadé nemzedék
RAPD markeres analizisével a gén kozelében 1.1 és 2.2 cM tavolsagra elhelyezkedd két
RAPD markert talaltak. A kapcsolt dominans szekvenciakbol SCAR markereket
terveztek, amelyek alkalmasak voltak a hasadd6 nemzedék, valamint a kereskedelmi
fajtak magvavalosaganak azonositasara. Ez egyben kivalo eszk6z a nemesitok szamara

a korai szelekcidohoz.

2.6.1.5 RAPD-polimorfizmus vizsgalata kajszibaracknal

Az izoenzim vizsgéalatokhoz hasonldan kajszinal is els6ként Gogorcena ¢és Parfitt
(1994) alkalmaztak ezt a technikat. Az elsé vizsgalat tulajdonképpen még csak arra
szoritkozott, hogy a technika mennyiben alkalmas polimorf fragmentumok
létrehozasara kajsziban. Az eredmények reprodukalhatosaga érdekében tokéletesiteni
kellett a reakciokoriilményeket, igy meg kellett talalni a megfelel6 DNS-kivonasi
eljarast, az idealis DNS koncentracidt, amely az egyik kulcskérdésnek bizonyult. A
kiprébalt 15 primer koziil 7 konzisztens és polimorf mintdzatot eredményezett, igy
alkalmasnak bizonyult a kajszigenom jellemzésére. A szerzOk azonban Ovatossagra
intettek a RAPD markerek megbizhatdsagat illetéen, hiszen az eredményeket szdmos
faktor befolyasolhatja. A modszert megalapozd vizsgalatokat kovetden még
ugyanebben az évben Shimada és mts. (1994) 54 japankajszifajta (P. mume Sieb. Et
Zucc) genetikai rokonsagat vizsgaltak 95 RAPD primerrel. A kapott eredmények
alapjan a fajtakat hét jol elkiiloniilt csoportba lehetett sorolni, amelyek megfeleltek az
eredetiiknek. A vizsgalatok emellett megerdsitették néhany fajta eldzetesen feltételezett
szarmazasi viszonyait. Ozaki ¢és mts. (1995) ugyancsak japankajszi fajtadknal

alkalmaztak RAPD markereket a szarmazasi viszonyok tisztdzasara és a sziilok
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azonositasara. A polimorf DNS-fragmentumok egyértelmiien azonositottdk a sziiloket,
illetve majdnem az Osszes hasadast mutatott az F2 utddnemzedékben. Southern blot
vizsgalattal sikeriilt igazolni, hogy a sziildspecifikus fragmentumok atorokitédtek az
utodnemzedékbe, ezaltal a morfologiailag azonos utdédok elkiilonithetok voltak
egymastol. Késébb Takeda és mts. (1998) harmincharom kajszi €s két rokon faj (P.
sibirica L., P. brigantina Vill.) kapcsolatat vizsgaltak. Elso korben 225 primert tesztelt
le 6t fajtan, melybol minddsszesen 18 adott kellden polimorf mintazatot. A kivalasztott
primerekkel két f6 csoportba sikeriilt sorolni a fajtdkat: egy kinai eredetii (Kelet-Kina €s
Japan) valamint egy nyugati eredetli (Eurépa, Kozép-Azsia és Nyugat Kina) fajtakorre.
Zhebentyayeva ¢és Sivolap (2000) az addig megjelent egyik legatfogdbb vizsgalatot
tettek kozzé. Kisérletikben RAPD ¢és izoenzim polimorfizmust vizsgaltak a kajszi
genetikai diverzitasanak felmérése céljabol. A nyolcvannégy jellemzett fajta az eurdpai,
irani-kaukazusi, kinai, k6zép-azsiai fajtakorbdl keriilt ki, valamint néhany hibrid, illetve
vad tipust is bevontak. A kiilonb6zd eredetti, és ezen beliil a géncentrumokbo6l szarmazo
fajtak vizsgalataval megaéllapitottak, hogy a termesztett kajszi a vad P. armenicabol
alakult ki. Ugyanakkor a kajszihoz kozel allo, els6dlegesen a kinai centrumban talalhato
fajok is szerepet jatszhattak a faj haziasitasaban. Azt is megallapitottdk, hogy az eurdpai
fajtak genetikai diverzitdsa kicsi.

Az ezredfordulo elejétdl a kajszinal a tobbi Prunus fajhoz hasonléan a RAPD
markereket egyre inkabb felvaltottdk a mikroszatellit markerek, illetve parhuzamos
vizsgalatokkal tették az eredményeket megbizhatobba. A RAPD markerek sem tlintek el
teljesen, tovabbra is hasznaltak kis egyedszamu csoportok azonositasara, illetve egyéb
specialis célokra.

Hormaza (2001) otven kiilonb6z6 eredetii kajszifajtat elemzett RAPD és SSR
markerekkel. A vizsgalatot kiegészitette olyan spanyol fajtak tesztelésével, amelyek
pomologiai jellemzOk alapjan nagyon kozel alltak egymdéshoz. A két markerezési
technika kombindacidja lehetdvé tette a valoban kiilonb6z6 genotipusok azonositasat és a
szinonim fajtdk kiemelését. Hurtado és mts. (2001) tizennyolc, Spanyolorszagban
termesztett kajszifajtat jellemeztek RAPD markerekkel. Negyven dekamer primert
probaltak ki, melybdl huszonkettd 45 konnyen reprodukalhatd, markerként hasznalhato
fragmentumot eredményezett. A 18 fajta mindegyike megkiilonboztethetd volt ezzel a

néhany primerrel. UPGMA klaszter analizissel a fajtdkat 5 csoportra lehetett osztani.
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Megallapitottak, hogy a RAPD markerek eszkozei lehetnek a genetikai diverzitas
jellemzésének, a genotipusok kozti hasonlosdg kimutatasdnak, Uj genotipusok
azonositasanak, ezaltal értékesek a kajszi nemesitésében. A modszer emellett alkalmas
kereskedelmi tételek azonositasara rutinszerd, olcsd €s gyors eljarassal. Jun és mts.
(2002b) RAPD markereket hasznalt 31 kiilonféle Prunus taxon genetikai kapcsolatanak
elemzésére. A kiprobalt tobb mint haromszdz primer koziil 30 eredményezett
fajspecifikus markereket a Prunus fajok tobbségénel. Erdekes, hogy P. salicina fajnal és
az interspecifikus Plumcot hibridnél nem talaltak specifikus RAPD markereket. A 31
Prunus taxont hdrom nagy csoportra lehetett osztani a markerekkel, amely 6sszhangban
van az érvényben lévlé osztalyozasi rendszerrel. Mariniello és mts. (2002) RAPD
markerekkel azonositott 19 olasz, gordog és észak-amerikai fajtdt. Meghatarozta az
amplifikalt régiok pontos szekvenciajat, és ennek alapjan SCAR markereket tervezett.
Pedryc és mts. (2002) Magyaroszagon termesztett tizennégy {6 fajtat, valamint tovabbi
harom vilagfajtat jellemzett RAPD markerekkel. A kiprobalt hatvan primer koziil 45
esetben sikeriilt jol detektdlhatd fragmentumokat elérni. A kapott fragmentumok
tobbsége uniformnak bizonyult, azonban nyolc polimorf mintazatot mutatott. Az eltérd
fragmentumokat felhasznalva sikeriilt két fajtapar kivételével az Osszes fajtardl egyedi
DNS ujjlenyomatot késziteni. Mivel az egyik esetben két klonrol, mig a masik esetben
gyanithatoan ugyanarrol a fajtardl volt sz6, a vizsgalat tulajdonképpen megerdsitette azt
az elozetes feltételezést, hogy a két fajtapar genetikai hattere azonos. A vizsgalatot
azonos ndvényanyagon a késObbiekben mikroszatellit markerek hasznalataval Ruthner
¢és mts. (2003) megerdsitették. Baranek és mts. (2006) 15 genotipust vizsgalt a Prunus
nemzetségbdl RAPD és SSR markerekkel. Osszehasonlitottik a mikroszatellit é&s RAPD
markerek altal produkalt polimorfizmust, és kapcsolatukat a klasszikus morfologiai
alapokon nyugvo fajtaleirassal. Erdekes modon a RAPD altal elért eredmény jobban

igazolta az elméleti varakozasokat, amely iranyadod lehet a késdbbi vizsgalatokhoz.
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2.7 Az AFLP markerek

A genomi DNS restrikcios emésztésén ¢és a fragmentumok szelektiv PCR
hasonldan elsé 1épésben restrikcios endonukledzokkal — egy ritka és egy gyakori
felismerési szekvenciaval rendelkezd enzimmel — emészti a DNS-mintat. Kovetkezo
Iépésként torténik a duplaszali DNS-adapterek ligalasa a fragmentumok végére, és ezt
koveti az adapterekre és a hasitohelyre tervezett primerek kozotti DNS-szakasz
amplifikdlasa, majd gélen valdo megjelenitése. Az AFLP mintdzatot a restrikcids
fragmentumok hosszaban megnyilvanulé kiilonbség eredményezi, amelyet inszercio,
delécid, pontmutacid okozhat, amelyek restrikcidos helyeket hoznak Iétre vagy
sziintetnek meg. Az AFLP moddszer kulcsa a szelektiv amplifikédcioban alkalmazott
primerek kombinacioja.

Az AFLP szamos elonnyel rendelkezi a RAPD technikahoz képest, mivel nagy a
teljesitoképessége, sok fragmentumot eredményez, a primerek kapcsolodasanak
nagyfoku specifikussaga pedig biztositja a reprodukélhatosdgot. Barmely szervezetre,

fajra alkalmazhato el6zetes térképezés, illetve markerfejlesztés nélkiil is.

2.7.1 AFLP markerek alkalmazasa a Prunus fajoknal

Amig az RFLP mddszert elsésorban a térképezési célokra hasznaltak a génuszban,
addig az AFLP-t elsddlegesen a fajtaazonosités, a genetikai tavolsagok €s a szdrmazasi
kérdések tisztdzdsa érdekében alkalmaztdk. Az AFLP fajtaazonositasi célokra torténd
alkalmassagat elsOként Dirlewanger és mts. (1998) bizonyitottak. Megerdsitették azt a
feltételezést, hogy az Oszibarack polimorfizmusanak kutatdsanal az AFLP technika joval
hatékonyabb, mint akar a RAPD vagy az RFLP. Az AFLP a nemzetségen beliil az
ontermékenyiild 6szibarackban jutott jelentdsebb szerephez, hiszen ez a szaporodasi
mod nagymértékben csokkentette a termesztett fajtdkban a genetikai valtozékonysagot.
Munkéjukban hatvanhat fajtat jellemztek RAPD és AFLP markekkel. Kiemelték, hogy
ugyan a két modszer egyiittes alkalmazasa kiegésziti egymast, mégis az AFLP
Osszességeben hatékonyabbnak bizonyult.

Aranzana ¢és mts. (2001a) az idokozben elérhetdvé valt mikroszatellit markereket
hasonlitottdk 6ssze az AFLP—vel, amikor 100 dszibarack fajtat hasonlitottak Ossze. A

felhasznalt 40 AFLP marker 97 genotipust azonositott, mig a 7 SSR marker ,,csak™ 78
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fajtat tudott megkiilonboztetni egymastol. A két modszer kombinacidja azonban mar
99%-o0s eredményt hozott.

A mobdszer alkalmassagat megalapozd vizsgalatokat kovetden ,,futdszalagon”
érkeztek a nemzetségen beliili fajtaazonositast €s szarmazasi viszonyokat célzo
vizsgalatok.

Oszibarackban Shimada és mts. (1999) kiilonitettek el 8 nagyon hasonlé
szarmazasu fajtat AFLP-vel. Ezt kovetden Aranzana és mts. (2003a) 210 fajtat 9 AFLP
primer kombindciot felhaszndlva elemeztek. A fajtdk 93%-4t sikeriilt elkiiloniteni a
modszerrel. A nagyfokt polimorfizmust talan még jobban jellemzi, hogy 187 fajtat mar
minddssze harom primer segitségével el lehetett kiiloniteni egymastol.

Cseresznyében eldszor Boritzki és mts. (2000) 10 AFLP primerpar hasznalataval
128 cseresznyefajta azonositdsat végezték el. Osszesen 712 AFLP fragmentumot
nyertek, amelyek koziil 124 bizonyult polimorfnak. Majd Tavaud és mts. (2001) a
francia termesztett cseresznyefajtak és a vad P. avium L. genotipusok variabilitasat
vizsgalta. A 4 primer felhasznalasaval nyert 76 marker klaszteranalizise a termesztett
fajtakat 3 csoportba sorolta. A vad genotipusok kiilcsoportot alkottak. A dendrogram
elemzése alapjan a szerzok feltételezték, hogy a francia vadcseresznye legalabb két
eltérd szarmazdsi agon alakult ki. Ugyanezt meg lehetett allapitani a termesztett
fajtakrol is. Hasonlo fajtaazonositasi célu vizsgalatokat végeztek cseresznyében még
Struss és mts. (2001), valamit Zhou és mts. (2002). A cseresznyénél és meggynél
kulcskérdés a ploidfok, valamint a kiilonb6z6 interspecifikus hibridek genetikai
szdrmazasanak ellendrzése. Tavaud és mts. (2004) AFLP-markerekkel elemezték a P.
avium L. (AA 2n=2x=16) és P. cerasus L. (AAFF 2n=4x=32) fajokat. A P. cerasus F
genomja a P. fruticosa-bol szarmazik. Nagy valoszinliséggel sikeriilt azonositani azt az
AFLP markert, amely alkalmas az A és F genom azonositasara és nyomon kovetésére az
egyéb interspecifikus hibridekben is.

Goulao és mts. (2001) AFLP markereket hasznaltak a diploid, és a hexaploid
szilvak elkiilonitése céljabol. Bianchi Valmor és mts. (2002) az AFLP mellett SSR-
markereket hasznaltdk a dél-braziliai szilvak jellemzésére. A szerkesztett dendrogramon
a hexaploid szilvak ¢élesen elkiiloniiltek a diploidoktdl.

Martins és mts. (2001) harmincot portugal mandulafajtat vizsgalt meg nemesitési

programjanak eldkészitése soran. Yon és RongCai (2004) 5 rokonfajba tartozd 49
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egzotikus €s helyi mandulafajtat jellemzett 3 AFLP primerrel. A mandulafajtak egy
csoportba keriiltek a klaszteranalizis soran, bar nagy polimorfizmust mutattak. Az
AFLP-vel végzett mandulamarkerezési tanulmanyok koziil kiemelkedik Sorkheh és mts.
(2007) munkaja. Ebben mintegy 45 irani, eurdpai €s amerikai fajtat vizsgaltak 19
primerkombindacioval. Sikeres volt a vizsgalt genotipusok egyedi azonositasa. A kozolt
eredményekbdl jol lathatod, hogy a markerekkel kimutatott polimorfizmus tokéletesen
alkalmas volt a fajtak foldrajzi eredetének bizonyitasara, de csak kis korrelaciot mutatott
az agrondmiai tulajdonsagok alapjan szerkesztett csoportokkal.

A kajszinal els6ként Hurtado és mts. (2002a) 16 fajtat vizsgaltak 6 primerparral.
Eredményként 231 polimorf markert sikeriilt azonositani, amelyek minden egyes
fajtanak egyedi mintdzatot biztositottak. Hasonld céllal Hagen és mts. (2002) 47
kiilonbozé eredetii fajta AFLP polimorfizmusat vizsgaltak 5 primerkombinécioval. A
kisérletbe vont eltérd szarmazasu genotipusok kellden széles spektrumot biztositottak a
modszer tesztelésére, és az altalanosithatdo kovetkeztetések levonasara. Osszesen 379
polimorf marker elemzésével megallapitottak, hogy a fajtak eredetének fliggvényében a
kajszi genetikai diverzitdsa folyamatosan csokken Kozép-Azsia és Dél-Eurdpa kozott.
Az eredmények kozvetleniil felhasznalhatok a nemesitési alapanyagok kivalogatasakor.
Az AFLP hasznalata egyre népszeriibbé valt a kajszinal is, és Gjabb fajtakoroket vontak
be a kutatdsokba. Panaud ¢és mts. (2002) a Szahara odzisaiban termesztett 19 fajtat
jellemzett AFLP markerekkel. Ebben a kisérletben 7 primer 97 polimorf markert
eredményezett. Ez a variabilitas elegendd volt az 6sszes fajta egyedi azonositasara. Az
AFLP ilyen célu felhasznalasra vald alkalmassagat Ricciardi és mts. (2002) is
megerdsitették a dél-olasz apuliai genotipusok azonositasaval.

A kutatési célu fajtaazonositas €és a szdrmazasi viszonyok meghatarozasa mellett a
szakirodalomban taldlni forrast az AFLP markerek egyéb célu felhasznélasara a Prunus
nemzetségben. Az AFLP MAS-ban val6 felhaszndlhatosagara példa Wu és mts. (2004)
vizsgélata, amelynek soran sikeriilt megtalalniuk azt az AFLP markert, amellyel az
Oszibarackban szelektalni lehet a nagy és kis savtartalmi genotipusokat. Az elsé
Oszibarackalanyokat elemzd genetikai térkép is AFLP markerek felhasznalaséval
késziilt el (Lu és mts., 1998). A térképen olyan markerek is szerepelnek, amelyekkel a
nematdda rezisztencia nyomonkdvetése valik lehetdvé. Térképezési célokra hasznaltdk

az AFLP technikat Dirlewanger és mts. (1998) is, amikor izoenzim, RFLP, RAPD ¢és
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SSR markerek mellett 115 AFLP markert helyeztek el az &szibarack kapcsoltsagi
térképén. A vizsgalat eredményeként 11 kapcsoltsagi csoportban 714 cM tavolsagot
fedtek le, és markerenként 4,5 cM atlagos tavolsag adodott.

Gyakorlatorientalt fajtaazonositasi célokra dolgoztak ki technikat Struss és mts.
(2003). A moédszer annyiban tér el a korabban megismertektl, hogy olyan DNS-
kivonasi eljarast sikeriilt kidolgozniuk, amely altal a gylimolcshusbol is képesek voltak
az AFLP-hez megfelelé DNS-t izolalni. Igy lehetévé valt a frisspiaci meggytételek
fajtaazonositasi célu vizsgalata. Ez mindenféleképpen jelentés eredmény, hiszen a jo
mindségli DNS alapfeltétele az AFLP vizsgalatoknak. Ennek érdekében dolgoztak ki
kiilon AFLP célu DNS-kivondsi eljarast dszibarackban Manubens és mts. (1999). A
DNS-minta jelentdéségét Aranzana ¢és mts. (2001b) is kiemelték. Levélbdl és
gylimolcsbol nyert DNS-t alkalmazva nekik nem minden esetben sikeriilt azonos AFLP
mintazatot nyernitik.

Ahogyan a fenti Osszefoglalé is mutatja, az AFLP markereket eldszeretettel
hasznaltdk a Prunus nemzetségben, elsdsorban fajtaazonositasi célbol, valamint
szarmazas és diverzitas kutatasara. Ennek ellenére visszaszoruldban van a hasznalata,
amelyet részben a modszer relativ bonyolultsdga és koltségessége indokol. Az AFLP
markerek a korabbindl ritkdbb hasznalatanak masik indoka a konnyebben kezelhetd

mikroszatellitek megjelenése volt (Wiinsch és Hormaza, 2002a).

2.8 Mikroszatellit markerek

2.8.1 A mikroszatellit markerek jellemzdi, funkcioja és evolucioja

A mikroszatellitek (Litt és Luty, 1989) abba a repetitiv szekvencia csaladba
tartoznak, amelyben igen egyszerii di-, tri- tetra-, vagy pentanukleotidok egymast
kovetve ismétlddnek egy szakaszon. A mikroszatelliteknek tobbféle szinonim
megnevezeését is ismerjiik, amelyek a kovetkezok: VNDR (Variable Number of
Dinucleotide Repeats - valtozd szamu dinukleotid ismétlddések, Nakamura és mts.,
1987), STR (Short Tandem Repeat - rovid tandem ismétlédés, Edwards és mts., 1991),
SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism — egyszerli szekvencia hossz-
polimorfizmus), ETR (Exact Tandem Repeats — preciz egymast kovetd ismétlddések)
vagy SSR (Simple Sequence Repeat - egyszerli szekvencia ismétlédés, Jacob és mts.,

1991).

28



A szatellit szekvencia kifejezést mar joval kordbban alkalmaztak annal, mint hogy
tudtdk volna a jelenség DNS-szintli hatterét. Az eukaridta DNS ultracentrifugaban
kialakitott siirliség gradiens hatasara a vizsgalt DNS atlagat reprezentalo széles csucs
mellett, szamos kisebb cstics jelent meg. Az eltérd siiriséget jelzd szokatlan kis
csticsokat szatellit cstcsoknak, a kialakuldsukat eredményezé DNS-régiokat pedig
szatellit DNS-nek nevezték el. A renaturdcidé kinetikai elemzése vezetett ahhoz a
felismeréshez, hogy a szatellit DNS akar tobb millio repetitiv szekvenciat tartalmazhat.

A repetitiv szekvenciak kutatdsaban igazi attorést Tautz €s Renz (1984) kisérlet-
sorozata jelentett. Az eredményeik azt bizonyitottak, hogy az ismétlédé szekvencidk
altalanosan fordulnak elé az eukariota szervezetekben, és tulajdonképpen mindenféle
dinukleotid ismétlédése lehetséges. A szerzOk ekkor mar feltételezték, hogy az
ismétlodéseket a replikacid6 soran bekovetkezd csuszas (slippage) okozza. A
késdbbiekben még tovabbi kisérletek és feltételezések lattak napvildgot az ismétlddések
okat illetden. Levinson és Gutman (1987), valamint Schlétterer és mts. (1991) szerint a
replikaci6 sordn kialakulo frameshift muticid6 okozza az ismétlodéseket.
Megallapitottak, hogy a frameshift mutaciok nagy gyakorisaggal fordulnak eld az
ismétlddd szekvencidkat tartalmazo régiokban, azonban a rogziilt mutaciok gyakorisaga
a javitas hatékonysagan mulik. Az ismétlodd szekvenciakrol sokdig azt gondoltak, hogy
a génmikddésben nem jatszanak kiilonosebb szerepet. Néhany ndvényfaj teljes
genomjanak megismerése ravilagitott arra, hogy a mikroszatellit szekvencidk eloszlasa
nem egyenletes a genomon beliil (La Rota és mts., 2005). A mikroszatellitek leginkabb
a gének hatarold régioiban, illetve géneken beliil helyezkednek el (Fujimori és mts.,
2003). Egyre tobb a bizonyiték arra, hogy a korabban funkcionélisan semlegesnek
gondolt DNS-szakaszok szerepet jatszanak a gének miikodésének szabalyozasadban (Li
és mts., 2004).

A mostanaban, Arabidopsison ¢és rizsen végzett kutatisok azt a meglepd
eredményt hoztak, hogy a vizsgalt mikroszatellit szekvencidk 80%-a kapcsolatban van a
génekkel. A szekvencidk jelenléte és a génexpresszid egyiittes vizsgalata alapjan
feltételezhetd, hogy a mikroszatellitek a novényi gének szazainak mukodését
befolyasoljak (Sharapova, 2008). A génreguldciés szerepet a kordbbi vizsgalatok
els6sorban azzal magyarazzdk, hogy a mikroszatellitek részt vesznek a DNS

masodlagos szerkezetének kialakitdsaban, amely hatassal van a kapcsolatban 1év6 gének
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transzkripcidjanak intenzitdsara (Toth és mts., 2000). Ez a felfedezés lehetdséget
biztosithat arra is, hogy a mikroszatelliteket a jovOben ne csak a szelekcidt segitd
eszkozként, hanem kozvetleniil is felhasznaljak a nemesitési programokban a genetikai
szabalyzas befolyasolasaval.

Az elézbéekben targyalt mechanizmusok, mint példaul a frameshift mutaciok mar
csak a meglévd variabilitdst novelik. Ennek tiikkrében jogosan meriil fel a kérdés, hogy
milyen modon keletkezhettek ezek az ismétlodések. Jelenleg az az altalanos vélekedés,
hogy egy véletlenszeri proto-mikroszatellitre van sziikség a mikroszatellit régiok
kialakulasdhoz (Levinson és Gutman, 1987). Sokaig ismeretlen volt, hogy létezik-e
olyan minimalis ismétlddésszam, amelynél mar a DNS-polimerdz megcsuszasara nagy
valoszinliséggel sor keriil. E16szor Pupko €s Graur (1999) ¢€lesztonél bizonyitottak, hogy
mar két ismétlddésbol alld repetitiv szekvencia is kivalthatja a DNS-polimeraz
megcsuszasat.

A mikroszatellitek kialakuldsa mellett masik érdekes kérdés, hogy milyen mddon
alakul ki ezen régidk hossza, azaz létezik-e olyan optimalis mérettartomany, ami az
evolucio soran képes volt fennmaradni. A szabalytalan replikacié novelheti, illetve
csOkkentheti is az ismétlédések szamat. Azt, hogy mikor melyik mechanizmus alakitja a
mikroszatellit régiok hosszat, el0szor éleszton sikeriilt meghatarozni. A kisérletek
kimutattak, hogy a rovid és hosszu szekvencidk muticidinak eredménye mas-mas
tendenciat mutat. Mig a rovidebb szekvencidk frameshift mutacioi altaldban hosszabb
szekvencidkat hoznak Iétre, a hosszabb szekvencidk rovidiiltek a DNS-slippage
kovetkeztében (Wierdl és mts., 1997). A folyamat 6nmagat szabdlyozza, mindenféle

kiils6 szelekcids nyomas befolyasold hatasa nélkiil.

2.8.2 A mikroszatellit markerek alkalmazhatésiga a novényekben

A mikroszatellitek szdmos olyan tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek alapjan
alkalmasak a novényi genom markerezésére, valamint kapcsolt tulajdonsdgok
térképezésére. Tobbnyire rendkiviil nagy allé¢lvaltozékonysdgot mutatnak a populacion
beliil, emellett a mikroszatellitek kodominéansak, és a l0kuszok heterozigdtasagi indexe
nagyon magas. Oroklédésiik egyszerii mendeli szabalyok szerint torténik, igy
egyszeriien hasznalhatok kapcsoltsagi csoportok elemzésére (Gupta és mits., 1996).

Rendkiviili variabilitasat tobb szerz0 is bizonyitotta, ezért a ndvényi genomok
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jellemzésére az egyik legalkalmasabb modszernek tekintheték. Az eddigi vizsgalatok
azt mutattak, hogy a novényekben és az allatokban taldlhaté mikroszatellitek nukleotid-
Osszetétele kiiliinbozo. ,,Mig az emlds genomra az (AC)n vagy a (AG)n, (CG)n, addig a
novényekre a (TA)n, (AG/TC)n, (AC,TG)n motivumok a legjellemzobbek. A (CG)n
el6fordulasa még kérdéses” (Kiss, 2005). A ndvényi mikroszatellit markerek egyik
alapvetd tulajdonsdga, hogy az ismétlodo egységek szama tekintetében is rendkiviil
polimorfak ugy a fajok, mint az egyedek kozott egyarant (Akkaya és mits., 1992;
Saghai-Maroof és mts., 1994).

Az ismétléd6 motivumsor szempontjabol: perfekt, imperfekt és Osszetett
(compound repeat) szekvencidkat kiilonboztetiink meg (Weber, 1990). A perfekt
mikroszatellitek szabalyosan ismétlodé egységekbdl épiilnek fel. Az imperfekt
mikroszatellitek esetén egy vagy tobb nukleotid ékelddik a perfekt sorba. Az Osszetett
szekvenciaju mikroszatelliteknél kiilonbozé tipust ismétlédé szekvencidkbol épiil fel a
mikroszatellit régid. A perfekt szekvencidknal Weber (1990) megfigyelte, hogy az
1smétlodo egységek szamanak novekedésével né a 10kusz informécid tartalma, és tobb
allél keletkezése varhato. Ez a megallapitds azonban nem volt igaz az imperfekt
szekvencidkra. Az azonos ismétlédésti imperfekt szekvencia informéciotartalma

lényegesen kisebb, mint a perfekt szekvenciakeé.

2.9 Mikroszatellit markerek hasznalata a Prunus nemzetségben
2.9.1 Mikroszatellit régiok azonositasa és primerfejlesztés

A Prunus nemzetségben a mikroszatellit markeres kutatdsokat Cipriani és mits.
(1999) korszakalkoté munkaja tette lehetévé. A munkacsoport 17 primer szekvenciajat
kozolte, melyet a ‘Red Haven’ &szibarackfajta genomi konyvtarabol klonozott és
szekvenalt. Tiz mikroszatellit medeli 6roklodést is mutatott a hasado visszakeresztezett
nemzedékben. 15 primer polimorf volt a megvizsgalt 10 Oszibarack genotipusnal,
lokuszonként 2-4 allélt talaltak. A mikroszatellit régiok hatarold szekvencidjanak
konzervativizmusat kihasznalva a kifejlesztett primereket mas Prunus fajokon és alméan
is tesztelték. A primerek tobb mint a fele alkalmas volt az amplifikaciora. Tiz primer
hatékonyan miikodott P. domestica L., P. salicina Lindl., P. armeniaca L., P. dulcis L.,

P. persica var. leavis, P. avium L. é P. cerasus L. fajokban. Harom primer

crer
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Cipriani és munkatarsainak publikacigjat kdvetden szdmos 0j eredmény sziiletett a
mikroszatellitek kutatdsaban a Prunus nemzetségen beliil. Mar a kovetkezd évben
ugyanaz a kutatomiihely wjabb, 26 0Oszibarackbol kifejlesztett primert mutatott be
(Testolin és mts., 2000). Ebben a kozleményben mar nemcsak a primerfejlesztésre
koncentraltak, hanem az 0j lokuszok segitségével 50 Oszibarack és nektarinfajtat
teszteltek. Az tUjonnan kifejlesztett primerek mindegyike polimorf mintazatot (2-8
allél/lokusz) eredményezett. Sikerilt elkiiloniteni a fajtdk dontd tobbségét, kivéve
néhany, genetikailag nagyon kozel 4ll6 fajtat, mint példaul a ‘Compact Redhaven’ ¢és
‘Redhaven’, ahol azonossagot tapasztaltak. Emellett sor keriilt néhany tisztazatlan
eredetli fajtanal a fajta szdrmazdsanak pontositdsara, illetve tobb esetben sikeriilt
megerdsiteni a feltételezett sziiléi vonalakat.

Az egymastol flggetlen, parhuzamos kutatasok tényét bizonyitja, hogy
ugyanabban az évben egy amerikai kutatdcsoport, Sosinski és mts. (2000) kozz¢ tette az
Oszibarack genomi ¢és cDNS szekvencidi alapjan kifejlesztett 10 primerbdl allo
sorozatot. Az el6zé példaktol eltéréen nem az AC/GT és AG/CT ismétlodési
mikroszatellit régiokat azonositottak, hanem a CT/GA, CA/GT valamint egy AGG/TCC
poli-trinukleotidot. Ebben a kisérletben is elvégezték a fajon beliili polimorfizmus
vizsgélatot 28 dszibarack fajta bevonasaval, amely lokuszonként 4 allélt eredményezett.
A primerek fajok kozti amplifikdcios képességét is tesztelték. A primerek milkodtek
kajsziban, meggyben, rézsaban, sOt Arabidopsisban is.

Yamamoto ¢és mts. (2002) tovabb novelték az elérhetd primerek korét, amikor
ujabb 36 mikroszatellit markert azonositottak dszibarack genomi és gylimdlcs cDNS
konyvtar hasznalataval. A nagy primerfejlesztés idészaka Dirlewanger és mts. (2002)
altal nyilvanossagra hozott 41 SSR primer szekvenciaval zarult. A primereket 12 rokon
¢s nem rokon (pl. di6 és mogyoro) fajokon is sikerrel tesztelték.

A kezdeti 1épéseket kdvetden szamos tovabbi primer fejlesztése tortént a Prunus
nemzetségen beliil. A fejlesztések tobbsége dszibarack genomi vagy cDNS konyvtarak
alapjan tortént, de ezenkiviil tobb primert terveztek a cseresznye, kajszi, mandula ¢és
szilva genomok alapjan. A mikroszatelliteknek a nemzetségen beliil tobb fajnal torténd
sikeres felhasznalasa altalanosnak tekinthetd. Nem ritka a més nemzetségben vald
alkalmazés sem. A primerek tervezésének Uj iranyat jelzi, hogy mar megjelentek olyan

kozlemények is, amelyek a teljes Rosaceae csaladban megfeleléen mikodo
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primerkészletek kifejlesztését tlzték ki a kutatds céljaul (Nishitani és mts., 2007). E
szerz6k munkdjanak kiilonlegessége, hogy a hosszu repetitiv szekvencidkat (tri- és
hexanukleotid) tartalmazé mikroszatellit régiokat kutattdk. Az Ujonnan létrehozott
primereket kezdetben foleg a polimorfizmus megéllapitasara és a fajtak elkiilonitésére
hasznaltak kiillonb6z6 Prunus fajoknal. Manapsag az uj primerekkel szemben viszont
mar mas elvardsokat tdmasztanak, mint példaul egy-egy nemesitési szempontbol

Iényeges tulajdonsag nyomonkovetése.

2.9.2 Mikroszatellit markerek alkalmazasa a fontosabb Prunus fajokban
2.9.2.1 Oszibarack

Az elozé fejezetben ismertetettek szerint a primerfejlesztés és a markerezési
munka els6ként a csoporton beliil gazdasagilag legjelentdsebb gyiimolcsfajon, az
Oszibarackon kezdddott. Az elsd években mar jelentds mennyiségli tudas és tapasztalat,
¢s nem utolsd sorban szamos mikroszatellit régiora tervezett primer szekvencia allt
rendelkezésre. Nem véletlen, hogy a meglévoket gyorsan kovették tovabbi kutatasok
tovabbi fontos fajtakorok szdrmazasi viszonyainak jellemzésére. Aranzana és mts.
(2001a) AFLP ¢és SSR markerek alkalmazhatosagat 100 Oszibarackfajta
polimorfizmusanak vizsgéalatanal alkalmazta. A felhasznalt 9 AFLP és 7 SSR
primerkombinacidval lehetséges volt a vizsgalt genotipusok azonositdsa. Ezzel a
kutatassal Olaszorszagot és az USA-t kovetden egy ujabb jelentds Oszibaracktermesztd
kozpont, Spanyolorszag is bekapcsolodott a kisérletekbe. Yu ¢és mts. (2004) hét
genetikailag kozel allo Prunus faj (P. amygdalus, P. persica. subsp. ferganensis,
P.persica, P. kansuensis, P. mira, P. davidiana és P. persica subsp. potanini) SSR
elemzésének eredményeit kozlolték. A legnagyobb mértékii azonossagot a P. persica
subsp. ferganensis és P. persica kozott tapasztaltadk. Ehhez hasonlo fokt rokonsagot a
P. persica subsp. potanini és P. kansuensis kozott mutattak ki.

Az Oszibarackfajtdk sziik genetikai bazisa, és a vilagon elterjedt hasonld
fajtakorok miatt a vizsgalatok hamar kiterjedtek a tajfajtdkra, valamint egy-egy
korzetben termesztett populacidkon beliili diverzitas vizsgélatara. Badenes és mts.
(2002) Valencia kornyéki Oszibarack tajfajtdkat vizsgaltak, és annak ellenére, hogy
kevésbé valtozékony genotipusrdl volt szo, sikeresen elkiilonitették a kiilonbozo

termotajakrol szarmazo fajtakat. Ebben a kisérletben szamoltak be egyébként a Prunus
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nemzetségben eldszor nemesitési szempontbol fontos fajtabélyegek ¢s SSR markerek
kapcsoltsagarol. Wiinsch és mts. (2006) 85 helyi fajtat vizsgaltak mikroszatellit
markerekkel. A fajtak kozel felérdl egyedi ujjlenyomat készilt, illetve olyan
morfologiai bélyegekkel egyezd csoportokat sikeriilt kialakitani, mint a hisszin vagy a
gyiimolcs alakja. Az eredmények hozzédjarulnak a spanyol tajfajtdk eddiginél
hatékonyabb génmegdrzéséhez. Hasonlo kutatdsokat folytatattak Bouhadida és mits.
(2007) aragoniai tajfajtak jellemzésére. A sikeres probalkozasokon felbuzdulva tovabbi
kutatocsoportok csatlakoztak ujabb fajtakorok bevonasaval. A sziciliai téjfajtakat
elemezték (Marchese €s mts., 2006), majd Japanban elterjedt kinai eredetli Oszibarack
klénok polimorfizmusat, €s azok pontos szarmazasat kutattak (Mase és mits., 2007).

A fajtdk leirdsaval és szarmazasaval kapcsolatos kutatdsokkal parhuzamosan
hamar megjelentek a fontos agrondmiai tulajdonsagok nyomonkdvetését célz6 SSR
markeres vizsgalatok. A teriileten uttér6 munkat végeztek Yamamoto és mts. (2001),
amikor mikroszatellit markerekkel 9 egyszertien 6rokl6édé monogénes tulajdonsag (pl.
htsszin, viragszin, héjszin stb.), valamint négy QTL tulajdonsag (érési ido,
gylimolcsméret, viragzasi 1do, terméselrugas 1d6) kapcsoltsagat vizsgaltdk F2 hasado
nemzedékben. Scorza és mts. (2002) kimutattdk, hogy a pchgmsl jelzésti primerpar
alkalmas az oszlopos ndvekedésli genotipusok, valamint a meghatarozott szini és
huskeménységli fenotipust mutatd genotipusok szelektalasara. Ugyanebben az évben
Wang ¢és mts. (2002) dszibarack BAC konyvtarbol AFLP technika kozbeiktatasaval
dolgoztak ki SSR-primerkészletet, amelyeket az Oszibarackfadk ndvekedési tipusainak
nyomonkovetése céljabol, valamint a fonalféreg rezisztencia markerezésére terveztek.
Az 6szibarack folyamatos hajtasndvekedését egy gén recessziv allélja okozza. Wang és
mts. (2002) a tulajdonsaghoz kapcsolt mikroszatellit markereket azonositottak, melyek
igy felhasznalhatdva valtak a késObbi nemesitési munkakhoz.

Ahogyan a fenti példak is bizonyitjak, a mikroszatellit markerekkel folytatott
kutatasok sok teriileten és szamos kutatohelyen indultak meg parhuzamosan. Ezt
felismerve viszonylag kordn, széles nemzetkdzi bazison megkezdddott az dszibarack
genomikai kutatasa (Abbott és mts., 2002). A konzorcium célja az dszibarack genomjat
modellként hasznalni a Rosacea csalad genomikai kutatdsdra. A konzorcium

munkdjanak legutobbi eredményeirdl Shulaev és mts. (2008) szdmoltak be.
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2.9.2.2 Cseresznye és meggy

Az els6 kisérleteket 66 kései megy (Prunus serotina) genotipuson Downey és
Iezzoni (2000) végezték egy meggybdl szarmazo kloroplasztisz DNS marker, valamint
8 genomi Oszibarack, cseresznye ¢és meggy mikroszatellit markerrel. Kiilon érdekesség,
hogy az elsé meggyre tervezett SSR primerek egy magyar fajta, az ‘Erdi bétermd’
genomi DNS-ének konyvtarabol szarmaznak. Ebbdl a tudoményos mithelybdl keriilt ki
a masodik vizsgalat is, ahol 75 kiilonb6z6 szarmazasi meggyfajtat hasonlitottak 6ssze
10 SSR primerrel. Ennek a vizsgalatnak is vannak magyar vonatkozasu eredményei,
hiszen sikeriilt megkiilonboztetni az 5 ‘Pandi meggy’ klont. A vegetativan szaporitott
novények esetében nagyon jelentds az egyes valtozatok pontos azonositdsa biztonsagos
termesztésiik érdekében. A fajtdk azonositasanal meggy esetében gyakori probléma,
hogy azonos fajtakat és tajfajtdkat orszagonként eltéréen neveznek. Erre példa a magyar
‘Pandy’ klon, ‘Crisana’ Romanidban, és ‘Koroser Weichel” Németorszadgban (Cantini és
mts., 2001).

Ezt kovetden a Cerasus fajok SSR-polimorfizmusat tobben is leirtak, ¢és
fajtaazonositasra, illetve szarmazasi viszonyok megallapitasara hasznaltak (Wiinsch ¢és
Hormaza, 2002b; Clarke és mts., 2004; Clarke és Tobutt, 2003; Schueler és mts., 2003;
Struss €s mts., 2003). E nemzetség esetében mas jellegli vizsgalatot végzett Pairon és
Jacquemart (2005), akik a mikroszatellitek alkalmassadgat kutattdk a ploidszint
kovetésére. Az Eszak-Amerikaban faipari szempontbol fontos tetraploid fekete
cseresznyér6l nem tudni, hogy a faj allo- vagy autotetraploid. Az ellen6rzott
keresztezésekbdl ¢és a vizsgalt lokuszok hasadasabol (két fiiggetlen kromoszéma

szerelvény szerint) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fekete cseresznye alloploid.

2.9.2.3 Mandula

Kapcsolatsagi térképek készitéséhez mar viszonylag hamar hasznaltak SSR
markereket. Joobeur és mts. (2000) az RFLP, RAPD ¢s izoenzim markerek mellett, 6
mikroszatellit markert helyezett el a mandula molekularis markerekkel szerkesztett
térképén. Serrano ¢és mts. (2002) az SSR-primerek nemzetségen beliili hasznalhatosagat
kiakndzva 25 mandulaalanyt azonositottak Oszibarack primerekkel tortént analizis
alapjan. Elséként Testolin és mts. (2004) azonositottak mandulaban mikroszatellit

régiokat. Osszesen 44 primert terveztek, melybdl 20 amplifikacios képességét tesztelték
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7 kiilonb6z6, a Prunus nemzetségbe tartozd fajon. A primerek 30%-a eredményesen
miikodott mind a 7 taxonban, s6t kettd még az almaban is 16kuszokat tart fel.

A mandula genetikailag valtozatos €s kevésbé ismert nemesitési alapanyagai sokat
igérd kutatasi teriiletet jelenthetnek. Martinez-Gomez ¢s Gradziel (2002), valamint
Sanchez-Pérez és mts. (2006a) hangsulyoztdk az SSR-polimorfizmus vizsgalatanak
fontossadgat a nemesitési alapanyagok jellemzése terén. Az alapanyagok nagy genetikai
diverzitasait mutattdk ki a kinai munkacsoportok altal kozolt adatok. Ez a
valtozékonysag jellemz6 a kinai fajtakra (Xie és mts., 2006), de még inkabb latvanyos a
kinai fajtdk mediterran fajtakkal vald Osszehasonlitasa, mely esetben a két régid fajtai
hatarozottan elkiiloniiltek a dendrogramon (Xu és mts., 2004). Ehhez hasonlé nagy
variabilitdsrol szamolnak be Amirbakhtiara és mts. (2007) az irani mandulafajtak,

valamint harom vad faj (Prunus communis, P. orientalis és P. scoparia) elemzésekor.

2.9.2.4 Szilva

A Prunus nemzetségben a tobbi gazdasagilag fontos fajhoz képest csak viszonylag
késon kozoltek szilva genomra kifejlesztett mikroszatellit primereket (Decroocq €s mts.,
2004). A hexaploid szilva cDNS alapjan, és eddig egyedi modon kloroplasztisz cpDNS
templatra terveztek mononukleotid ismétlédéseket felszaporitd primereket. Az ujonnan
fejlesztett primerkészlet atlagosan 6 polimorf allélt eredményezett l0kuszonként,
mellyel sikeriilt korrigdlni néhény csacsaki szilvafajta feltételezett eredetét. Az el6z6
modszert kovetve Ohta és mts. (2005) diploid szilva kloroplasztisz cpDNS-ére tervezték
a primerkészletiiket. Tiz tervezett primer koziil hét mononukleotidos ismétlédésti
szakaszokat ismert fel. Segitséglikkel lehetséges volt 17 Prunus faj megkiilonboztetése.

A szilva mint gylimolcs taxonOmiai- és igy genetikai szempontbol is nagyon
valtozatos képet mutat. A faj SSR-markerekkel torténd kutatasarél szamoltak be Ahmad
¢s mts. (2004), akik a diploid szilvdkon kivil a pluot és plumcot hibridek, valamint
kajszifajtdk genomjat is jellemezték a mikroszatellit régiok valtozékonysaganak
vizsgalataval. A dendrogram alapjan a szilvak és a ploutok élesen elkiiloniiltek a
kajszifajtaktol, mig a pluot fajtak a szilva fajtak kozott elszortan helyezkedtek el. Ebbol
arra lehet kovetkeztetni, hogy a pluotok genetikai hattertiiket tekintve kozelebb allnak a

szilvdhoz, mint a kajszihoz.
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Az amerikai szilvdk bonyolult taxondmiai rendszerének molekularis hatterébe
probaltak betekintést nyerni Rohrer és mts. (2004). Vizsgalataikbol az deriilt ki, hogy a
sokféle hibridizacidra képes amerikai szilvak azonositdsara nem minden esetben volt
elegendd a kisérletben hasznalt 15 SSR-primerpar, és az altaluk kimutatott,
lokuszonkénti atlagos 12,4 allélt eredményezd polimorfizmus.

A fajtaazonositasi céli vizsgalatok mellett a szilvaban is torténtek egyéb célu
kutatasok. A gyokérfonalféreg rezisztenciat okoz6 génhez kapcsolt SSR markereket

azonositottak Claverie és mts. (2004).

2.9.2.5 Kajszi

A kajszinal mar viszonylag hamar kifejlesztésre keriiltek a faj genomjara tervezett
mikroszatellit primerek. A kajszi genomi DNS-konyvtara alapjan Lopes és mts. (2002)
21, Messina ¢s mts. (2004) 99 SSR 16kuszt azonositott. Decroocq és mts. (2003) 10
EST SSR szekvenciat talaltak a kajszi levélbdl nyert cDNS konyvtarban. A kapott
primereket nemcsak kajsziban, hanem tovabbi 11 rokon és nem rokon fajban sikeresen
alkalmaztak. Hagen és mts. (2004) 24 primerszekvenciat irtak le. A primereket 13
genomi DNS-bdl, 8 gyilimolcsbol- 3 pedig levélbol izolalt cDNS konyvtarbol
azonositotta. A kajszi genom alapjan tervezett primerek megjelenését kdvetden is
végeztek azonban kutatdsokat mds, a Prunus nemzetségbdl szarmazo
mikroszatellitekkel, igy jelentdsen boviilt a rendelkezésre allo primerek szama.

Természetesen ennél a fajnal is mar azelétt megkezdddtek a mikroszatellit
markerekkel végzett kutatdsok, hogy a genomra tervezett primerek rendelkezésre alltak
volna. A Prunus nemzetség mas fajaihoz hasonléan a kajszinal is a Cipriani és mts.
(1999) altal kozzétett, dszibarackra tervezett primerek hasznalataval kezdddtek el az
SSR markeres vizsgalatok. Elséként Hormaza (2002) jellemezte a kajszfajtak SSR-
polimorfizmusat. Negyvennyolc kajszifajtat vizsgalt 37 mas Prunus fajra, zommel
Oszibarackra kidolgozott mikroszatellit primerekkel, melybél 31 megfeleld
amplifikaciot biztositott. Tehat a kajszinal is megerdsitést nyert, hogy a mikroszatellit
régidkat hataroldo szekvencidk konzervativak a nemzetségen beliil. Az alkalmazott
moddszer hatékonysagat jol bizonyitja, hogy az Osszes fajtat sikeriilt azonositani a 20
l6kuszban megfigyelt 82 allél alapjan. Kiilon érdekesség, hogy a ‘Gonci magyar kajszi’

1s a vizsgalt genotipusok kozdott szerepelt. A kapott adatok alapjan készitett dendrogram
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a fajtakat két f6 csoportra osztotta. Az egyik csoport kiilonboz6 eurdpai fajtakat, mig a
masik kizarolag francia fajtdkat, valamint a ‘GOnci magyar kajszit’ tartalmazta. A
francia fajtak és a ‘Gonci magyar kajszi’ kozti hasonlosagot késdbb Ruthner és mits.
(2006) is igazoltak. A kajszi azsiai géncentrumabdl torténd terjeszkedésekor magyar
kajszi fajtakor egy kozbiils6 allomdst jelentett a nyugat-eurdpai elterjedés soran. Arra
vonatkozoan pedig tobb szerzé is utalt mar, hogy a ‘Luizet’ francia fajta pedigéjében
szerepel a magyar kajszi is. Ruthner és mts. (2003) 16 Magyarorszagon termesztett
kajszifajtat sikeresen azonositottak 5 kajszi SSR primerrel. A vizsgalat megerdsitette a
korabban RAPD markerekkel k6zolt eredményeket ugyanennél a fajtakdrnél. Regner és
mts. (2004) 88 kajszi genotipust hasonlitottak 6ssze 12 dszibarack genomi DNS-bol
fejlesztett SSR primer segitségével. A kutatas fo célja az Ausztridban két legnagyobb
teriileten termesztett ‘Klosterneuburger Marille’ és ‘Ungarische Beste’ fajtak ¢és klonjaik
jellemzése volt. A vizsgalat azt az eredményt hozta, hogy a két fajta noha termesztési
tulajdonsagaiban némileg kiilonbozo, genetikai hatterét tekintve 1ényegében azonosnak
tekinthet6. Mindkét fajta tartalmaz azonban olyan genotipusokat, amelyek eltérnek az
alaptipusoktol. Ez részben a vegetativ szaporitassal tovabb vitt mutaciok eredménye.
Ezenkiviil voltak olyan genotipusok is, amelyek genetikailag annyira tévoliak az
alaptipusoktol, hogy a fajtdhoz tartozdsuk megkérddjelezhetd, ezért az elnevezés
tévesnek tekinthetd. Krichen és mts. (2006) 54 tuniszi tdjfajtat vizsgaltak. Huszonhat
primer alkalmazasaval Osszesen 103 allélt detektaltak. A gyakorlati alkalmazhatdsag
céljabol kiemelték azt a legjobb 6 primerpart, amelyik elegendé polimorfizmust
biztositott az 6sszes fajta azonositasahoz.

A kizérdlag fajtaazonositd vizsgalatok mellett egyre inkabb jellemzdvé valt a faj
elterjedésének vizsgalata SSR markerekkel, melyek a rendelkezésre all6 molekularis
markerek koziil erre a célra a legalkalmasabbnak bizonyultak. Az ilyen célu kutatasok
egyik elinditéja a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszéke volt. Az elsd, magyar
fajtdk bevonasaval végzett SSR vizsgalat mar 2001-ben a nemzetkdzi kajszi
szimpoziumon bemutatasra keriilt. Az eredményeket tartalmazo kutatdsok teljes
szovege azonban csak joval késObb keriilt publikalasra (Romero és mts., 2006). A
vizsgélat soran arra a kérdésre keresték a valaszt, hogy a magyar fajtdk milyen kozeli
rokonsagban vannak a dél-eurdpai fajtakdrrel. Osszesen 20 vizsgalt fajtibol 10

Magyarorszagon termesztett, illetve tovabbi 10 észak-amerikai és dél-eurdpai fajta volt.
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Mind a 12 felhasznalt &szibarack primer polimorf fragmentumokat hozott 1étre,
melynek segitségével sikeriilt a fajtdkat megkiilonboztetni. A kapott allélvariabilitas
alapjan készitett dendrogram szerint a magyar fajtak kiilon csoportot képeztek az észak-
amerikai, valamint a dél-europai fajtaktol. A magyar fajtdkon beliil, két csoporton beliil
(Orias kajszik és a Rozsakajszik) nagy hasonlosagot taldltak. A kutatas bebizonyitotta,
hogy az SSR-markerezés alkalmas a kajszi elterjedésének kdvetésére.

Mindenféleképpen mérfoldkonek szamit a kajszi fajtdk kultGrevolicids
vizsgalatdban Zhebentyayeva és mts. (2004) munkaja. A munkacsoport 74 kajszi
genotipust vizsgalt, és az altalaban elterjedt fajtdkon kiviil jellemezni tudtdk a
kajszibarack elsddleges és masodlagos géncentrumabdl szarmazo genotipusokat is. A
kajszi elsddleges €s masodlagos géncentrumabdl szarmazo mintdk az elvarhatonal
kisebb genetikai diverzitdst mutattak csoportjukon beliil. Ennek ellenére a
klaszteranalizis eredményei hiien tiikrozték a kordbban orosz tudosok altal leirt kajszi
kultarevoltcids utvonalakat. Az eurdpai, ezen beliil a magyar fajtdk a legnagyobb
azonossagot az irani-kaukazusi fajtakkal mutattak.

Hasonl6 tanulmanyokat végzett egy magyar, osztrak és portugal kutatokbol allo
nemzetkozi csoport is. Szazotven kiillonbozo eredetii fajta vizsgalatadval a kordbban leirt
eredményeket megerdsitették, de a kisérletben alkalmazott mas fajtadsszetétel miatt
lényeges megfigyeléseket tettek az amerikai fajtakat illetden is. Vélelmezték, hogy az
amerikai fajtdk, és ezen beliil a PPV rezisztencianemesités {6 donorai nem tisztan
eurdpai eredetli fajtdk. Az SSR-polimorfizmus aldtdmasztotta a korabbi feltételezést,
amely szerint ezek a fajtdk azsiai eredetli génekkel is rendelkeznek. A genetikai
tavolsagok alapjan sikeriilt meghatarozni a fajtak kozotti rokonsagi koroket. Az eurdpai
fajtak kiilon agra keriiltek a dendrogramon. Néhany fajta esetében a kordbban is
feltételezett szinonim nevek létezése megerdsitést nyert. Ezek kozé tartozott pl. a
‘Szegedi mamut’ és a ‘Ceglédi orias’ fajta (Maghuly és mts., 2005; Pedryc és mits.,
2006; Ruthner ¢és mts., 2006)

Az elobbi megallapitasok egybevagnak a Zhebentyayeva és mts. (2008) altal
tapasztaltakkal. Munkajukban az AFLP- ¢s SSR-markerekkel bebizonyitottak, hogy az
amerikai fajtakban 1étez0 PPV rezisztencia forrasa valdsziniileg az Amerikéba bekertilt

¢észak-kinai eredetli genotipusokbol szarmazik. Bizonyitast nyert, hogy a ‘Stark Early
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Orange’, ‘Goldrich’ és ‘Harlayne’ fajtdk genotipusaira jellemzd PPV rezisztencia
génforrasa vagy ugyanarra, vagy genetikailag nagyon kozeli dsre vezethetd vissza.

A fent emlitett filogenetikai tanulméanyokat kiegészithetik a jovOben azok a kinai
kutatasok, melyek célja a vad P. armeniaca populaciok genetikai Osszetételének
elemzése. A He és mts. (2007) altal kozolt eredmények szerint ezek a populaciok még
megtartottak a genetikai variabilitasukat, bar veszélyeztetve vannak gy a kultarfajtdk
genetikai invaziojatol, mint az emberi kornyezet atalakitéd tevékenysegétol.

Az eldzOkben emlitett vizsgalati célok mellet (fajtaazonositds, szarmazas-
vizsgalat) kajsziban is alkalmaztak konkrét nemesitési célokra mikroszatellit
markereket. Sanchez-Pérez és mts. (2005, 2006b) spanyol és néhany kiilfoldi fajtat
azonositottak SSR-markerekkel. Tanulmanyuk kiterjedt a vizsgalt fajtak néhany
termesztési szempontbol fontos tulajdonsaganak (viragzési id6, érési  ido,
termékenyiilési  viszonyok, gylimoélesszin és  -tdmeg stb.) jellemzésére is.
Osszehasonlitva az SSR-variabilitdis és a morfolégiai bélyegek alapjan nyert
klasztereket, nem talaltak kozottiik szignifikans kapcsolatot. Graetz (2006) az aszaldsra
alkalmas fajtak eldallitasat célzd nemesitési program soran SSR-markerekkel jellemezte
a nemesitési alapanyagokat. Vilanova és mts. (2006) PPV rezisztenciaért felelds szakasz
pontos markerezése érdekében a rezisztencia géneket tartalmazé kajszi 1.
kromoszémajat telitette markerekkel. Hasonld6 meggondolasbdl Sicard és mts. (2007)
kihasznalva a Prunus térképezés eddigi eredményeit, primereket terveztek a
kajszibarack potencialis rezisztenciagénjeire (candidate resistance genes).

Nagyon jelentds célnak tekinthetd, hogy azt a sok eredményt és tapasztalatot,
amelyet az egymastol fiiggetleniill miikodé kutatdcsoportok létrehoztak, valamilyen
modon egységesiteni lehessen. A célt felismerve egyre tobb olyan tanulmény sziiletik,
melyek az SSR markerek integralt genetikai térképekre vald beiktatdsaval foglalkoznak.
A Prunus nemzetségben a kordbban emlitett Abbott és mts. (2002) inditvanyoztak az
ilyen iranyu munkit egy nemzetkdzi konzorcium szervezésével. A térképezés
eredményeit tobbek kozott bemutattdk Dirlewanger és mts. (2004), illetve legutobb
Jung és mts. (2008). A kajszibarack markereit Dondini €s mts. (2007) beillesztették az
eddig Osszedllitott, integralt Prunus genetikai térképre. A Prunus nemzetségben
molekularis markerekkel azonositott mindségi és mennyiségi tulajdonsagokat a 4. és 5.

tablazat tartalmazza.
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4. tablazat: A molekularis markerekkel azonositott fontosabb monogénes tulajdonsagok a Prunus
nemzetséghen (Martinez-Gomez és mts., 2005)

Faj Tulajdonsag Marker Hivatkozas

Oszibarack |Levélszin RAPD | Chaparro és mts., 1994
Levélszin SSR Yamamoto és mts., 2001
Levél RFLP Dettori és mts., 2001; Quarta és mts.,
mirigyezettsége 2000
Dupla viradg AFLP | Sosinski és mts., 2000
Himsterilitas AFLP | Dirlewanger és mts., 1999
H¢j sz6rozottsége | AFLP | Dirlewanger és mts., 1999
Héj sz6rozottsége | RFLP | Bliss és mts., 2002
Héjszin SSR Yamamoto és mts., 2001
Lapitott gyliimdlcs |RFLP | Dirlewanger és mts., 1999
Husszin RAPD | Wartburton és mts., 1996
Husszin AFLP | Abbott és mts., 1998
Husszin RFLP Bliss és mts., 2002
Magvavalosag RFLP Abbott és mts., 1998; Dettori és mts.,

2001; Quarta és mts., 2000

Savtartalom AFLP | Wu és mts. 2004
Magvavalosag AFLP | Yamamoto és mts., 2001
Savtalan gyiimolcs | RAPD | Dirlewanger és mts., 1999
Savtalan gyiimolcs | RFLP | Bliss és mts., 2002
Nematoda AFLP | Abbott és mts., 1998; Lu és mts., 1998
rezisztencia
Nematoda STS Lu és mts., 1999
rezisztencia
Nematoda AFLP | Yamamoto ¢és Hayashi, 2002
rezisztencia
Nematoda STS Yamamoto és Hayashi, 2002
rezisztencia
Nematdda AFLP Blenda és mts., 2002
rezisztencia

Mandula Onmeddéség RFLP | Joobeur és mts., 1998
Ontermékenyiilés |RFLP | Aras és mts., 1999
Mandulabél ize RFLP Bliss és mts., 2002
H¢j keménysége RFLP | ArGs és mts., 1999
Késbi viragzas RAPD |Ballester és mts., 2001

Kajszi PPV rezisztencia SSR Hurtado és mts., 2002b; Vilanova és

mts., 2003

PPV rezisztencia AFLP Salava és mts., 2001
Onmedddség RAPD |Badenes és mts., 2000
Himsterilitas RAPD |Badenes és mts., 2000

Cserenye/ | Onmedddség EST Tao és mts., 1997

meggy Onmedddség EST Sonneveld és mts., 2001
Torpe habitus RFLP | ArGs és mts., 1999

Szilva Nematoda RAPD | Salesses és mts., 1998
rezisztencia
Nematoda SCAR | Lecouls és mts., 1999
rezisztencia

41



5. tablazat: A molekuldris markerekkel azonositott fontosabb poligénes tulajdonsagok a Prunus
nemzetségben (Martinez-Gomez és mts., 2005)

Faj Tulajdonsag Marker | Hivatkozas
Oszibarack | Levélsodrodas RAPD | Viruel és mts., 1998
rezisztencia
Internddium hosszisaga | RFLP | Verde és mts., 2002
Lisztharmat rezisztencia | RFLP | Quarta és mts., 2000
Virdgzasi id6 RFLP Dirlewanger és mts., 1999; Quarta és mts.,
2000; Verde és mts., 2002
Erési id6 RFLP | Quarta és mts., 2000; Dirlewanger és mts.,
1999
Erési id6 SSR Verde és mts., 2002
Erési id6 SSR Etienne és mts., 2002
Gyiimolcsérés ciklusa | RFLP Abbott és mts., 1998
Gyiimolcsérés ciklusa | SSR Etienne és mts., 2002
Termd6képesség RFLP | Dirlewanger és mts., 1999
Gyiimdlcs atmérd AFLP | Abbott és mts., 1998
Gyiimolcs tomege RFLP | Abbott és mts., 1998; Etienne és mts., 2002
Gyiimolcshéj szine RFLP | Quarta és mts., 2000
Gyiimolcshéj szine SSR Verde és mts., 2002
pH RFLP Abbott és mts., 1998; Etienne és mts., 2002
Titralhato savtartalom | RFLP Dirlewanger és mts., 1999; Etienne és mts.,
2002
Almasav-tartalom RFLP Dirlewanger és mts., 1999; Etienne és mts.,
2002
Citromsav-tartalom RFLP Dirlewanger és mts., 1999; Etienne és mts.,
2002
Vizoldhat6 anyagok RFLP Abbott és mts., 1998; Quarta és mts., 2000
Vizoldhat6 anyagok SSR Etienne és mts., 2002; Verde és mts., 2002
Fruktoz tartalom AFLP | Abbott és mts., 1998
Fruktéz tartalom RFLP Etienne és mts., 2002
Glikoz tartalom RFLP Abbott €s mts., 1998; Dirlewanger és mts.,
1999; Etienne és mts., 2002
Mandula | Héj keménysége RFLP | Arus és mts., 1999
Cserenye/ | Virdgzasi id6 RFLP | Wang és mts., 2000
meggy Erési id6 RFLP | Wang és mts., 2000
Gyiimolcs tomege RFLP | Wang és mts., 2000
Vizoldhat6 anyagok RFLP | Wang ¢és mts., 2000
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3 A KUTATAS ELOZMENYEI ES CELJAI

A kajszi molekularis markerezése a kilencvenes évek elején kezdddott a jogeldd
Kertészeti Egyetem Genetika ¢s Novénynemesités tanszékén. Sokaig egy léghiitéses,
kezdetleges PCR késziilék, néhany futtatokad, valamint egy Polaroid gélfotdzasra
alkalmas késziilék jelentette az egyediili laborhatteret. Kezdetben szakkoros, majd Ph.D
hallgatoként 1€pésrol-1épésre haladva csak lassan, hdrom-négy évvel ezelott sikertilt
azokat a feltételeket megteremteni, amellyel a molekularis markerezés rutinszertien
végezhetd. A vizsgalataim végzésének idején azonban még nem allt rendelkezésre a
sziikséges magas szinvonalu technikai hattér és tapasztalat. Az eldrelépés a sajat
fejlesztéseink mellett elsdsorban annak volt koszonhetd, hogy megfeleld partneri
kapcsolatokat sikertilt kiépiteniink hazai és kiilfoldi intézményekkel.

M¢ég egyetemi hallgatoként 2000-ben 8 honapot toltottem a Michigan State
University Kertészeti Genetika tanszékén, ahol a meggy Blumeriella jappii
rezisztenciahoz kapcsolt mikroszatellit markerek azonositdsaval foglalkoztam. Itt
sikeriilt elsajatitanom azokat a technikai ismereteket, melyek nagyban segitettek a
késébbi munkamban.

A kajszi molekuldris vizsgalatdhoz a kovetkezd segitséget a Valenciai
Mezogazdasagi Kutatd Intézetben kaptuk, ahol 2002-ben kozel egy honapot toltdttem.
Az intézetben kifejlesztett, illetve tesztelt Oszibarack mikroszatellit primereket
hasznaltuk a hazdnkban termesztett kajszik és nemesitési alapanyagok jellemzésére. A
munkat k6zds publikacidval zartuk.

A mikroszatellit kutatas kovetkezd munkai a bécsi BOKU egyetemmel kialakitott
kozos projekt keretén beliil zajlottak. Ekdzben sikeriilt olyan mértékben fejleszteni a
tanszék laboratoriumi hatterét, megszerezni ¢és sajat laboratériumunkban is
hozzaférhetévé tenni a munkéhoz nélkiilozhetetlen tudést, hogy lehetévé valt a kutatas
egy részét kozvetlentil tanszekiinkon elvégezni. Az osztrak-magyar projekt eredményei
2005-ben, az akkor twjonnan induld Tree Genetics & Genomes (Springer) cimi
szakfolyoiratban keriiltek kozlésre, mely lapot azzal a szdndékkal hivtak életre, hogy a
tudomanyteriileten nagy tekintélynek orvendd Theoretical and Applied Genetics fés

kultarék iranyaba szakosodott tarsfolyodirata legyen.
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A hazai vizsgalatokhoz nagy segitséget kaptunk az Orszagos Mezdgazdasagi
Minésité Intézettél, ami a referencia gyljteményébdl engedélyezte a mintak
begylijtését, valamint a fragmentumhossz analizishez az ABI 310 szekvenator
késziilékét is a rendelkezésiinkre bocsatotta.

A kisérleti célokat és az elért eredményeket mindenféleképpen ezeknek az
elézményeknek ismeretében célszer értékelni, hiszen elképzeléseinknek, fantazianknak
tobbnyire anyagi korlatok, illetve a megfeleld laborfelszereltség hidnya szabott hatart,

késleltette a megvalositasukat.

A munkank sordan az alabbi célokat tiiztiik ki:

1. A rendelkezésre all6 laborhattérre és a kajszi novényre alkalmas rutinszerii
DNS-izolalasi eljaras adaptéléasa.

2. A Magyarorszagon arutermesztési célbol termesztett kajszifajtdk azonositasa, és
egyedi DNS-ujjlenyomat készitése RAPD és SSR markerekkel.

3. Oszibarackra és kajszibarackra tervezett SSR primerkészletek dsszehasonlitasa a
kajszi genetikai sokféleségének vizsgalataban.

4. Az eltérd kajszi okofoldrajzi fajtacsoportok genetikai kapcsolatanak kovetése
mikroszatellit markerekkel.

5. A kozép-eurdpai fajtakor variabilitdsanak vizsgéalata és Osszehasonlitasa a f6

fajtacsoportok polimorfizmusaval.
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4  ANYAG ES MODSZER
4.1 Novényanyag

A vizsgdlt fajtdk és hibridek a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika ¢és
Novénynemesités Tanszék Szigetcsépi Tlltetvényébdl, az MgSzH (volt OMMI)
referencia gylijteményébdl, a Mendel Egyetem (Csehorszag) lednicei iiltetvényébdl, a
Ceglédi Gyiimolestermesztési Kutato-Fejlesztd Intézet génbankjabol, a Kecskeméti
Foiskola gylimolcsiiltetvényébdl, a BOKU Egyetem (Bécs) génbankjabol, illetve

Laimburgbol és Ferrarabol (Olaszorszag) szarmaznak (6. tablazat).

4.2 DNS-izolalas

Az analizishez sziikséges teljes genomi DNS-t 0,1 g aprilisban €s majusban
gylujtott fiatal kajszilevélbdl izolaltuk harom modszer tokéletesitése révén. A RAPD
analizishez javitott CTAB mddszert, mig az SSR markeres vizsgalatokhoz a Qiagen cég
altal kifejlesztett DNeasy Plant Mini Kitet haszndltuk. A DNS mennyiségét
spektrofotometrias titon mértiik (GeneQuant II RNA/DNA) ¢€s higitottuk a reakcidhoz

sziikséges megfeleld koncentracidra.

4.3 RAPD analizis

A vizsgalatba az allami elismerésben részesitett, a nemzeti leird fajtajegyzékben
szerepld Osszesen 16, Magyarorszdgon legnagyobb teriileten termesztett fajtat vontunk
be. A 16 fajtabdl hét arufajta, 6t valasztékbdvitd fajta, valamint négy probatermesztésre
ajanlott fajta volt.

A kisérlet soran az OPERON Co. altal szintetizalt B, C és O primerkit-et
hasznaltuk. Egy-egy kit 20 db, egyenként tiz nukleotidos primert tartalmaz. A
kivalasztott 8 primer szekvencidjat, a reakcidelegy Osszetételét, valamint a felhasznalt
programot a 7. tablazat tartalmazza. A kisérletiinkben a polimorf mintdzatot igérd
reakciokat négyszer, Otszor megismételtiik, és csak a legélesebben megjelend ¢€s
reprodukélhaté fragmentumokat hasznaltuk markerként. Az amplifikalt mintdkat 1%-os
agardz gélen valasztottuk el, majd az eredményeket ethidium-bromidos festési eljarassal
tettiik lathatova. A kapott fragmentumokat 100 bp (Promega) méretmarkerrel vizualisan

értékeltiik, €s polaroid kameraval archivaltuk.
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6. tablazat roviditéseinek magyarazata:

Szarmazas: Au.: Ausztria; Bul.: Bulgaria; Cso.: Csehorszag; Fro.: Franciaorszag;
Gro.: Gorogorszag; Kan.: Kanada; K-A.: Kozép-Azsia; K-E.: Kelet-Eurdpa;
Mac.: Macedodnia; Mo.: Magyarorszag; Mol.: Moldavia;

Ol.: Olaszorszag; P.: Pakisztan; Rom.: Romania; Szb.: Szerbia,

USA: Amerikai Egyesiilt Allamok; Ukr.: Ukrajna; Uzb.: Uzbegisztan

Gyiijtési hely B.: Bécs; F.: Ferrara; L.: Lednice; Sz.: Szigetcsép; T.: Tordas
Gyiimolcsszin: ViN: vilagos narancs, SN: sotét narancs, S: sarga, Ncs: narancs,
VON: vOros narancs

Gyiimélcs konzisztencia: Kny: kemény, P: puha, KKny: kézepesen kemény

A maghiz ize: ME: édes, MKii: keserti

Gyiimolesméret: ENgy: extrém nagy, NNgy: nagyon nagy, Ngy: nagy, Kz: kozepes,
Kes: kicsi

Gyiimélesiz: GyE: édes, GyS: savas, Gyl: izletes

7. tablazat: A RAPD reakcié paraméterei és a felhasznalt primerszekvenciak

A PCR reakci6 1épései A PCR reakcio elegy osszetétele:
1. 94°C | 2 perc Komponens Koncentricio.
2. 92°C | 1 perc Primer 25 pmol
3. 33°C | 1 perc DNS templat 30 ng/ul
4 e 1.30 | DNA Red Taq polimeraz | unit
perc
5. 72°C | 2 perc dNTP mix 10 mmol
6. 4°C 10x puffer 1,5 m MgCl,
40 cikluson keresztiil Steril H>O -
A polimorf mintazatot eredményez6 primerek bazissorrendje
Primer név Szekvencia
OPB-08 5’-GTC-CAC-ACG-G-3’
OPB-09 5’-TGG-GGG-ACT-C-3’
OPB-16 5’-TTT-GCC-CGG-A-3’
OPC-06 5’-GAA-CGG-ACT-C-3°
OPC-11 5’-AAA-GCT-GCG-G-3’
OPC-14 5’-TGC-GTG-CTT-C-3’
OPC-15 5’-GAC-GGA-TCA-G-3’
OPC-20 5’-ACT-TCG-CCA-C-3’
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4.4 SSR analizis fajtaazonositasi céllal

A kutatasban a mar korabban ismertetett és a RAPD analizishez hasznalt 16 fajtat
hasznaltunk. A kisérletben 8 db kajszi fluoreszcens végjelolésti (Cy5) mikroszatellit
primerpart (Lopes ¢és mts., 2002) hasznaltunk az adott primerre kozolt PCR
programokkal (8. tabldzat). A kordbban publikalt kajszimarkerezési kutatdsoktol
eltéréen elsoként nyilt lehetdségiink kajszispecifikus primerek hasznalatara (12.
tablazat). Az amplifikdlt mintdkat elészor 3%-os BMA MetaPhor agardéz gélen
vizudlisan 25 bp méretmarker (Promega) kiséretében ellendriztiik, majd a sikeres
reakcidtermékeket 6%-os denaturdld poli-akril-amid gélen Amersham Pharmacia ALF
Express szekvenalo késziilékkel valasztottuk szét. A fragmentumok hosszénak pontos
meghatarozasa érdekében az amplifikalt termékek mellett méretstandardot (100, 200 ¢és
300 bp) és ismert méretli mintat futtattunk belsd standardként. A gélek értékeléséhez a

Fragment Analyser 1.03 (Amersham-Pharmacia) szoftvert alkalmaztunk.

8. tablazat: A felhasznalt PCR program paramétererei

A PCR reakcio 1épései A reakcio komponensei

1. 96°C |5 perc Komponens Koncentracio
2. 96°C 40 s Primer F+R 10 pmol

3. * 40 s DNS templat 10 ng/ul

4. 72°C |1 perc DNA Taq polimerdz | 0,5 unit

5. 72°C | 10 perc** | ANTP mix 10 mmol

6. 4°C 10x puffer 1,5 mM MgCl,
40 cikluson keresztiil Steril H,O -

* a primernek megfeleld annealing hdmérséklet
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4.5 SSR analizis dszibarack mikroszatellit primerekkel

A kisérletbe negyvendt olyan kajszifajtat allitottunk, melyeket Kozép-Eurépaban
termeszthetdség szempontjabol értékesnek talaltunk. A kivalasztott fajtdk kozott
szerepelt a tizennégy legnagyobb teriileten termesztett féfajta, valamint 6 tovabbi, az Gn.
magyar kajszi fajtakorhoz tartozo, vagy vele vélhetden szoros kapcsolatban 1évo fajta. A
fennmarado fajtak eltérd szarmazasuak, ami kozos benniik, hogy mindegyikiik fontos
szerepet jatszik tanszékiink nemesitési programjaban, ezaltal, mint nemesitési alapanyag
kiindul6 pontjai a jovO fajtdinak. Mindezen feliil referenciaként felhasznaltunk néhany
olyan vilagfajtat is, mint pl. a ‘Bergeron’, vagy a ‘Moniqui’.

A PCR reakciot 18 Oszibarackra és 1 kajszira kifejlesztett mikroszatellit primerrel
végeztiik (9. tablazat) MJ research PTC 200 tipusu PCR késziilékkel és programmal
(10. tablazat).

Az amplifikdlt PCR termékeket 3%-0s Metaphor agar6z (Biowhittaker Maine,
USA) gélen valasztottuk el 1x TBE (89 mM Tris, 89 mM borsav, és 2 mM EDTA (pH
8.0) futtato pufferrel. Az amplifikatumokat 0,7 pg/ml ethidium-bromid festéssel tettiik
lathatova UV fény alatt. A fragmentumokat 100 bp méretmarkerrel (Promega)
vizualisan azonositottuk.

A genetikai tavolsagi matrixot a Reynolds ¢és mts. (1983) altal kifejlesztett,
hasonl6 allélok aranyat felhaszndldé modszerrel készitettik MICROSAT programmal
(Minch és mts., 1997). Az UPGMA klaszteranalizist a NEIGHBOR program PHYLIP
3.5¢ verzidjaval végeztiik (Felsenstein ¢s mts., 1989). A dendrogramot a TREEVIEW
programmal szerkesztettilk (Page, 1996). Ezenkiviil meghataroztuk a lokuszonkénti
allélszamot, valamint a megfigyelt heterozigotasagot (a heterozigdta genotipusok szama

osztva az Osszes genotipussal).
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9. tablazat: A felhasznalt dszibarack SSR primerek és szirmazasuk

Lokusz Referencia Primer szarmazas
BPPCTO007 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
BPPCTO009 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
BPPCTO11 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
BPPCTO17 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
BPPCT029 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
BPPCT030 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
BPPCTO037 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack
Pchgms10 Wang ¢s mts., 2002 Oszibarack
Pchgms12 Wang és mts., 2002 Oszibarack
Pchgms14 Wang és mts., 2002 Oszibarack
Pchgms20 Wang és mts., 2002 Oszibarack
MAO006b Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
MAO009b Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
MAO10a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
MAO13a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
MAO19a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
MAO27a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
MAO030a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack
Ac7b Nem publikalt.* kajszi

e Badenes ¢és kutato csoportja altal kifejesztett primer (Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias IVIA)

10. tablazat: A felhasznalt PCR program paramétererei

A PCR reakcio 1épései A reakcio komponensei

l. 94°C |3 perc Komponens Koncentracio
2. 94°C |45 mp F+R Primer 10 pmol

3. |50°C |60 mp DNS templat 10 ng/pl

4. 72°C | 1.15 perc | DNA Taq polimeraz 0,5 unit

5. 72°C | 10 min dNTP mix 10 mmol

6. 4°C 10x puffer 1,5 mM MgCl,
40 cikluson keresztiil Steril H,O -

54



4.6 SSR analizis kajszi mikroszatellit primerekkel

A vizsgéalatban 133 kajszi genotipust, a P. brigantiaca fajt, valamint két
interspecifikus hibridet, a P. x dasycarpa-t és a Plumcotot jellemeztiik. A kisérletbe
vont fajtdk megfeleléen reprezentdltdk az Eurdpaban, az irani-kaukézusi régidban,
Ko6zép-Azsidban és Eszak-Amerikéban termesztett kiilonbz3 szarmazasi kajszikat.

Két kiilonb6zo forrasbol szarmazo, kajszira tervezett 10 mikroszatellit primert
alkalmaztunk (12. tablazat), a PCR reakci6 koriilményeit a primereknek megfeleléen

optimalizaltuk (11. tablazat).

11. tablazat: A felhasznalt PCR program paraméterei

A PCR reakcei6 1épései A reakcié komponensei

l. 95°C | 15 perc Komponens Koncentracio
2. 95°C |50 mp F+R Primer 8 pmol

3. * 60 mp DNS templat 25 ng/pl

4. 72°C | 60 mp DNA Taq polimeraz 0,5 unit

5. 72°C |10 min dNTP mix 8 mmol

6. 4°C 10x puffer 2 mM MgCl,
35 cikluson keresztiil Steril H,O -

* a primernek megfeleld annealing hdmérséklet

Az amplifikalt mintakat el6szor agarozgélen -ellendriztiik, majd a sikeres
reakcidtermékek fragmentumméreteit ABI 3100 kapillaris szekvenatorral és ABI
Genotyper 3.7 szoftverrel hatdroztuk meg.

Minden vizsgalt mikroszatellit 16kusz all¢losszetételét meghataroztuk a 136
vizsgalt genotipusban. Az egyes allélokat alfabetikus sorrendbe rendeztiik (‘A’ a
legkisebb stb.). A POPGENE 1.32 programot hasznaltuk a kovetkezd értékek
kiszamitasdhoz: a 16kuszok allélgyakorisaga, allélszam, beltenyésztési egyiitthatd (Fsr),
génaramlas (N,=0,25(1/ Fsr-1) (Nei, 1978). Meghataroztuk a varhatd heterozigdtasagot
(He = 1->pi2, ahol p; az 1. allél gyakorisdga) (Nei, 1973) ¢és a megfigyelt
heterozigdtasadgot (H,, a heterozigota genotipusok szama osztva az Gsszes genotipus
szamaval). A mikroszatellitek altal kapott értékek alapjan kalkulaltuk a genetikai
azonossagot (I), valamint a genetikai tavolsagot (D) (Nei, 1972; Nei, 1978).

A genetikai tavolsagok alapjan az UPGMA klaszteranalizist az NTSYS
programmal végeztiik (Rohlf, 1993). A dendrogramot a TREEVIEW programmal

55



készitettilk (Page, 1996). A parok kozti tavolsadgot a 133 vizsgalt kajszifajta kozott
PAUP (4. verzio) programmal szamoltuk ki.

12. tablazat: Az 1. és 3. mikroszatellit kisérletekben felhasznalt kajszi SSR primerek

Lokusz Varhato hossz (bp) Referencia
ssrPaCITA2 ' 219-249 Lopes és mts., 2002
ssrPaCITA7 ' 186-224 Lopes és mts., 2002
sstPaCITA10 ' 142-212 Lopes és mts., 2002
ssrPaCITA15 ! 232-262 Lopes és mts., 2002
ssrPaCITA19 ' 98-148 Lopes ¢és mts., 2002
sstPaCITA23 ' 112-157 Lopes és mts., 2002
ssrPaCITA27 ' 224-266 Lopes és mts., 2002
UDAp-407 ° 118-162 Messina és mts., 2004
UDAp-410 3 116-146 Messina és mts., 2004
UDAp-414° 150-214 Messina és mts., 2004
UDAp-415° 139-143 Messina és mts., 2004
UDAp-420° 154-261 Messina és mts., 2004

" kisérletben felhasznalt primerek, ° kisérletben felhasznalt primerek
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5  EREDMENYEK
5.1 DNS kivonasi eljaras adaptalasa kajszira

Riigypattands utan begyijtott leveleket hasznaltunk fel a DNS-izolalashoz. A
vizsgalatok sordn harom moddszert adaptaltunk a kajszi novényre. A protokollok
modositasat kovetden mindhdrom moddszerrel sikeriilt PCR-reakcidhoz alkalmas
mindségl, és a sorozatvizsgalatokhoz elegendé mennyiségii DNS-t izolalnunk (1. 4bra).
Az egyes modszerekkel kapcsolatos eldnydket €s hatranyokat mérlegelve végiil is a
Qiagen cég altal kifejlesztett DNeasy Plant Mini Kitet valasztottuk a késdbbi
vizsgalatokhoz. A DNS-kivonasi eljards soran 1 g friss levélszovetet folyékony
nitrogénben homogenizaljuk, majd a Qiagen altal eldallitott pufferekkel eltavolitjuk a
fehérje, polifenol és egyéb eredetli szennyezddéseket. A tobbszdri inkubacios 1épések és

centrifugalasok utan az izolalt DNS-t specialis DNS-filteren kotjiik meg. A protokoll

1. abra: DNS minédségének tesztelése a kivont DNS futtatasaval, illetve PCR reakciot kévetéen (1.
bab médszer, 2. CTAB modszer, 3. Qiagen modszer)
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5.2 Magyarorszagon termesztett f6 kajszifajtak analizise RAPD

markerekkel

A kiprébalt OPA, OPB, OPC sorozatba tartozéo hatvan OPERON RAPD primer
koziil 45 esetben kaptunk jol detektilhato DNS fragmentumokat. A kapott
fragmentumok tobbsége uniformnak bizonyult a vizsgalt fajtdknal, azonban nyolc
esetében reprodukalhatéan polimorf mintazatot kaptunk. A nyolc primer amplifikacioja
a vizsgalt 16 fajtdban Osszesen huszonhét fragmentumot eredményezett, melybdl 14
bizonyult polimorfnak. Primerenként 1-3 szadmu polimorf fragmentum képzoédott. A
fragmentumok a 300-1700 bp mérettartomanyba estek. Néhany esetben egy-egy fajtara
jellemzd, egyedi fragmentumot is kaptunk. Az OPC 15 1000 csak a ‘Harmatra’ volt
jellemzd6, mig az OPC 20 1100 csak a ‘Ceglédi Piroska’ és a ‘Harcot’ fajtakban volt
fellelhetd, és az OPC 14-700 egyediil a ‘Korai Zamatos’ és ‘Harmat’ fajtaknal jelent
meg (2. dbra).

Az eltéré fragmentumokat felhasznalva a vizsgalt kajszifajtak tobbségét sikertilt
egyértelmiien megkiilonboztetni, és egyedi DNS-ujjlenyomatot késziteni. A két magyar
kajszi klon, a ‘GOnci magyar kajszi’ €s ‘Magyar kajszi C.235° esetében ugyanazt a

mintazatot kaptuk. Az Gn. Orias kajszi fajtakoron (‘Szegedi mamut’, ‘Ligeti 6rias’,

2. abra: Egyedi fragmentumokat produkalé OPC 14 primer, 100 bp méretmarker (Promega)
mellett futtatva.
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3. abra: A jellemzett 16 kajszi fajta RAPD markerekkel kialakitott egyedi DNS-mintazata

5.3 Magyarorszagon termesztett f6 kajszifajtak analizise SSR

markerekkel

Lopes ¢és mts. (2002) altal a kajszibdl els6ként izolalt SSR primerek koziil nyolcat
valasztottunk ki, melybdl 5 1okuszt talaltunk, amely valtozékonysagaban kiemelkedett a
tobbi koziil. Az 6t polimorf 16kusz Osszesen 35 kiilonbozd allélt tartalmazott a 16
vizsgalt fajtdnal. Az 0sszes egyedben kimutathatd 35 allél koziil 8 csak egyszer fordult
eld a vizsgalt mintdkban. Kiilon érdekesség, hogy harom esetben a ‘Korai zamatos’
fajta, mig két 16kuszban a ‘Harmat’ fajta hordozott ilyen egyedi alléleket. A megfigyelt
heterozigdtasdg mértéke relative magas 0,37-0,81 kozott alakult, mely atlagosan 0,61 a
vizsgalt 16kuszoknal.

A tobb primernél a 3%-0s MetaPhor agar6zon torténd szétvalasztds olyan éles
képet adott, hogy mar 6nmagaban is alkalmas volt egyes allélok kimutatasara (4. bra).
A sikeres reakciotermékeket 6%-os denaturalé poliakrilamid gélen Amersham
Pharmacia ALF Express szekvenald késziilékkel valasztottuk szét (5. abra). A
fragmentumok hosszanak pontos meghatarozasa érdekében az amplifikalt termékek

mellett méretstandardot (100, 200 ¢€s 300 bp) €s ismert méretii mintat futtattunk. A
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kisérlet soran felhasznalt ‘Gonci magyar kajszi’ fajta alléljainak pontos méreteit a
fragmentumok szekvenalasat kovetéen mind az 6t vizsgalt 10kusz esetében ismertiik. A
fajtat igy belsé standardként hasznalva lehetdségiink volt a kapott fragmentumok
hosszanak bazis pontossagu meghatarozasra. (13. tablazat). Ezéltal eredményeink teljes
biztonsaggal Osszehasonlithatdbak az azonos primereket haszndld laboratoriumok
kajszimarkerezési  kutatdsaival. A  felhaszndlt kajszi mikroszatellit primerek
egyértelmiien alkalmasnak bizonyultak a vizsgalt fajtdk egyedi DNS-profiljanak
felallitasahoz. A két magyar kajszi klon ‘Gonci magyar kajszi’ és ‘Magyar kajszi C.235’
esetében ugyanazt a mintazatot kaptuk. Az un. Orias kajszi fajtakoron (‘Szegedi
mamut’, ‘Ligeti orids’, ‘Ceglédi orias’) beliil az SSR markerek haszndlatdval sem

tudtunk kiilonbséget kimutatni.
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Harmat

4. dbra: Az amplifikaitumok eldzetes szétvalasztiasa 3%-os Metaphor agaro6z gélen 25 bp

méretmarker (Promega) mellett (ssrPaCital9)

&

/@ 150 Magyar kajszi C.235
14 /J‘MGénci magyaf kaj szi
A 114 ; _/!&Ceglédi orias |
14 50  Ligeti drids
{ 14 ' 150 Szegedi malimut

Ceglédi bibor

N (14 , Korai piros
A Al14 ~ 050 Ceglédi arany
A __"NI50  Pannénia
.' A G o150  Harcot
| JL | | 150 Bergeron
Jﬂﬁ Mandula
| 50 Rézsa kajszi
- 50 Ceglédi Piroska
Korai zamatos ‘
Harmat ' ﬂ
I T [ — I I
100 120 140 180 200

5. dbra: Fragmentumhossz analizis ALF szekvenatorral (ssrPaCital9)
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13. tablazat: Az ALF szekvenator hasznalataval bazis pontossaggal meghatirozott allélek méretei
az ot vizsgalt 16kusz esetében. Az egyedi allélek vastagon, a herozigdta 16kuszok sziirkével jelolve

sSrPaCITA7 | sSrPaCITA23 | ssrPaCITA27 | ssrPaCITA19 | ssrPaCITA10
Fajtanév | Alll | Al2 | Al | A2 | Al | am2 | Amn | A2 | ant | am
Ceglédi | 17| 197 | 140 | 140 | 261 | 267 | 114 | 150 | 0§57 | 075
bibor
Korai piros | 187 | 211 | 140 | 146 | 249 | 255 | 114 | 114 | 175 | 175
Ceglédi | qes | 509 | 140 | 140 | 249 | 249 | 714 | 150 | 149 | 057
arany
Ceglédi orias| 187 | 209 | 140 | 140 | 261 | 261 | 114 | 150 | 157 | 175
Koral | go3 | 509 | 140 | 140 | 249 | 283 | 112 | 112 | 157 | 175
zamatos
Pannonia | 187 | 209 | 140 | 146 | 259 | 261 | 150 | 150 | 175 | 175
Magyar
kajeri 035|187 | 209 | 138 | 146 | 261 | 263 | W4 | 50 | 175 | 175
Harcot | 189 | 209 | 136 | 138 | 261 | 261 | 114 | 150 | 157 | 165
Ligeti 6rias | 187 | 209 | 140 | 140 | 261 | 261 | 114 | 150 | 157 | 175
Szegedi | qes | 509 | 140 | 140 | 261 | 261 | W14 | ©50 | 0§57 | 175
mamut
Bergeron | 209 | 209 | 138 | 138 | 261 | 263 | 150 | 150 | 175 | 175
Gonci
magyar | 187 | 209 | 138 | 146 | 261 | 263 | 114 | 150 | 175 | 175
kajszi
Mandula | 187 | 187 | 148 | 148 | 261 | 261 | 114 | 150 | 175 | 175
Rozsa kajszi| 187 | 209 | 140 | 140 | 251 | 257 | 114 | 150 | 175 | 175
Ceglédi | yes | 511 | 142 | 146 | 251 | 251 114 | 150 | 157 | 175
Piroska
Harmat | 187 | 207 | 146 | 146 | 261 | 263 | 108 | 114 | 155 | 157
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5.4 Az oszibarackra tervezett SSR primerkészlet alkalmassaganak

vizsgalata kajszi mikroszatellit régiok variabilitasanak kimutatasara

A felhaszndlt 18 Oszibarack és 1 kajszibarack mikroszatellit régidra tervezett
primer koziil 17 eredményezett jol azonosithaté fragmentumokat. Minddsszesen két
primernél nem kaptunk egyéltalin PCR terméket. Ot primernél az alkalmazott
elvélasztasi technikdval elérhetd felbontasi szinten monomorf mintazatot kaptunk. Egy
primert azért nem vettiink figyelembe az értékelésnél, mert ketténél tobb allélt (komplex
mintdzat) hozott létre a vizsgalt genotipusoknal. Ez valészinisitheton abbdl adodik,
hogy az Oszibarackkal ellentétben, a kajsziban ez a ldkusz nem egy, hanem két

példanyban van jelen (14. tablazat).

14. tablazat: A kisérletben monoform vagy értékelhetetlen eredményt adé l16kuszok

Lokusz Referencia Primer Vart allél- Méret- A Kkisérletbol kizaras
szarmazas | méret (bp) | tartomany oka
(bp)

BPPCTO11 Dirlewanger és mts., 2002 | &szibarack 172 170-180 monomorf
BPPCT029 Dirlewanger és mts., 2002 | &szibarack 159 150-180 Komplex mintazat
Pchgms12 Wang és mts., 2002 Oszibarack 433 460 monomorf
Pchgms14 Wang és mts., 2002 Oszibarack 500 500 monomorf
MAO006b Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 295 - Nincs amplifikéacio
MAO009b Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 132 - Nincs amplifikéacio
MAO10a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 122 100-130 monomorf
MAO19a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 108 90-110 monomorf
MAO30a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 237 230-260 monomorf

A fennmaradd 10 primernél jol azonosithatdo polimorf fragmentumokat kaptunk
olyan elrendezésben, amely megfelel az egylokuszos oroklésmenetnek (15. tdblazat). A
3% MetaPhor agardzgélen torténd futtatdas megfeleld felbontast biztositott a

fragmentumok konnyli azonosithatosagara (6. abra).
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15. tablazat: A polimorf l6kuszok és jellemzdik

Lékusz Referencia Primer Vart Méret- Allél | Heterozi

szarmazas | allél- | tartomany | szam | -gétasag

méret (bp)
(bp)

BPPCT007 Dirlewanger és mts., 2002 Gszibarack 149 110-180 5 0,87
BPPCT009 Dirlewanger és mts., 2002 Gszibarack 171 170-210 4 0,19
BPPCTO017 Dirlewanger és mts., 2002 Gszibarack 174 190-210 3 0,54
BPPCTO030 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack 175 150-180 3 0,64
BPPCT037 Dirlewanger és mts., 2002 Oszibarack 155 120-150 3 0,68
Pchgms10 Wang és mts., 2002 Gszibarack 198 170-210 3 0,98
Pchgms20 Wang és mts., 2002 Oszibarack 252 250-270 2 0,33
MAO13a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 211 190-220 3 0,60
MAO27a Yamamoto és mts., 2002 Oszibarack 153 120-150 4 0,31
Ac7b Nem publikalt kajszi - 160-200 5 0,70

6. abra: Jol detektilhat6 fragmentumok a 3%-os MetaPhor agaréz hasznalatival a BPPCT007
primerrel, 100 bp méretmarker (Promega) mellett futtatva

A Kkisérletbe vont 45 fajtanal a 10 primer 35 polimorf allélt hozott Iétre,
lokuszonként 2-5 allél kozott, mely atlagosan 3,5 polimorf allél/Iokusz. A megfigyelt
heterozigdtasag mértéke relative magas, 0,19-0,98 kozott alakult, mely atlagosan 0,58 a
vizsgalt 16kuszoknal. Olyan ritka allélokat is talaltunk, amelyek csak né¢hany fajtaban
fordultak eld. Példaul az ‘Ananasznij cjurpinszkij’ és a ‘Kecs-psar’, valamint az
‘Ananasznij Cjurpinszkij’ és a ‘Korai piros’ olyan k6zos allélt hordoztak, amely a tobbi
vizsgalt fajtdban nem fordult el6. A 10 primer hasznalatdval néhany vizsgalt fajtara
egyedi ujjlenyomatot is sikertilt késziteni.

A Reynolds-féle hasonlosagi indexen (Fsr) alapulé UPGMA klaszteranalizissel
létrehozott dendrogram a 45 fajtat két f6 csoportba €s néhany alcsoportba sorolta. A két

f6 csoportot (I. és II.) tobbségében azsiai és nem azsiai eredetli fajtak alkotjadk. A nem
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azsiai eredetli fajtdk tovabbi alcsoportokra oszthatok. A legnagyobb, ¢és jol
kortilhatarolhat6 alcsoport (I.a) kilenc, a magyar kajszi fajtakorbe tartozo, magyar €s a
kornyezd orszagokbol szdrmazo fajtdkat tartalmazott. A masik nagy alcsoport (I.b) az

Orias kajszi fajtakorbe tartozé fajtdkon kiviil néhany ceglédi fajtat tartalmazott (7. abra).

Bergeron
— Cegléd arany
Crvena ungarska ]
Magyar kajszi C.235
Goner magyar kajszi
Andornaktajai magyar kajsz
— Cacansko zlato
Krasna ungarska
Paksi magyar kajszi
Nikitskij
Mari de Canad
Dolgocsukna I
Kalasek
Sabinovska
— Kijevskij aromai
Ceglédi kedves
Rozsa C. 1406
Darunek malahojev

%@Lbihur
Cegled ris ] Lb
Szegedi mamut

] Ligeti ords

Borsi-féle kései rozsa
Marculesti 18/6

Borjana
Jerevan

Krupnoploda
—L| Cegledi piroska
Silistrenka kompotna ———

Keeh-psir
Salah
= Korai Piros
Rakvice
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Vesna 1l
Gvardjevskij '

Krimszkij amur
— Zard

Oranjevo krasnij
Rana Dokucana

Moniqui

7. abra: 45 kajszifajta UPGMA analizissel készitett dendrogramja 9 oszibarack és 1 kajszi SSR
primerekkel végzett vizsgalat alapjan
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5.5 Kajszi genomokra tervezett SSR régiok variabilitasanak

elemzése egy széles genetikai bazisu kajszifajta csoporton

Szazharminc kajszifajta és harom rokon faj genetikai polimorfizmusat vizsgaltuk
10 kajszi genomi DNS alapjan tervezett SSR-primer segitségével (16. tablazat). Az
Osszes vizsgalt 1okusz polimorf volt. Az allélok méretét kapillaris elektroforézissel
mikodé automata  szekvendlokésziilék  hasznalataval — bazispdr  pontossaggal
meghataroztuk (8. abra). A vizsgalt lokuszok koziil a legnagyobb polimorfizmust az
UDAp-407 lokusz esetében tapasztaltuk, ahol 22 allélt azonositottunk. Az effektiv
allélszam is itt volt a legnagyobb (17. tabldzat). Ezzel szemben a legkevésbé
polimorfnak (7 allél) az sstPaCITA27 16kusz bizonyult. Mindent dsszevetve 133 minta
tesztelésével 133 allélt azonositottunk, ami atlagosan 13,3 allél/lokusz értéket mutatott
(17. tablazat). A lokuszonként megfigyelt heterozigdtasag mértéke H,=0,8636 (UDAp-
410 lokusz) és H,=0,3182 (ssrPaCITA27) kozott valtozott; az atlag 0,6281 volt (17.
tablazat). A megfigyelt heterozigotasag (H,) minden fajta esetében kisebb volt az

elméletileg vart heterozigotasagnal (He).

16. tablazat: A vizsgalt mikroszatellit primerek jellemz6i

Lokusz Méret- Annealing Ismétlédés tipus Referencia
tartomany O
(bp)

SSrPaCITA7 186-224 60 (AG)n Lopes és mts., 2002
SSTPaCITA10 142-212 58 (CT)n Lopes és mts., 2002
sSrPaCITA19 98-148 60 (TC)n Lopes és mts., 2002
SSrPaCITA23 112-157 56 (AC)n (AG)n Lopes és mts., 2002
sSrPaCITA27 224-266 58 (TCOn (TA)n (TG)n Lopes és mts., 2002
UDAp-407 118-162 58 (TCn TT (TC)n Messina és mts., 2004
UDAp-410 116-146 58 (AG)n Messina és mts., 2004
UDAp-414 150-214 58 (AG)n Messina és mts., 2004
UDAp-415 139-143 58 (GA)n Messina és mts., 2004
UDAp-420 154-261 58 (CT)n Messina €és mts., 2004

Az 0Osszes egyedben kimutathatdo 133 kiilonboz6 allél koziil 32 olyan allélt
talaltunk, amely csak egyszer fordult el a vizsgalt mintdkban. Az egyedi allélokat az
eltéré okofoldrajzi csoportokbol szdrmazd fajtdkban vagy rokonfajokban taldltuk meg

(18. tablazat). Nem amplifikdlodd (null-allélokat) 5 fajta harom lokuszéban talaltunk:
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‘Zard’ (ssrPaCITA 27 lokusz), ‘Uzsgorod’ és ‘Rakovice’ (ssrPaCITA 23 16kusz) és a
‘Korai kecskemétiben’ (osztrak szelekcido) (UDAp-410). Az Fgr értékek 0,4544
(ssrPaCITA 7) és 0,7363 (ssrPaCITA 27) kozott valtoztak 0,5786-as atlaggal. Az Fgr-
bol becsiilt Ny, génaramlas mértéke az ssrPaCITA 7 lokuszban 0,3003 volt, ami

haromszor magasabb érték, mint az ssrPaCITA 27 16kuszban mért 0,0895 (17. tablazat).

17. tablazat: 10 SSR 16kusz jellemzoi a 133 vizsgalt fajta alapjan

Lokusz Kimutatott ~ Effektiv Megfigyelt Elméletileg vart ~ Wright-féle Gén-
allélek  allélszam heterozigotasag heterozigotasag — beltenyésztési aramlas
szama (No) (Ho) (He) koefficiens (Nw)

(Fs1)

sstPaCITA7 14 42511 0,8346 0,7677 0,4544 0,3002
sstPaCITA10 17 3,4492 0,5038 0,7128 0,6453 0,1374
sstPaCITA19 12 3,9001 0,7519 0,7464 0,4944 0,2556
ssrPaCITA23 11 4,2604 0,6031 0,7682 0,6154 0,1562
ssrtPaCITA27 7 2,4551 0,3182 0,5949 0,7363 0,0859
UDAp-407 22 6,4712 0,6917 0,8447 0,5909 0,1731
UDAp-410 12 4,6933 0,8636 0,7899 0,4576 0,2963
UDAp-414 14 5,0867 0,4887 0,8064 0,6958 0,1093
UDAp-415 11 3,2244 0,6242 0,6925 0,5477 0,2056
UDAp-420 13 3,1568 0,6015 0,6858 0,5598 0,1966
Atlag 13,3 4,0948 0,6281 0,7413 0,5768 0,1834
Szoras: 4 1,1461 0,1666 0,0725 - -

18. tablazat: Az egyedi alléleket hordozé fajtak

Lokusz Fajta

ssrPaCITA10 Arvam aramat, Effekt, Karim Abad 8, Hunza 1, Vesna
ssrPaCITA19 Vesna

ssrPaCITA23 Kijevskij aromatnij, Harcot

sstPaCITA27 Poldij junskij

sstPaaCITA7 Priana

UDAp-407 Eftekt, Jerevan, Kuresia, Junskij, Poldij junszkij, Priusadenbnij
UDAp-415 Ananasznij ciurpinszkij, Kecs-psar

UDAp-410 Gulkin

UDAp-414 Gulkin, Morden-604, Paszinok

UDAp-420 Ceglédi kedves, Mari de Cenad, Zaposzdolje
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ABIL. Plots - kajszi c
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8. dbra: A kapillaris elektroforézissel végzett fragmentumhossz analizis lehetdvé tette az allélok bp

pontossagu azonositasat
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5.5.1 A fajtak kozotti genetikai kapcsolatok vizsgalata

A kajszifajtdk genetikai rokonsaganak megallapitasahoz egy dendrogramot
szerkesztettiink. A dendrogramot a 10 SSR-10kusz adatai alapjan 6sszedallitott genetikai
tavolsagmatrixbol paronkénti genetikai tavolsdgok alapjan UPGMA modszerrel
készitettilk. A dendrogram a fajtdkat két nagy csoportra osztotta (10. dbra). Az 1-es
csoportban két alcsoport (1.1 és 1.2) talalhat6, amelyek a legtobb kozép-eurdpai fajtat
magukba foglaljak. Az 1.1 alcsoport 6 eurdpai fajtait és az amerikai ‘Goldrich’-ot
tartalmazza. Az 1.2 alcsoportba keriilt a legtobb eurdpai fajta. Ezen a csoporton beliil
tovabbi 4 kelet-eurépai alcsoport jelenik meg: a Magyar kajszi fajtacsoport; az Orias
kajszi fajtacsoport; a roman nemesitési programbol szarmazoé hibridek; a Rozsabarack
tipusu fajtak és ceglédi hibridek. Kiilon kiemeltiik a ‘Salah’ ismert vagy feltételezett
pedigréjti hibridjeit (10. dbra és 6. tdblazat). Az alcsoportokba tartoz6 fajtak kapcsolatat
alatamasztjak részben morfologiai jellemzodik, részben pedig az ismert pedigrék. Az 1.
csoport tobbi, kiillonbozdé okofoldrajzi teriiletekrdl szdrmazd fajtai az 1.3 csoportba

keriiltek. A 2. csoport csak kozép-azsiai eredetii fajtakat tartalmaz.

5.5.2 Okofdldrajzi csoportok és a rokon fajok kozotti genetikai kapesolat

Az allélgyakorisagok alapjan kiszdmitottuk az 6t 6kofdldrajzi csoport genetikai
tavolsagat és genetikai azonossagat (Nei, 1972). Az eredményeket a 19. tablazatban
mutatjuk be. A legkisebb mértékli genetikai azonossagot (43%) a kozép-dzsiai €s a
nyugat-eurdpai csoportok kozott allapitottuk meg. Ezzel szemben a kelet-eurdpai, a
nyugat-eurépai €és az irdni-kaukdzusi csoportok genetikailag nagyon hasonlonak
bizonyultak, az azonossagi index 79 és 81% kozotti értékeket vett fel. A genetikai
tavolsagokon alapul6 UPGMA dendrogram két f6 csoport elkiilonitését eredményezte
(10. abra). Az egyik tartalmazza a kozép-azsiai csoportot, mig a masik két tovabbi
alcsoportra oszlik. Az egyik alcsoport a nyugat-eurdpai és az észak-amerikai, mig a

masik az irdni-kaukazusi és a kelet-eurdpai fajtakat foglalja magaba.
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Plumcot

F. brigantina

F. x dasycarpa

Kézép-azsiai Eszak-amerikai

Kelet-europai Nyugat-eurdpai

Irdani-kaukazusi
10

9. abra: A Kiilonb6zoé eredetii kajszi fajtacsoportok és a harom rokonfaj genetikai tavolsagai
alapjan (Nei, 1972) szerkesztett UPGMA dendrogram

A 9. dbra a P. armeniaca termesztett fajtai és a rokon fajok kozotti genetikai kap-
csolatot szemlélteti. A P. x dasycarpa, P. brigantiaca (syn: P. brigantina) és Plumcot
tavol esnek a kozos kajszicsoporttdl. A rokonfajok koziil P. brigantiaca mutatja a
legkisebb azonossagot a P. armeniaca termesztett fajtaival. A P. x dasycarpa, amely
egy kajszi x P. cerasifera természetes hibrid atmenetinek bizonyult a kajszifajtak
csoportjai és a Plumcot kozott. Ez utébbi a kajszi és a P. salicina mesterséges hibridje.
A genetikai azonossag a P. brigantiaca ¢és a kajszicsoportok kozott altalaban kismértéka
volt (19. tablazat). A P. brigantiaca és a kozép-azsiai, valamint az észak-amerikai

csoportok kozotti genetikai azonossag értéke nem haladta meg a 10%-ot.

19. tablazat: Genetikai azonossag és kiillonbség az 5 kajszi 6kofoldrajzi csoport és a 3 rokonfaj
kozott

Nyugat- Eszak- Kozép Irani- Kelet- P.x Plumcot P.
eurépai  amerikai -azsiai kaukadzusi eurdpai  dasycarpa brigantiaca
Nyugat-europai 0,7653 10,4391 0,6606  0,7982 0,6156  0,4716 0,1572

Eszak-amerikai 0,2674

- 0,5092 0,6188  0,6510 0,5001  0,2936 0,0979
Kozép-azsiai 0,8231 0,6749

- 0,5712  0,4568 0,2362  0,2148 0,0967
Irani-kaukazusi 0,4146  0,4800 0,5601 - 0,8239 0,3738  0,4252 0,1595
Kelet-europai 0,2254  0,4292 0,7834 0,1937 - 0,4653  0,5664 0,2206
P. x dasycarpa 0,4852  0,6930 1,4430 0,9839  0,7651 - 0,2224 0,1112
Plumcot 0,7517 1,2254 11,5380 0,8552  0,5685 1,534 - 0,2143
P. brigantiaca 1,8503  2,3240 2,3365 1,8360 1,5115 2,1965 1,5404 -
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10. abra: 133 kajszifajta kozotti genetikai tavolsag alapjan szerkesztett UPGMA dendrogram
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6 EREDMENYEK MEGVITATASA
6.1 DNS-kivonasi eljaras adaptalasa kajszira

A tiszta, ép és jO mindségli DNS-izoldldsa szinte minden ndvénygenetikai
vizsgalat alapjat képezi, hiszen szamos olyan anyagot tartalmazhat a névényi szovet,
ami akadalyozhatja a DNS vizsgalatat. Ez kiilondsen igaz a legtobb magasabb rendi
novényfajra, ahol poliszaharidok, polifenolok, kiilonbozd pigmentek, illetve egyéb
masodlagos anyagcseretermékek alkalmatlanna tehetik a DNS felhasznalasat (Wen és
Deng, 2002). A masodlagos anyagcseretermékek, amelyek a gyiimolcsfak szinte minden
szovetében gazdagon jelen vannak, a klasszikus extrakcios eljarasokkal nehezen
tisztithatok (Qiang €s mts., 2004).

Munkank soran az elsd 1épés a DNS-izolalashoz legmegfelelobb ndvényanyag
kivalasztasa volt. A kiilonb6zé idopontokban gyljtott levelek tesztelése soran, azt
tapasztaltuk, hogy a tavaszi riligypattands utan szedett mintdk feldolgozédsa adta a
legiobb DNS-mindséget, hiszen ekkor a levélszovet még kevésbé tartalmaz
polifenolokat, ami a munkafolyamatot jelentdsen megneheziti. Ezt a megallapitast tobb
szerz0 is megerdsitette a fas- €s lagyszaru novények DNS-extrakcios eljarasainak
tokéletesitése soran (Porebski ¢és mts., 1997; Li és mts. 2002). A —80 fokon hosszabb
ideig tarolt leveleket is alkalmasnak talaltuk, azonban jobb mindségli és nagyobb
mennyiségli DNS-t kaptunk, ha a mintékat a szedést kdvetden egybdl feldolgoztuk.

A kutatds idején fellelhetd DNS-kivondsi eljardsokat tobb szempontbdl is
megvizsgaltuk. Az eredmény szempontjabol legfontosabb kritérium a nyert DNS PCR
reakcidhoz vald alkalmassaga volt. Ezen kiviil olyan modszert kerestiink, amely
alkalmas nagy mintaszam gyors és rutinszeri feldolgozdsdra, és minél kevesebb
kornyezetre, valamint egészségre karos vegyszer haszndlataval, egyszerlien
kivitelezhetd.

A kutatas kezdetekor elsOként kiprobalt eljaras az (amerikai) bab modszer volt
(M2. melléklet). Az inkubdciés id6k novelésével, illetve az alkoholos kicsapasi
miiveletek tobbszori ismétlésével lehetett a modszer hatékonysagat leginkabb ndvelni.
Az eljarast eredetileg bab novényre dolgoztdk ki, és nem a kajszi durvabb szovetii, a
DNS-izolalast jelentdsen megnehezitd anyagokat nagy mennyiségben tartalmazo
levelére. Ebbol adoddan tobbszori ismétlésekkel lehetett csak a kivant eredményt elérni.

A plusz 1épések bevezetése azonban még tovabb ndvelte az amugy is hosszi miivelet

72



idejét. Noha sikeriilt j6 mindségli DNS-t nyerniink, a moédszert iddigényessége és
nehézkessége miatt a tovabbiakban nem alkalmaztuk.

A kovetkezd modszer, amit vizsgaltunk, egy fas novények korére kidolgozott
CTAB alapt eljaras volt (M2. melléklet) (Cheng és mts., 1997). A kisérlet soran
kezdetben rossz mindségl, toredezett DNS-t kaptunk, amely alkalmatlan volt a PCR
reakcidhoz. A médszer optimalizalasa soran lecsokkentettiik a centrifugalas sebességét,
alacsonyabb inkubaciés homérsékletet alkalmaztunk, illetve altaldban megprobaltuk
csokkenteni azoknak a Iépéseknek a szamat, ahol a DNS durva fizikai hatasnak van
kitéve (razas, iitogetés stb.). Sikeriilt igy egy gyors, olcsd, rutinszerlien elvégezhetd
eljarashoz jutnunk, ahol a DNS mindsége is kielégit6. A modszer hatranyat a
kivitelezéséhez hasznalt nagy mennyiségli egészségre karos vegyszer hasznalata
jelentette. Az extrakcids pufferhez hasznalt CTAB por alakban 1€gzdszervi
megbetegedést idézhet el6. A DNS tovabbi tisztitdsdhoz hasznalt kloroform az
idegrendszert karositd anyag, a fenol pedig rakkelt hatast. Ezért megprobaltunk olyan
modszert taldlni, amely hasonl6 hatékonysdga, de emellett kevésbé veszélyes a
felhasznalora €s a kdrnyezetiinkre nézve.

A késobbi vizsgalataink sordn ratalaltunk a Qiagen cég altal kifejlesztett DNeasy
Plant Mini Kitre (M2. melléklet). Az SSR markerekkel végzett kutatdsokhoz szinte
kizardlag ezt a technikat alkalmaztuk a DNS izoldlasdhoz. Ez a modszer egy teljesen
zart rendszer, a hasznalt oldatok biztonsagosak, az eljarads rovid id6 alatt konnyen
elsajatithatd. Amellett, hogy egészségi szempontbol semmiféle veszéllyel nem jar,
lehetdvé teszi, hogy megfeleld mindségli és mennyiségli genomi DNS-hez jussunk
munkank sordn. A moédszer egyediili hatranyat a sziikséges vegyszerek és eszkozok
magas koltsége jelenti, de ezt teljes mértékben kompenzaljak az emlitett elényds

tulajdonsagai.
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6.2 A Magyarorszagon legnagyobb teriileten termesztett fajtak
azonositasa és egyedi DNS-ujjlenyomat készitése RAPD és SSR

markerekkel
6.2.1 Jellemzés RAPD markerekkel

Az Operon cég altal szintetizalt RAPD primereket széles korben ¢€s nagy
hatékonysaggal hasznaljak a Prunus genotipusok jellemzésére. A nemzetségen beliil az
egyes sorozatok eltérd hatékonysaggal miikodtek. Oszbarackban leginkabb az E, M
(Raddova és mts., 2003), cseresznyében a B, G (Lisek ¢és mts., 2006), manduldban a M,
S (Resta és mts., 1998), mig kajsziban a B, C primer sorozatok (Hurtado és mts., 1999)
eredményezték a legnagyobb polimorfizmust. Az alapos tesztelést kdvetden kivalasztott
nyolc primer amplifikécidja a vizsgalt 16 fajtdban O0sszesen huszonhét fragmentumot
eredményezett, melybdl 14 (53%) volt polimorf. A polimorf fragmentumok aranya
megegyezik a Hurtado és mts. (1999) altal kordbban kozoltekkel, akik 18 kajszifajta
vizsgélatakor 22 RAPD marker felhasznaldsaval 45 polimorf markert azonositottak.
Tobb olyan markert is talaltunk, amely csak egy vagy két fajtaban fordult el6, OPC 15
1000 csak a ‘Harmatra’ volt jellemz06, mig az OPC 20 1100 csak a ‘Ceglédi Piroska’ és
a ‘Harcot’ fajtdkban volt fellelhetd. A két fajta szarmazéasa ismert, de nem taldlhato a
sziillok kozott kozos fajta. A jelenségre esetleg az adhat magyardzatot, hogy a legtobb
¢szak-amerikai fajta eurdpai genetikai alapokra vezethetd vissza. Az OPC 14-700
egyediill a Kertészeti Egyetem Novénynemesités Tanszéke altal nemesitett ‘Korai
Zamatos’ ¢és ‘Harmat’ fajtdkon jelent meg. Annak ellenére, hogy a két fajta egyik
sziiléje sem azonos, tobb hasonld tulajdonsaggal rendelkeznek (korai érés,
onmedddség), valamint a sziiléndvények az drmény fajtakor tagjai koziil keriilhettek ki,
ami magyarazatot adhat a k6zos fragmentumra.

A polimorf fragmentumokat felhasznélva a vizsgalt kajszifajtak tobbségét sikeriilt
egyértelmiien megkiilonboztetni, és egyedi DNS ujjlenyomatot késziteni. A két magyar
kajszi klon ‘Gonci magyar kajszi’ ¢€s ‘Magyar kajszi C.235° esetében ugyanazt a
mintdzatot kaptuk. Vélhetden azért, mert a klonok kozti genetikai kiilonbség olyan
csekély, hogy a RAPD markerek nem alkalmasak az elkiilonitésiikre.

Az tigynevezett Orias kajszi fajtakoron (‘Szegedi mamut’, ‘Ligeti orias’, ‘Ceglédi
orias’) beliil sem tudtunk kiilonbséget tenni. Ez alatamasztja azt a mostanaban kialakult

feltételezést, hogy a ‘Szegedi mamut’ ¢és a ‘Ceglédi oOrids’ fajtakeveredés
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kovetkezményeként tulajdonképpen ugyanaz a fajta, és szinonim elnevezésnek
tekinthet6. A ‘Ligeti orids’ és a ‘Ceglédi orias’ fajtak kozott pedig nincsenek
morfoldgiai kiilonbségek, csak néhany pomologia eltérés (pl. érésidd), igy vélhetden a
genetikai allomanyukat tekintve is nagyon hasonléak (Mady €s Szalay, 2003).

A vizsgalat alapjan elmondhatd, hogy a viszonylag kevés RAPD primer
felhasznalasaval sikertiilt a fajtakat megkiilonboztetni egymastdl. Ennek alapjan a RAPD
markerek alkalmasak lehetnek nemcsak tudoményos célokra, hanem a kereskedelmi
tételek azonositasara, illetve fajtaclismerési célokra egyarant (Hurtado és mts., 1999).

Ez irdnyu torekvésiinket bizonyitja, hogy a vizsgalati eredményeinket, mint a
hazénkban termesztett fajtdk meghatdrozasara alkalmas modszert, az Orszagos
Mezogazdasagi Mindsitd Intézet Kertészeti Szaporitéanyagok Osztalya egy szerzodés
keretében fajtaazonositasi célra hasznalja tovabb. A szerzddés értelmében az OMMI
részére bocsatottuk a munka teljes irodalmi hatterét, ami e targykorbdl kordbban
megjelent publikaciok Osszességét, illetve a fentiekben kozolt, a konkrét vizsgéalatra
kidolgozott modszer leirdsat jelenti. Ezek ismeretében a munka rutinszertien végezheto,
illetve az irodalmi hattér ismeretében késdbbi, esetlegesen felmeriild problémak is
korrigalhatok.

A reakci6 igen ¢érzékeny a kornyezeti feltételekre (vegyszer, eszkozok,
laborkoriilmények). Ezért kozoltik az altalunk felhasznalt vegyszerek pontos listajat
(termék neve, gyartd, gyartasi szam) és az Osszes laboratériumi eszkozt, felszerelést,
amely tételek beszerzése a vizsgalat elvégzését sikeressé teszi.

A megbizd laboratoriumaban beprogramoztuk a PCR-késziiléket az altalunk e
vizsgélatra kidolgozott programmal. A kisérletet a kajszifajtdk DNS-ének kivonasatol az
eredmények detektalasdig, a laborszemélyzet jelenlétében tobbszor sikeresen
megismételtiik.

A kisérletek elvégzését kovetden igéretesnek tlint, hogy a fajtaelismerés soran, a
DUS vizsgélatok elvégzésekor szerepet kapnak majd a molekularis markerek is. A
megfeleld referenciagyiijtemények fenntartdsa rendkiviil koltséges feladat. Kézenfekvo
és koltséghatékony megoldds lenne ezeket a gyljteményeket legalabb részben
molekularis markerekkel levaltani. Eddig konkrét elérelépés nem tortént a teriileten. A

fajtaclismerési metodikak ma még kizarolag morfologiai markerekere épiilnek. A
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fajtaregisztracidos koltségek csokkentése azonban egyre nagyobb kényszer, ezért a
kozeljovoben varhato, hogy elkezdddik a molekularis markerek hasznalata is.

Ez a munka Magyarorszagon tobb éven keresztiil egyediilalld torekvést jelentett a
molekuléris gyiimolcsnemesités és a nemesitési alapanyagok koriltekintd, genetikai
kapcsolatokat feltar6 értékelése felé.

Noha a RAPD markerekkel végzett vizsgalatok az utdbbi iddben hattérbe
szorultak, és mas technikéak is elérhetévé valtak, nem tiint el végérvényesen. Epitve a
korabbi évek tapasztalataira, €s megismerve a moddszer korlatait ma leginkabb kis
egyedszamu fajtacsoportok, valamint egyes kapcsolt tulajdonsagok jellemzésére
hasznaljak elsésorban a Prunus nemzetségben (Raddova és mts., 2003; Lisek ¢és mts.,
2006). Ezekben az esetekben a RAPD markerek olcso, gyors és a célnak megfeleld

megoldast jelentenek.

6.2.2 Jellemzés SSR markerekkel

A primer szekvencidk publikaldsa eldtt nekiink volt eldszor lehetdséglink
kajszifajtakbol izolalt mikroszatellit markereket alkalmazni. Kézenfekvonek tiint a
valasztas, hogy a kordbban mar RAPD markeres jellemzésnek alavetett fajtacsoporttal
kezdjik az 0j primerek tesztelését. Az eredmények messze feliilmultdk a korabbi
publikdcidkon alapuld varakozasainkat. Az elért, atlagosan 7 allél/lokusz érték joval
magasabb, mint a korabban publikalt 16kuszonként 3-4 allél szam (Badenes és mits.,
2002; Hormaza 2002). Egyediil Zebentyayeva és mts., (2004) értek el hasonlo
polimorfizmust, de joval tobb - 74 féle, genetikai hatterét tekintve igen eltéré-genotipus
felhasznalasaval. A legtobb egyedi allélt, szam szerint 0tot, a Kertészeti Egyetem
Novénynemesitési Tanszéke altal nemesitett ‘Korai Zamatos’ ¢és ‘Harmat’ fajtak
hordoztak. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen ezek az 1ij nemesitésii anyagok
genetikai hatteriiket és egyes tulajdonsagaikat (pl. érésidd) tekintve jelentdsen eltérnek a
hazankban termesztett honos, tobb évtizede termesztésben 1évo fajtaktol.

A mikroszatellit markerek alkalmazasaval kapott eredményeink egyértelmiien
alatdmasztottak a korabban RAPD markerek altal nyert eredményeinket. A morfoldgiai
¢s RAPD markerekkel torténd kutatdsok alapjan felallitott hipotézis, miszerint a
‘Szegedi mamut’, ‘Ceglédi orias’, és ‘Ligeti oOrids’ fajtdk azonos genetikai hattérrel

rendelkeznek, az altalunk vizsgalt mikroszatellit 16kuszok esetében is megerdsitést
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nyert, mivel a kapott allélok mind az 6t vizsgalt 10kusz esetében azonosak voltak.
Emellett a ‘Gonci magyar kajszi’ és ‘Magyar kajszi C.235° fajta klonok kozott sem
talaltunk kiilonbséget.

6.3 Oszibarack SSR primerek hasznilata 45 kajszigenotipus

jellemzésére
6.3.1 A felhasznalt primerek alkalmassaga és a polimorfizmus jellemzoi

A kiilonb6z6 Prunus fajok mikroszatellit régioit hatarolé szekvencidk
konzervativizmusa lehetové tette szamunkra, hogy 6szibarack primereket hasznaljunk a
kajszi genetikai sokféleségének tanulmanyozéasara (Tautz, 1989; Bell és Ecker, 1994;
Guilford és mts., 1997; Sosinski €s mts., 2000). Mar az els6 dszibarack genomi DNS-re
kidolgozott SSR-markerekrdl is bebizonyosodott, hogy néhany mas Prunus faj esetében
is felhasznalhatok (Cipriani és mts., 1999; Sosinski és mts., 2000; Testolin és mts.,
2000; Aranzana ¢és mts., 2002; Hormaza, 2002; Dirlewanger és mts., 2002). A fenti
kozlemények koziil csak Hormaza (2002) szamolt be kajszifajtdk vizsgalatarol. A
tapasztalatokat fel tudtuk hasznalni a kajszi genetikai variabilitdsanak tanulmanyozésara
Oszibarackra tervezett primerek (Dirlewanger és mts., 2002; Wang ¢és mts., 2002;
Yamamoto ¢és mts., 2002) alkalmazasaval. Fontos megjegyezni, hogy a kivalasztott
primerek koziil korabban csak négyet hasznaltak kajszifajtak genetikai analiziséhez. A
felhasznalt 6szibarack primerek 90%-ban alkalmasak voltak mikroszatellit 16kuszok
azonositasra, mely jol bizonyitja a modszer alkalmazhatdsagat. Ez még akkor is igaz, ha
egy résziiknél monomorf mintazatot kaptunk. Ennek alapjan az is megallapithat6, hogy
nem feltétleniil sziikséges minden Prunus fajra kiilon mikroszatellit markereket
kifejleszteni, ami igen iddigényes €s koltséges folyamat.

Az atlagos polimorfizmus mértéke 3,5 allél/16kusz volt, hasonlé a Badenes és mts.
(2002) 3,1, Séanchez-Pérez ¢és mts. (2005) 3,9, valamint Hormaza (2002) 4,1 kajszi
mikroszatellit markerekkel végzett vizsgalataihoz azonban Iényegesen alacsonyabb
Zebentyayeva és mts., (2003) altal elért eredménynél, ahol ugyanez a mérték 7,6 volt.
Az amplifikacidés fragmentumok hossza hasonld tartomdnyba esett, mint az
Oszibarackban taldlhatdo azonos mikroszatellitek. A 19 primerbdl minddsszesen négyet

probaltak ki kajsziban. A kapott fragmentumhosszak ezekben az esetekben is
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megegyeztek a kordbban mar publikalt kisérletekkel (Zhebentyayeva és mts., 2003;
Sanchez-Pérez ¢és mts., 2005).

A lokuszonkénti nagy allélszdm (3,5) megerdsitette, hogy a mikroszatellit
markerek nagyon hasznos eszkozei a kajszi fajtaazonositasanak. Az allélszam nagyobb,
mint az egyéb molekuldris markerekkel végzett korabbi vizsgalatoknal, mint az
izoenzimek (Badenes és mts., 1996), RFLP (de Vicente és mts., 1998) vagy akar a
Hurtado és mts. (1999) RAPD kisérlete, ahol az atlagos 16kuszonkénti allélszdm csak
kettd volt.

6.3.2 A vizsgalt fajtak genetikai kapcsolatanak elemzése

A kapott DNS-ujjlenyomat és dendrogram a felhasznalt elvalasztasi technika
alacsony felbontd képessége miatt tavolrdl sem teljes. Ennek ellenére szamos érdekes
megallapitas tehetd. A magyar kajszi fajtacsoport szdmos kiilonbozé mddon elnevezett
fajtakat tartalmaz. A fajtdk egy része Magyarorszagon jol ismert arufajta és tajfajta.
Ezenkiviil szdmos szomszédos orszag rendelkezik olyan fajtaval, amit magyar
kajsziként ismernek és termesztenek. A fajtdk egy része nem tudatos nemesitdi munka
eredménye, ezért a szarmazasuk sem pontosan ismert. Mivel nem sikeriilt kiilonbséget
talalni a fajtak kozott, megerdsitést nyert az eldzetes feltételezésiink, hogy hasonld a
genetikai hatteriik.

A csoporthoz egyik legkozelebb talalhato fajta a ‘Bergeron’. Ez a megfigyelés
megeggyezik Hormaza (2002) SSR markerekkel végzett kisérletének eredményével,
melyben a ‘GOnci magyar kajszit’ a ‘Bergeront’ is tartalmazo francia fajtacsoportban
helyezte el.

Az Orias kajszi fajtacsoportba tartozd harom fajta a ‘Ceglédi oOrids’, a ‘Ligeti
orias’ ¢€s a ‘Szegedi mamut’ nagyon hasonlé pomologiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, de kordbban kiilonb6zd genotipusonként tartottak dket szamon. A RAPD
¢s SSR markerekkel végzett kutatdsok azzal az eredménnyel zarultak, hogy a hdrom
fajtanak valdszintiileg azonos a genetikai hattere. A kisérletben felhasznalt dszibarack

mikroszatellit primerekkel sem sikertilt kiilonbséget tenni a vizsgalt 6rids kajszik kozott.
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6.3.3 A felhasznalt elvalasztasi technika jellemzoi

A MetaPhor agardzzal torténd gélelektroforézis alkalmas a mikroszatellitek
azonositasara. Osszehasonlitva a poliakrilamid gélen térténd futtatassal, vagy pedig az
automata fragmentumhossz analizissel, messze a legegyszeriibb és legolcsébb modszer.
Kiilonosen jo felbontas érheté el a 100-200 bp mérettartoményban. Az egyik
legnagyobb eldnye a modszernek, hogy konnyen adaptalhatdé olyan gyakorlati
teriiletekre, mint példaul a faiskoldk, illetve kertészeti arudak, ahol a fajtaazonos
szaporitdanyag kulcskérdés. A moddszer hasznalata semmiképpen sem egyedi, a
szakirodalmi adatok alapjan a vizsgalati cél és a lehet6ség donti el, hogy az egyes
esetekben melyik mddszert alkalmaztak (20. tablazat)

Az természetesen nyilvanvald, hogy egy automata detektacios rendszer, mely
alkalmas az egyes fragmentumok hosszanak akar egynukleotid eltérését is jelezni,
nagyobb allél variabilitast képes kimutatni, mint az agardéz gél. Kovetkezésképpen az
allélok szdma véarhatéan magasabb lett volna anndl, mint amit a jelen eredmények
mutatnak. Egy magasabb felbontoképességli rendszerben az a 6 primer, amely
monomorf mintdzatot mutatott, lehet, hogy polimorf fragmentumokat eredményezett

volna, mely segitségével a vizsgalt fajtdk még pontosabban elkiilonithetdk lettek volna.
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20. tablazat: Mikroszatellit I0kuszok detektalasara alkalmazott modszerek a Prunus nemzetségben

Fajok Poliakrilamid gél Metaphor ® agaréz | ABI® szekvenator

Oszibarack | Aranzana és mts., 2002; Cipriani és mts., 1999; | Aranzana és mts., 2003a;
Georgi és mts., 2002; Dettori és mts., 2001; | Wang és mts., 2002;
Sosinski és mts., 2000; Martinez-Gomez és Yamamoto és mts., 2002;
Testolin és mts., 2000 mts., 2003a Etienne és mts., 2002

Cipriani és mts., 1999;
Dirlewanger és mts., 2002;
Bliss és mts., 2002;
Martinez-Gomez és mts., 2003a

Mandula Joobeur és mts., 2000; Martinez-Gomez és
Bliss és mts., 2002; mts., 2003a
Martinez-Goémez és mts., 2003

Kajszi Zhebentyayeva és mts., 2003 Hormaza, 2002; Decroocq és mts., 2003,

Sanchez-Pérez és mts., | Zhebentyayeva és mts

Hurtado és mts., 2002b; 2005; 2004; Maghuly és mts.,
Vilanova és mts., 2003; Romero és mts., 2006; | 2006
Decroocq és mts., 2003 Ruthner és mts., 2006

Cseresznye/ | Downey és Lezzoni, 2000; Wiinsch és Hormaza,

meggy Aranzana és mts., 2002; 2002a

Schueler és mts., 2003
Cantini és mts., 2001;
Dirlewanger és mts., 2002;
Struss és mts., 2003

Egyéb Cipriani és mts., 1999 Serrano és mts., 2002;
Prunus fajok | Decroocq és mts., 2003; Martinez-Gomez és
Martinez-Gomez és mts., 2003b mts., 2003b

6.4 Kajszi SSR markerekkel vizsgalt 136 genotipus azonositasa és

genetikai kapcsolatuk, szarmazasuk elemzése
6.4.1 A felhasznalt primerek alkalmassaga és a polimorfizmus jellemzoi

Mint ahogyan az el6z6 vizsgalatbol is kideriilt, a mikroszatellitek evoluciosan
rogziilt szekvencidk, ezért az egy fajbol fejlesztett primerek hatékonyak lehetnek mas
rokon, de akar nem rokon fajtdkban is. A Prunus nemzetségben foként az elsdként
kifejlesztett Oszibarack primerek haszndlata volt a jellemzd. Az a felvetés is hamar
napvilagot latott, hogy a nagyobb genetikai tavolsadg rendszerint csokkenti a primerek
amplifikacids képességét, valamint a polimorfizmus mértékét. A nagyobb genetikai
tavolsaggal fokozatosan rovidiil a mikroszatellitek hossza is (Steinkellner és mts., 1997,
Hormaza, 2002). Tovabba a ,,null” allélok gyakorisaga is megnovekszik, koszonhetden
annak, hogy a primerek hibas bekdtddésre vald hajlandosaga egyre nagyobb (Ciofi és
mts., 1998).
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A kutatds eredményei bizonyitjak, hogy a nagy polimorfizmussal bir6 homolog
mikroszatellit markerek kivalo eszkozei a kajszi fajtaazonositas célu vizsgalatainak. Az
atlagos lokuszonkénti allélszam 13,3 volt, amely Iényegesen nagyobb mint a 4,1 érék,
amit Hormaza (2002) talalt 48 fajtas 19 polimorf SSR markerrel végzett vizsgalataban,
7,64, amit Zebentyayeva és mts. (2003) azonositott 74 genotipus és 14 markerrel, vagy
3,1, amirdl Romero ¢s mts. (2003) szamoltak be, amikor 40 kajszifajtat jellemeztek 16
mikroszatellit markerrel. Az Osszes korabbi tanulményban azonban a kajszifajtak
diverzitasanak megallapitdsahoz Oszibarackbol izolalt és tervezett SSR primereket
hasznaltak. A vizsgdlatunkban elért magas l6kuszonkénti allélszam elsésorban annak
volt koszonhetd, hogy a korabbiaknal joval tobb genotipust vizsgalunk, valamint
el0szor hasznaltuk tiz - részben Ruthner és mts. (2003) altal mar eldzetesen tesztelt -
kajszibol izolalt SSR primert (Lopes és mts., 2002; Messina ¢és mts., 2004). A
vizsgalatokban megfigyelt 10 lokusz atlagos heterozigotasiga Ho=0,6281 volt, ami
magasabb, mint a Zhebentyayeva és mts. (2003) és Romero és mts. (2006) altal
Oszibarack primerekkel megallapitott értékek (az eldbbi esetben 0,517, az utobbi
vizsgalatnal 0,320). A nagy allélszam ¢és a nagy heterozigdtasag kiilonosen alkalmassa
teszi az SSR-markereket a genotipusok egyedi genetikai profiljainak leirdsara. Az Fgr-
értéket a populdcidgenetikdban a heterozigotasag (variabilitas) részpopuldciokban és
egész populacioban vald eloszlasaranyanak kifejezésére hasznaljak. Wright-nak
megfelelden a 0,25 folotti Fsr-értékek nagyon nagy genetikai differencidlodast mutatnak
(Hartl és Clark, 1997). Mivel az &ltalunk vizsgalt mintdkban az Fgr-értékek atlaga
0,5768 (17. tablazat) volt, megallapithatd, hogy a fajtak kozott relative nagy a genetikai
kiilonbozdség. A vizsgalatainkban megallapitott magas Fsr-értékek a fajtak kozotti nagy
variabilitdsra utalnak, amelynek kialakuldsa a kismértékii géndramlassal magyarazhato.
Erre utalnak a 17. tablazatban bemutatott N, értékek is. Az vizsgalt 10kuszok atlagos
génaramlasi (Ny,) értéke 0,1834 volt, ami rendkiviil kis érték. Ha az Ny, <1 értéket vesz
fel mar kis génaramlasrol beszélhetiink.

A legtobb gylimdlcstermdé novény kiilonbozik a vadontermd 6sétdl, ahol a
keresztbeporzast az Onmedddség fenntartja. A gyiimolcsfakndl a domesztikacid
altalaban azt jelenti, hogy megvaltoztatjuk a szaporodéasi mechanizmust, a generativ
szaporodast igyekszilink a vegetativ uton torténd szaporitassal levaltani. Mig Kozép-

Azsidban a fajtak haziasitasa természetes kornyezetben, a természetes populacidban
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folyt, és lehetéség volt vad és ,félvad” tipusok folyamatos interakciojara, addig
Europaban, a vegetativ szaporitds bevezetése, és néhany fajtara szlikitett nemesitési
alapanyag haszndlata, jelentdsen sziikitette a fajtak genetikai variabilitasat. Kozép-
Azsidban a kajszi természetes él6helyén, ahol ez még evolucios elény, a fajtak zommel
onmeddéek, mig az eurdpai fajtdk tobbsége Ontermékenyiild, megfeleléen az
arutermesztési céloknak. Az Ontermékenyiilés a vegetativ szaporitas mellett tovabb
csokkentette a fajtak genetikai variabilitasat. Az ivaros uton szaporodd fajok
populécioinak jellemzésére hasznalt mutatok, a vegetativ szaporitasii termesztett
gyiimolcsfajtak értékelésére csak korlatozott mértékben haszndlhatok fel. Ugyanakkor
nem tekinthetiink el att6l, hogy a jelenlegi fajtacsoportok magukban hordozzdk a
természetes Osi populacidkra jellemzo, kimutathatdé €s bizonyos mértékben mddosuld
allélvariabilitést.

Ezek az eredmények a részben fixalt genotipusi fajtak egymas kozotti
kiilonbozdéségének fokara utalnak, és nem adnak informaciéot — az itt nehezen

értelmezhetd — egész populacidra nézve.

6.4.2 A kajszi genetikai valtozékonysaga és fajtak kozotti genetikai kapcsolatok
Az UPGMA Kklaszterelemzés alapjan késziilt dendrogram szamos csoportot hozott
1étre, amelyek Osszefiiggésben vannak az ezeket alkotod fajtak pedigréjével, illetve a
genotipusok foldrajzi eredetével. A vizsgalt eurdpai fajtak legtobbje az 1.2 alcsoportba
tartozik. K6zép- és Kelet-Eurépaban — elsdsorban a Karpat-medencében — elterjedt egy
sor nagy gyiimdlcsii és édes magvu fajta, amely az ontermékenyiild Magyar kajszi
fajtacsoporthoz tartozik. A nemesités soran ezeknek a fajtdknak szamos hibridjét is
létrehoztak. Az egy csoportba tartozd klonok kiilonbozo elnevezései — legalabb néhany
esetben — valosziniileg szinonimak. A mikroszatellit régidok variabilitdsanak adatai
alapjan megallapithatd, hogy feltételezéseink szerint 18 ebbe a csoportba tartozé fajta
koziil 15 szoros rokonsagban van, és koziilik 5 (‘Albena’, ‘Andornaktilyai magyar
kajszi’, ‘Crvena ugarska’, ‘Gonci magyar kajszi’ és ‘Nagygyiimolcsii magyar kajszi’)
esetben az eltérd elnevezések mogott azonos genotipus jelenléte is lehetséges (10. abra).
Harom fajta (‘Mari de Cenad’, ‘Szilisztrenka kompotna’ és ‘Vesna’) klasztere igen

messze esett a csoport tobbi tagjatdl, ami talan abbdl addédott, hogy mind a harom
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esetben hibridekrél van szo, illetve a begyljtés soran ejtett hibat sem lehet teljes
mértékben kizarni.

Vilagosan elkiiloniil a magyar 6rids kajszifajtdk csoportja. Az ide tartoz6 ‘Ceglédi
orias,” ‘Szegedi mamut’ és ‘Ligeti orias’ fajtak teljes azonossagot mutatnak. A korabbi
RAPD illetve 6szibarack SSR-el végzett elemzés is azonos eredménnyel zarult e fajtak
esetében (Pedryc és mts., 2002; Ruthner ¢és mts., 2003; Ruthner és mts., 2006). A
‘Ceglédi orias’ és a ‘Szegedi mamut’ szinonim elnevezések. A ‘Ligeti orids’ viszont
kevés pomoldgiai bélyegben (pl. érésidd) kiilonbozik a ‘Ceglédi oridstol” (Mady és
Szalay, 2003). A ceglédi nemesitésii fajtak jellegzetes klasztert alkotnak. Mind a harom
vizsgalt fajta pedigréjében szerepel a ‘Ceglédi orids’, de ennek ellenére viszonylag tavol
esnek ettdl a fajtatol. Feltlind viszont a Rozsabarackokhoz vald kozelség. A ‘Ceglédi
arany’ (‘Rozsabarack C.1668° x ‘Ceglédi orids’) esetében ez a fajta eredetével
magyarazhatd, de ez lehet a magyardzat a ‘Ceglédi kedves’ esetében is, amely a
"Ceglédi orias’ szabad megporzasabol jott 1étre (Mady és Szalay, 2003).

A Dbukaresti Agronomiai Kutaté Intézet nemesitési programjabol szarmazo
‘Comandor’, ‘Sirena’, ‘Litoral’, ‘Selena’ és ‘Sulmona’ fajtdk az ‘Umberto’, ’Ananas’ €s
‘Luizet’ fajtak keresztezésébdl jottek 1étre, és ennek megfeleléen a dendrogramon mind
egy klaszterbe keriiltek. Erdekes moédon a francia ‘Luizet’ fajta a ‘Magyar kajszi’
fajtacsoporttal egy klaszterbe keriilt. A ‘Magyar kajszi’ feltételezett helyérdl a ‘Luizet’
pedigréjében mar korabbi kézleményekbdl is tudomast lehetett szerezni (Faust és mts.,
1998; Hormaza, 2002). A tanulmanyunkban az SSR-variabilitds alapjan kimutatott
fajtakapcsolatokat kordbbi erre vonatkoz6 informacidk is megerdsitették. A Hormaza
(2002) altal kozolt dendrogramon a ‘Bergeron’, ‘Gonci magyar kajszi’ és ‘Luizet’
szorosan egymas mellett foglaltak helyet, egy klaszterben. Geuna és mts. (2003) az
AFLP-markerekkel kapott eredményei szerint a ‘Budapest’, ‘Bergeron’, ‘Ananas’,
‘Comandor’, ‘Selena’, ‘Ceglédi orias’, ‘Ceglédi bibor’ és ‘Magyar kajszi’ fajtdk szintén
egy klaszterbe keriiltek. A Bergeron RAPD és 6szibarack SSR primerekkel végzett
elemzések soran is kovetkezetesen a Magyar kajszi fajtacsoporthoz kozeli besorolast
kapott (Pedryc és mts., 2002; Ruthner és mts., 2003; Ruthner és mts., 2006).

A kecskeméti csoport két alklasztert alkotott, az elkiiloniilés alapja egyértelmiien

az érési 1d0 volt korai és kései kecskeméti fajtak szerint.
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A ‘Klosterneuburger’ kajszi egy also-ausztriai helyi fajta, aminek feltehetden
magyar az eredete. A vita, hogy talan azonos a Magyar kajszi valamelyik klonjaval, mar
a mult évszdzadban megkezdddott. A gylimolesot elsé alkalommal 1898-ban a bécsi,
majd 1901-ben a kremsi kajszikiallitdson soroltak be, mint ‘Hungarian Best’ fajtat. Az
1943-as bécsi és kremsi kiallitason azonban a két fajtat mar elkiilonitették (Losching és
Passecker, 1954). Adataink viladgosan mutatjak, hogy két kiilon fajtardl van sz6. Ettol
némiképp eltéré6 eredményre jutottak Regner és mts. (2004), akik szamos
‘Klosterneuburger’ és ‘Ungarishe Beste’ fajtat és klonjaikat jellemezték. A vizsgalat azt
az eredményt hozta, hogy a két fajta, noha termesztési tulajdonsidgaiban némileg
kiilonb6z6, genetikai hatterét tekintve lényegében azonosnak tekinthet6. Mindkét fajta
tartalmaz azonban olyan genotipusokat, amelyek eltérnek az alaptipusoktol. Ez részben
a vegetativ szaporitassal tovabb vitt mutaciok eredménye. Ezenkiviil azonban voltak
olyan genotipusok is, amelyek genetikailag olyan tavoliak az alaptipusoktol, hogy a
fajtdhoz tartozasuk megkérddjelezhetd, az elnevezés tévesnek tekinthetd.

A ‘Vinschger Marille’ és az ‘Annanasznij cjurpinszkij’ egy klaszterbe keriiltek.
Ko6z06s genetikai hatteriik nem kizart.

Az 1.1 és az 1.3 alcsoportok a nyugat- és kelet-eurdpai, valamint a legtobb észak-
amerikai fajtdit magukba foglaljak. A ‘Harcot’, ‘Veecot’, ‘Bahrt’ (Orange red) és
‘Morden-604" fajtak kozép-azsiai fajtakkal kozos helye az 1.3 alcsoportban bizonyitéka
annak, hogy a legtobb amerikai fajta amellett, hogy eurdpai genetikai alapokra
vezethetd vissza, azsiai eredetii génekkel is gazdagodott. Ezek az eredmények
megegyeznek azzal a feltevéssel, hogy a kajszifajtidk Kinabol keriiltek Orményorszagba,
majd a romaiak (ie. 70-60) kozvetitésével Gordogorszagon €s Olaszorszagon at keriiltek
Europaba (White, 1970). A kajszi egyes fajtai az USA-ba az angol telepesek és a
spanyol misszionariusok révén keriiltek be Eurdpabol és részben Azsiabol (Faust és
mts., 1998; Hagen és mts., 2002; Mehlenbacher ¢s mts., 1991). Hagen és mts. (2002)
arr6l szamoltak be, hogy az észak-amerikai ‘Veecot’ fajta genetikai rokonsagot mutat
egy torok fajtaval, mig Geuna és mts. (2003) szerint a ‘Veecot” — mas ¢szak-amerikai
fajtakkal egyiitt — a ‘Jerevani’ (szin.: ‘Salah’) fajtadval van rokonsadgban. A mi
vizsgalataink azt mutattdk, hogy a “Veecot” harom masik Eszak Amerikai fajta (‘Bhart’
‘Orange red’ ¢és ‘Kuresia’) tarsasagdban a nyugat-eurdpai fajtakhoz kozel a ‘Jerevani’-

val egy csoportban talalhato.
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A 2. klaszter a kiilonb6z6 allélok nagy valtozatossagaval csak az 4zsiai
genotipusokat (pakisztani magoncok) tartalmazta. Ez a csoport kitiind példa arra, hogy a
ma termesztett fajtdk elddeinek természetes populacidoi mennyire voltak képesek
fenntartani nagyfoku variabilitasukat. Ennek egyik legfontosabb eszkdze az a bonyolult
genetikai rendszer, amely biztositja az allogdmiat, és ennek koszonhetéen gétolja az
egyes allélok fixalodasat homozigdta allapotban, illetve ezek kiszoruldsat a populécio
génallomanyabodl. A vizsgalatban felhasznalt pakisztani magoncok egy ilyen populécio
képviseldi, amely egyrészt megtartotta egyedi voltat, és emiatt valt el a tobbi klasztertdl,
de ugyanakkor a populdcion beliili variabilitds nem engedte, hogy a populaciobol
kiemelt viszonylag kisszdmi minta alapjdn elvaljanak egymastdl az alklaszterek
szintjén (Zohary és Hopf, 1994). Azsia legtobb teriiletén a kajszi domesztikacidja a
természetes magoncok révén tortént meg, ami lehetové tette a faj jelentds genetikai
diverzitdsdnak megtartasat. Ezzel szemben Eurdpaban a termesztési célra leginkabb
megfeleld klonokat szelektaltdk, és vegetativ szaporitds Utjan tartottdk fenn (Hagen és
mts., 2002; Zhebentyayeva ¢és mts., 2003). Ez a gyakorlat oOhatatlanul jelentds
génerozidhoz vezetett, amit nagyon jol példaz a magyar fajtakérben tapasztalt
korlatozott variabilitds. A vegetativ szaporitas mellett a kialakult dntermékenyiilés is
csokkenti a variabilitast A 9. dbranak megfelelen a jol ismert eredetli, kozép-azsiai
‘Zard’ fajta kozel all a ‘Zaposzdolje’ fajtdhoz, aminek fOldrajzi eredetér6l nem
rendelkeziink semmilyen hiteles informacioval. Elemzésiink azonban megerdsiti az
azsiai allélok jelenlétét a ‘Zaposzdolje’ fajtaban.

A fajta szdrmazasat illeten érdekes megallapitast tettek Haldsz és mts. (2007) a
kajszi S-allél rendszerének vizsgalata soran. Az Sc-RN-dz szekvencia alapjan a
‘Zaposzdolje’ fajta a mediterran fajtakhoz volt kdzelebb. Erre magyarazatot adhat, hogy
Ukrajna az azsiai és nyugat-europai fajtak talalkozé helyét jelentette a XVII. szazadban.
Az Sc-RN-dzok kozotti hasonlosag és egyben a fajtak kozotti nagy genetikai tavolsag
azzal magyarazhatd, hogy a ‘Zaposzdolje’ keleti és nyugati fajtak leszarmazottja, de

kiilonbozd genetikai 0sszetétellel.
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6.4.3 A kajszi és néhany rokon faj genetikai kapcsolatanak elemzése
klaszteranalizissel

A rokon fajokkal valé Osszehasonlitisban a kozonséges kajszi, P. armeniaca
termesztett fajtai egy klaszterbe tartoznak, egyértelmiien jelezve a kozos genetikai
hatteret. Ett6l a csoporttdl a P. brigantiaca &ll a legtavolabb (15. adbra). Ez a faj szamos
morfologiai jegyben jelentdsen kiilonbozik a P. armeniaca-t6l, amit a molekularis
elemzések tObbszor is aldtdmasztottak. Takeda és mts. (1998) és Hagen €s mts. (2002)
RAPD- és AFLP-markerek alkalmazasaval az Armeniaca szekcion belil, a P.
brigantiaca-t helyezte el a legtavolabb a P. armeniaca-tdl. A P. xdasycarpa és a
Plumcot, a P. armeniaca * P. cerasifera és a P. armeniaca x P. salicina hibridjei. Ezek
a fajok a 9. abra szerint is a P. brigantiaca és mas kajszi fajok kozott helyezhetok el a
genetikai kiilonbség alapjan. Ezeknek a fajoknak a P. brigantiaca-hoz és P. armeniaca-
hoz vald viszonyat Takeda és mts. (1998), valamint Hagen és mts. (2002) szintén

megerdsitették.

6.4.4 Okofoldrajzi csoportok kozotti genetikai viszony

A kajszifajtdk hagyomdnyos taxondémiaja a fizioldgiai és morfologiai bélyegek
Osszehasonlitasan alapul, és négy f6 OkofOldrajzi csoportot tart szdmon (Kosztina,
1969). Ezek koziill harmat elemezhettiink: a magyar, a nyugat-europai és az észak-
amerikai fajtdkat magéaban foglald eurdpai csoportot, az irani-kaukazusi csoportot, és a
kozép-azsiai csoportot. A 9. abra szemlélteti az UPGMA klaszteranalizis alapjan
megallapitott genetikai viszonyokat a csoportok kozott. A szamitasokban nem vettiik
figyelembe a csoportok kozotti keresztezésekbdl nyert hibrideket. A nyugat-eurdpai és
észak-amerikai fajtdk klasztereinek kozvetlen kapcsolata megfelelt annak a korabbi
feltételezésnek, hogy az amerikai fajtak az eurdpai fajtacsoportnak kdozvetlen
leszarmazottai (Kosztina, 1969; Bailey, és Hough, 1975; Badenes és mts., 1996;
Romero és mts., 2003; Pedryc és mts., 2009). Természetesen az is lehetséges, hogy
véletleniil éppen olyan kilenc észak-amerikai fajtat sikertiilt kivalasztanunk, amely
eurdpai fajtakbol szarmazik. Ez egyértelmiien magyardzza, hogy miért van olyan kozel
ez a csoport a nyugat-europai fajtakhoz.

Az eurdpai fajtacsoporton beliili tovabbi alcsoportok definidldsa nem egyszerd,

mar a csoporton beliili keresztezés lehetdsége miatt sem. Ennek ellenére egyes szerzok
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kiemelik a kelet-eurdpai fajtacsoportot, mint az eurdpai fajtak egy jellegzetes tipusat
(Kosztina, 1969; Kovalev, 1970). Romero ¢s mts. (2003) altal észibarack SSR markeres
vizsgalat adatai alapjan elvégzett klaszteranalizis a kelet-eurdpai csoportot képviseld
magyar fajtakat kozelebb helyezte el az azsiai fajtadkhoz, mint a nyugat-europai fajtak
csoportjahoz. Az eredményeink is aldtdmasztottdk az elobbi megallapitdsokat azzal,
hogy az irani-kaukdzusi és a kelet-europai fajtdk csoportja ebben az esetben is kozeli
kapcsoltsagra utald két alcsoportot alkotnak. Ezek az eredmények a kajszi azsiai
géncentruma iranyabol valo terjeszkedés mentén a magyar eredetii fajtakort egy
kozbiils6 allomas szerepébe helyezik. A vandorlds soran fellépd, a faj genomjat
modifikalé folyamatok fontossagat kordbban mar hangstlyozta Crossa-Raynaud (1960)
¢és Faust és mts. (1998).

A molekularis markerek hasznédlata a fajtak, nemesitési anyagok genetikai
hatterének megallapitasara és nemesitési célu hasznositasara, a fajtagyiijtemények
kezelése ¢és rendszerezése szempontjabol egy igéretes eszkdz a gyilimolcsfajtakkal
foglalkoz6 szakemberek szamara. A legtobb gylimdlcsfajta vegetativ iton szaporitott, és
a szelekcios folyamatok csak kis szamt nemzedékre korldtozédnak (Hormaza, 2002). A
kajsziban fontos nemesitési célok elérése - mint a szélesebb Okologiai adaptacio, a
koérokozokkal, kartevokkel szembeni rezisztenia, az 1ij, a korabbindl jobb mindségii
gylimolcstipusok iranti igény - csak kiilonb6z6 Okofoldrajzi csoportokbdl szarmazod
fajtak felhasznalasaval lehetséges (Audergon, 1995; Badenes ¢€s mts., 1998; Egea és
mts. 1995).

A vizsgélat eredményei azt mutatjak, hogy a mikroszatellitek a fajtaazonositdsban
kivaléan alkalmazhatd6 kodomindns markerek, melyek nagy sikerrel hasznalhatok a

nemesitési programokban akar a szinonim nevii fajtak és hibridek elkiilonitésére is.
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X

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Azonositottunk olyan RAPD ¢és SSR markereket, amelyek alkalmasak voltak a
Magyarorszagon legnagyobb teriileten termesztett 16 fajta azonositasara, egyedi
DNS-profiljanak elkészitésére. A modszert az OMMI a gyakorlatban felhasznalta
fajtaazonositasi célokra.

Megallapitottuk, hogy a kajszibarack genomjara tervezett SSR-primerkészletek
hatékonysaga a kajszi mikroszatellit variabilitasanak kimutatdsara jelentOsen
nagyobb, mint az egész Prunus nemzetségben alkalmazhat6 dszibarack primereké.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy 0sszehasonlitva a kinai, kozép-azsiai,
irani-kaukéazusi, kelet-europai, nyugat-europai €s észak-amerikai fajtacsoportok
kozotti genetikai tavolsagokat, illetve egyedi és kozos allélok jelenlétét, a foleg
magyar kajszifajtakra épiilé kozép-eurdpai kajszifajtacsoport az irani-kaukazusi
fajtdkkal mutatja a legnagyobb genetikai azonossagot. Megerdsitést nyert a francia
‘Bergeron’ ¢és ‘Luizet’ fajtdk genetikai kapcsolata a magyar fajtakkal.
Megallapitottuk, hogy az Orias kajszi fajtacsoportba tartozé harom fajta genetikai
hattere vélhetéen azonos. Bebizonyitottuk, hogy az ¢észak-amerikai fajtak
keletkezésében ugy az eurdpai, mint az dzsiai génallomanyok szerepet jatszottak. A
kozép-eurdpai fajtakon kiviil minden csoportban felfedeztiink egyedi allélokat. A
legtobb egyedi SSR-allél a kinai és kdzép-azsiai fajtadkban talalhatd. A kinai fajtak
SSR-polimorfizmusa jelentdsen eltér a tobbi csoport fajtaitol.

Vizsgalataink ravilagitottak arra, hogy az alapvetéen magyar fajtakbol alloé kozép-
eurdpai fajtakorben mért genetikai diverzitas egyértelmiien alacsonyabb volt, mint

az 0dsszes tobbi fajtacsoportnal.
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8 OSSZEFOGLALAS

A kutatdmunka sordn taldan hazankban az egyik legnagyobb termesztési
hagyomannyal rendelkezé csonthéjas gylimolcsnek, a kajszinak a genetikai hatterét

vizsgaltuk DNS-alapt molekularis markerekkel.

Elséként tobb modszer 0sszehasonlitasaval olyan DNS-izolalasi technikat kellett
talalnunk, ami tobb kdvetelménynek is eleget tesz. A kutatds idején fellelhetd DNS
kivonasi eljarasokat tobb szempontbdl is megvizsgaltuk. A nyert DNS PCR reakciohoz
valo alkalmassagéan kiviil, olyan mddszert kerestiink, amely alkalmas nagy mintaszam
gyors ¢s rutinszerl feldolgozasara, és minél kevesebb kornyezetre, valamint egészségre
karos vegyszer hasznalataval egyszeriien kivitelezhetd. A valasztasunk a Qiagen cég
altal kifejlesztett DNeasy Plant Mini Kitre esett. A modszer egy teljesen zart rendszer, a
hasznalt oldatok biztonsagosak, az eljaras rovid id6 alatt konnyen elsajatithato.
Amellett, hogy egészségi szempontbol semmiféle veszéllyel nem jar, lehetévé teszi,

hogy megfeleld mindségii és mennyiségli genomi DNS-hez jussunk munkank soran.

A konkrét markerezési munka a kilencvenes évek végén elérhetd6 RAPD markerek
alkalmazaséaval kezd6dott. A vizsgalatba allami elismerésben részesitett, a nemzeti leir6
fajtajegyzékben szereplo Osszesen 16, Magyarorszagon legnagyobb teriileten termesztett
fajtat vontunk be. A kiprobalt hatvan OPERON RAPD primer koziil 45 esetben kaptunk
jol detektalhato DNS-fragmentumokat. A kapott fragmentumok tdbbsége uniformnak
bizonyult a vizsgalt fajtdknal, nyolc esetében azonban reprodukalhatéoan polimorf
mintdzatot kaptunk. A polimorf fragmentumokat felhaszndlva a vizsgalt kajszifajtak
tobbségét sikeriilt egyértelmlien megkiilonbdztetni, és egyedi DNS-ujjlenyomatot
késziteni. El6szor sikeriilt az Orias kajszi fajtakorbe tartozo fajtdk genetikai hétterét
illetden informdacidhoz jutni, és igazolni azt a feltételezést, hogy a fajtak genetikai
allomanyukat tekintve nagyon hasonlok.

A vizsgélati eredményeinket, mint a hazdnkban termesztett fajtak meghatarozasara
alkalmas modszert, az Orszdgos Mezdgazdasdgi Mindsitd Intézet Kertészeti
Szaporitdanyagok Osztalya egy szerzddés keretében atvette. A RAPD Kkisérlet
eredményeit késobb elséként altalunk hasznalt kajszibol izolalt SSR markerekkel is

megerdsitettiik.
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A kiilonbozé Prunus fajok mikroszatellit régidit hatarold szekvenciak
konzervativizmusa lehetdvé tette szamunkra, hogy dszibarack primereket hasznaljunk a
kajszi genetikai sokféleségének tanulmanyozasara. A kisérletbe negyvendt olyan
kajszifajtat allitottunk, melyeket Kozép-Eurdpaban termeszthet6ség szempontjabol
értékesnek talaltuk. A felhasznalt 17 &szibarack primer 90%-ban alkalmas volt
mikroszatellit 16kuszok azonositdsara, ami jol bizonyitja a moédszer alkalmazhatdsagat.
A klaszter analizissel 1étrehozott dendrogram a 45 fajtat két f6 csoportba és néhany
alcsoportba sorolta. A két f& csoportot foként azsiai és nem 4zsiai eredetil fajtak

alkottak.

A legszélesebb korti kutatast 133 kajszi genotipus, a P. x dasycarpa és P.
brigantiaca fajok, valamint egy interspecifikus hibrid bevonasaval végeztiik. A fajtak
jellemzésére két kiillonbozd forrasbol szarmazd, 10 kajszira tervezett mikroszatellit
primert alkalmaztunk A kisérletbe vont fajtadk megfelelden reprezentaltak az Eurdpéaban,
az irani-kaukazusi régioban, Kozép-Azsidban és Eszak-Amerikaban termesztett
kiilonb6z6 szarmazasu kajszikat.

Megallapitottuk, hogy a kajszibarack genomjara tervezett SSR-primerkészletek
hatékonysaga a kajszi mikroszatellit variabilitdsanak kimutatasara jelentésen nagyobb,
mint az egész Prunus nemzetségben alkalmazhat6 dszibarack primereké.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy Osszehasonlitva a kdzép-azsiai, irdni-
kaukazusi, kelet-eurdpai, nyugat-europai és észak-amerikai fajtacsoportok kozotti
genetikai tavolsagokat, illetve az egyedi és kozds allélok jelenlétét, a foleg magyar
kajszi fajtdkra épiilé kozép-eurdpai kajszi fajtacsoport az irani-kaukéazusi fajtakkal
mutatja a legnagyobb genetikai azonossagot. Megerdsitést nyert a francia ‘Bergeron’ €s
‘Luizet’ fajtak genetikai kapcsolata a magyar fajtakkal. Bebizonyitottuk, hogy az észak-
amerikai fajtadk keletkezésében igy az eurdpai, mint az 4zsiai génallomanyok szerepet
jatszottak. A kozép-europai fajtdkon kiviil minden csoportban felfedeztiink egyedi
allélokat. A legtobb egyedi SSR-all¢l a kinai és kozép azsiai fajtdkban talalhato.
Vizsgalataink ravilagitottak arra is, hogy az alapvetéen magyar fajtdkbol allo kozép-
eurdpai fajtakorben mért genetikai diverzitas egyértelmiien kisebb volt, mint az dsszes

tobbi fajtacsoportnal.
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9 SUMMARY

Among the Prunus species, probably apricot cultivation has the biggest tradition
in Hungary. In our study, we examined the genetic background of this important species
with DNA-based molecular markers.

As the first step of our work, we compared several DNA isolation techniques in
order to find an appropriate method that fulfils certain criteria. Our aim was to find a
method wich apart from enabling us to extract high quality DNA was also suitable for
PCR reactions to process a large number of samples without being harmful to human
health and natural environment. Finally, we chose the DNeasy Plant Mini Kit produced
by Qiagen. This method can be performed in a totally closed system, the solutions used
are safe, and it can easily process a large number of samples and means no threat to the

users and the environment.

RAPD markers were the first molecular markers that were available for us in the
late 90’s. From the National Catalogue we selected the 16 most widely cultivated
apricot cultivars in Hungary. Sixty decamer primers from Operon Technologies were
used for the PCR reaction. Forty-five of the 60 primers tested were able to produce well
detectable fragments but only 8 of them amplified highly reproducible polymorphic
patterns. We managed to differentiate among almost all of the varieties. In the case of
three varieties, which belong to the so-called Orias group, we found similar patterns.
These results confirm our preliminary expectation that these three varieties have almost
the same genetic background therefore it is impossible to reveal these slight differences
by using RAPD markers. Based on an agreement the National Quality Control
Authority has the intention to use our elaborated method for variety identification
purposes.

The above-mentioned results were confirmed later with SSR markers isolated

from apricot.
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The possibility of cross species amplification among different Prunus species
using SSR primers allowed us to use primers developed in peach to study genetic
diversity in apricot. 45 apricot accessions were selected that represent the cultivars
grown in Central Europe. From the 17 peach primers tested, 90% was able to amplify
SSRs in apricot and more than a half of them were polymorphic. The dendrogram
generated from the UPGMA cluster analysis classified the 45 cultivars into two major
groups and several subgroups. The two major groups contain cultivars with mainly

Asian and non-Asian origin

In our most comprehensive study, 133 apricot accessions, 1 species (P.
brigantiaca) and 2 hybrids (P. x dasycarpa, Plumcot) were chosen to represent the
European, Irano-Caucasian, Central Asian and North American cultivars with different
origin. Ten different primer combinations originally developed for apricot SSR loci and
representing different regions of the apricot genome were used for amplification.

The results obtained in this study show that highly polymorphic homologous
apricot microsatellite markers could be effectively used for fingerprinting purposes in
apricot. They were proven to be more effective than the usage of heterologous peach
primers which are extensively used for cross-amplification in stone fruits.

Our results clearly demonstrated that comparing the genetic distances and the
presence of unique and shared alleles of the Irano-Caucasian, Eastern European,
Western European, Central Asian and North American cultivars, the Central European
group - containing mainly Hungarian cultivars - and the Irano-Caucasian group showed
the highest genetic identity. We confirmed the genetic relatedness of two French
cultivars Bergeron and Luizet to the Hungarian cultivars. We managed to prove that
both European and Asian gene pools were vital in the origin of North American
cultivars. We identified unique alleles in every group except the Central-European
cultivar group. The Central Asian group contained the highest number of unique alleles.
Our results revealed that genetic diversity was the lowest in the Central-European group

including mainly Hungarian cultivars.
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M2. DNS-kivonasi protokollok

DNS-kivonas protokoll 1 /javitott amerikai bab modszer/

0,5 g fiatal levél
hozzaadni 200 pl extrakcios puffert
dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel eldérzsdlni
hozzaadni 200 ul extrakcios puffert
1,5 ml-es eppendorf cs6be attdlteni
100 pl extrakcids pufferrel atmosni a dorzsmozsarat
Osszerazni a csovet, ha kétfazisa
65°C-on, 45 perc-1 ora vizfiirddben inkubalas
centrifuga 10000 fordulat/perc, 10 perc szobahdémérséklet
. feliiluszot eppendorf csébe atonteni
. + kétszeres mennyiségli (kb. Iml ) 95% alkohol+ 7,5 M ammoénium-acetat (6/1
arany) cs0 atforgatasa
12. -20°C-ra 30 perc inkubalas
13. centrifuga 5000 fordulat/perc, 5 perc 0°C
14. feliilisz6t kionteni dvatosan masik eppendorf cs6be majd itatéspapirra
15. iledéket meglazitani + 300 ul TE puffer
16. a feloldodott tiledékhez +10 pul RN-az
17.37°C-on 1 6ra inkubalas centrifugalas 14000 fordulat/perc, 10 mp. 0 °C
18. ha van iiledék—1j cs6be
19. +1 ml 95% etanol+1 M Na-acetat (20/1)=térolhato
20. -20°C 30 perc inkubalés
21. centrifugalas 5000 fordulat/perc, 5 perc, 0°C
22. feliilaszo ledntése (biztos modszerrel)
23. iiledékhez +1 ml 70%-os alkohol
24. vortex (par masodpercig)
25. centrifugalas 14000 fordulat/perc, 15 mp. 0°C
26. ledntés biztos modszerrel
27. 1épések ismétlése: 24.+25.+26.+27.
28. steril papirvattara fiilkében lecsopogtetni
29. a kapott DNS-t 200 ul (0,1)TE pufferben feloldani

SO0 NN R WD =

—_ O
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DNS-kivonas protokoll 2 /kajszira optimalizalt CTAB -mddszer/

1.

W N

I I

0,1 g fiatal levelet folyékony nitrogénben eldorzsolni 1ml extrakcids pufferrel,
eppendorf csébe rakni

30 percig inkubalni, 60°C-on

kloroform/butanol (24/1) keverékkel dsszerazni, annyival, hogy az eppendorf tele
legyen

4500 fordulat/perc, 5 perc centrifuga

Uledék feletti folyékony fazist dvatosan atdntjiik egy masik eppendorfba

0,8-1 ml hideg 95%-os alkoholt adunk hozza

5 percig, -20°C-ra rakjuk

4500 fordulat/perc, 3 perc centrifuga

. feliiluszo eltavolitasa 6vatosan pipettaval

10. iiledékhez 600 ul 1 M NaCl oldat (gyengéden feloldjuk)

11. 60°C-on, 10 perc inkubalas

12. 300 pl tisztitott fenollal finoman dsszevegyitjiik

13. 4500 fordulat/perc, 3 perc centrifuga

14. feliiliszo dvatosan pipettaval masik eppendorfba

15. 500 pl kloroformmal keverjiik

16. 4500 fordulat/perc, 5 perc centrifuga

17. feliilusz6 masik eppendorfba

18. 1 ml hideg 95%-o0s alkoholt adunk hozza

19. 30 percig, -20°C-on inkubaljuk

20. 4500 fordulat/perc, 5 perc centrifuga, feluszoé eltavolitasa dvatosan pipettaval
21. 75%-os alkohollal mossuk (alkohol ledntése dvatosan), egyszer, ha koszos, kétszer
22. steril boxban 10-15 percig szaritom, de nem hagyom teljesen kiszaradni
23.300 pl vizben oldom
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DNS-kivonas protokoll 3 /Qiagen DNeasy® Plant Mini Kit médszer/

WXk W=

0,5 g levél eldorzsolés folyékony nitrogénben

mintat eppendorfba helyezni

400 ul AP1 puffer hozzaadasa

4 ul RN-4z hozzéadésa

razatas vortex-szel

65°C 10 perc inkubalas, 2-3-szori atforgatassal

130 pl AP2 puffer hozzdadasa, 6sszekeveredni és 5 perc inkubalas jégen
lila eppendorfba (QIAshredder) atdnteni a lizatumot

2 perc centrifugalds max. sebességgel

. a szlirlet Uj eppendorfba keriil kb. 450 nl

. 225 ul AP3 puffer hozzdadasa

. 450 pl etanol hozzaadasa

. keverés vagotthegyii pipettaval

. ebbdl 650 ul iiledékkel egyiitt a fehér DNS-sziird eppendorfba pipettaval atvinni
. 1 perc centrifugalas 8000 fordulat/perc

. 14. és 15. 1épés megismétlése a maradék lizatummal

. DNS-sziir6 athelyezése uj 2 ml-es gylijtécsébe

. 500 ul AW puffer és alkohol hozzdadasa

. 1 perc 8000 fordulat/perc (folyadék kiontése)

. 500 pul AW puffer hozzaadasa

. 2 perc centrifugalas maximum sebességgel (membran kiszaradjon)
. DNS-sziir6t 0j eppendorfba helyezziik

. 100 ul 65°C AE puffert a membranra juttatva atmossuk

. 5 percig szobahOmérsékleten inkubaljuk

. 1 perc centrifugalas 8000 fordulat/perc

.23.,24., 25. 1épések megismétlése.
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