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1. A MUNKA ELOZMENYEI

A gylmolcstermesztés fejlodése az okologiai, gazdasagi viszonyoknak mind jobban
megfeleld fajtak eldallitasaval képzelhetd el. A fajtavaltashoz jelentds nemesitési aktivitas
sziikséges, ami rendkiviil hosszu, sok aldozatot koveteld folyamat. A korszerli molekularis
modszerek e folyamat konnyitésére, felgyorsitasara hivatottak. A nemesitési programokban
felhasznalhaté genotipusok (tdjfajtak, vad fajok, hibridek stb.) molekulédris vizsgalata
napjainkban minden jelentds termesztd orszagban kutatasi prioritdsnak szamit.

A cseresznye (Prunus avium L.) elsédleges vélt géncentruma Nyugat-Azsia teriiletére
tehetd, a mérsékelt égovi régiora (De Candolle, 1894). Ezen beliil a Fekete-tenger déli
partvidéke, a nyugat-anatoliai régido szerepét mint elsOdleges géncentrumot erdsen
vélelmezték annak k&szonhetden, hogy a latin Cerasus szd feltehetéen a hajdani pontuszi
Kerasun varos nevébdl szarmazik. Ez a régid jelenleg Torokorszagban talalhatd, mai
elnevezése Giresun (Faust €s Suranyi, 1997). Mas rokon fajok mellett a csepleszmeggy
(Prunus fruticosa) és a meggy (Prunus cerasus) is megtalalhato az anat6liai régioban (Ercisli,
2004). A meggy feltehetden a P. fruticosa és P. avium (Iezzoni és Hancock, 1996; Tavaud és
mts., 2004) természetes hibridének tekinthetd.

A Rosaceae novénycsalad Prunoideae alcsaladjaba sorolhaté valamennyi csonthéjas
gyimdlcsfaj, tobbek kozott a cseresznye oOnmedddsége is gametofitikus tipust. A
természetben az idegentermékenytiilés evolicids Iéptékekben szelektiv eldnyt jelent az adott
faj szamdra, a termesztok azonban jobban kedvelik az dntermékenyiilé fajtdkat. Onmeddd
fajta monokultiraban nem termeszthetd, ezért a sikeres lltetvénytarsitas tervezésekor a
genetikailag meghatarozott, ivari 0sszeférhetdséget kiemelt szempontként kell kezelni. A
termékenyiilés viszonyait a multiallélikus S-l6kusz szabalyozza (de Nettancourt, 2001). Az S-
l6kuszban talalhat6 két gén, melyek koziil az egyik a bibében expresszalodo ribonukleaz (S-
RN-az) enzimet (McClure és mts., 1989), mig a masik a pollentomlében kifejez6do, tn. S-
haplotipus-specifikus F-box fehérjét kodolja (Lai és mts., 2002; Entani ¢és mts., 2003;
Ushijima és mts., 2003). Abban az esetben, ha a haploid pollenszem S-allélja a bibe S-alléljai
koziil barmelyikkel azonos, gametofitikus onmedddség alakul ki, a pollenszemek ugyan
kicsirdznak a bibe feliiletén, de a pollentomlo-novekedés a bibeszal felsé harmadaban megall.
fgy a pollentomld nem képes eljutni az embriézsakig, a termékenyiilés meghitisul.

Az S-RN-az gén 6t konzervalt (C1-C3, RC4 ¢s C5) és egy hipervariabilis régiot (RHV)

tartalmaz, amely a gomb térszerkezetli fehérje felszinén helyezkedik el, és fontos szerepet



jatszik a sajat/idegen felismerésben (Ushijima és mts., 1998). A csonthéjas gytimdlcsok S-RN-
az génjére két, allélspecifikusan valtozé méretii intron jelenléte jellemzo.

A cseresznyefajtdk dnmedddségét €s kolcsonds medddsége régodta ismert (Crane €s
Lawrence, 1929). Matthews ¢és Dow (1969) teszt-keresztezésekre alapozva, hat cseresznye S-
allélt azonositottak (S;-Ss), majd késObb izoenzim €és molekularis vizsgalatokkal tovabbi 10
allél jelenléte volt igazolhatd (BoSkovic és mts., 1997; Boskovi¢ és Tobutt, 2001).

Késébb azonban kimutattak, hogy az Sz és 53, Sis5 €s Ss illetve az S1; és az S7 szinonim
allél elnevezések (Sonneveld és mts., 2003). Spanyol fajtadkban hdrom tovabbi allélt (S23-Sas)
azonositottak (Wiinsch €¢s Hormaza, 2004), bar az S,3 az Si4-alléllal, mig az S»s az S,;-alléllal
feltehetden azonos (Vaughan és mts., 2008). Belgiumi €s angol vadcseresznyékben tovabbi 12
allélt (S17-S22 és $27-S32) azonositottak (De Cuyper és mts., 2005; Vaughan és mts., 2008).
Bizonyos vadcseresznye allélokat (S)7, Si9, S21 €s S22) sziciliai, német €s magyar arufajtadkban
is kimutattak (Békefi és mts., 2003; Marchese ¢és mts., 2007; Schuster és mts., 2007).

Nyolc cseresznye S-allélt (S1, Sa, S, So, S12, S13, Si1a- €s Si6) meggyben is kimutattak
(Tsukamoto és mts., 2006; 2008), melyek koziil tobb funkcidovesztéses mutaciot szenvedett.
Ezenkiviil szamos meggy allélt (Sz6, S33-S3s, S36a, S360, S36p2, €5 S3603) Nem talalhaté meg
cseresznyeben, igy feltételezték, hogy azok a csepleszmeggybdl szarmaznak (Tsukamoto és
mts., 2008).

Az azonos S-genotipust fajtdk kolcsondsen inkompatibilisak, k6zds inkompatibilitasi
csoportot (CIG) alkotnak. Napjainkban 44 inkompatibilitasi csoportot tartunk szamon. Tobutt
¢s mts. (2005) 26 inkompatibilitasi csoportot irt ossze a klasszikus €s molekularis adatok
feldolgozasaval. A csoportok szamat késobb Schuster és mts. (2007) 36-ra bovitették. Nem
sokkal kés6bb Marchese ¢s mts. (2007) leirtdk a XXXVII-XL, majd Gisbert ¢s mts. (2008) a
XLI és Ipek és mts. (2011) a XLII-XLIV inkompatibilitasi csoportokat. Békefi és mts. (2010)
egy évvel kordbban szintén publikdltak egy csoportot, melynek a XLII. csoport elnevezést
javasoltak, igy tulajdonképpen 45 csoport ismert. Az egyedi S-genotipussal rendelkezd fajtak
univerzalis pollenaddkként hasznalhatok.

Mig tobb szdz eurdpai €s észak-amerikai cseresznye fajta S-genotipusa ismert, a
géncentrum teriiletére vonatkozd adatok korlatozott mértékben allnak csak rendelkezésre
(Ipek és mts., 2011). Vizsgélataink soran ezért a torokorszag teriiletén termesztett régi
tajfajtak ¢és vadon termd allomanyokbol szelektalt egyedek S-lokuszanak vizsgalatat tiiztiik ki

célul.



2. CELKITUZES

Munkank soran az alabbi célokat tuztik ki:

1. Termesztési €s / vagy nemesitési szempontbol értékes tordk cseresznyefajtak,
illetve a Fekete-tenger partvidékén szelektalt klonok termékenyiilési viszonyait
meghatarozo S-genotipusanak tisztdzasa.

2. Uj cseresznye S-RN-dz allélok parcialis génszekvencidjanak meghatarozasa és

molekularis jellemzése.

3. A vizsgalt mintakor S-allél-készletének attekintése, a 10kusz variabilitasanak
jellemzése.
4. Megismerni, milyen folyamatok allnak a géncentrumra jellemzd genetikai

valtozékonysag kialakuldsanak hatterében.

5. Az S-genotipus meghatarozasara hasznalhat6 molekularis vizsgélati eljarasok
fejlesztése, mely nagy genetikai variabilitdsu ndvényanyag vizsgalata soran is
megbizhato eredményt ad.

6. Az S-RN-dz génben bekdvetkezett mutaciok feltarasa, evolucios / filogenetikai

elemzése.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényanyag

A kisérleteink soran 30, Torokorszagbol szarmazd dshonos cseresznyefajtat, valamint
17, a Fekete-tenger mellékén €16 vad populaciobol szelektalt fajtajelltet vizsgaltunk, melyek
a torOkorszagi Atatiirk Kozponti Kertészeti Kutatdintézet (Atatiirk Central Horticultural

Research Institute, Yalova) génbanki tiltetvényében talalhatok meg.

3.2. DNS-alapu vizsgalatok

3.2.1. DNS-kivonas

A novények teljes genomi DNS-tartalmat riigyekbdl nyertiik ki DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével, a gyartd utasitdsait kovetve. A DNS-kivonatok
mennyiségi ¢és minds€gi paramétereit Nanodrop ND-1000 spektrofotométer (NanoDrop

Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) késziilékkel ellendriztiik.

3.2.2. Konszenzus PCR analizis

Az S-RN-dz allélok amplifikacidjahoz konszenzus primereket hasznéaltunk. Az elsd
intronrégio felszaporitdsdhoz a PaConsl-F valamint PaConsl-R primerpart, mig a masodik
intronrégid amplifikacidjahoz a PaConsll-F és PaConslI-R primerpart alkalmaztuk
(Sonneveld és mts., 2003).

Az S13-RN-az esetében az elsé illetve masodik intronrégion beliill megtalalhato
mikroszatellit régid6 kimutatdsat a Marchese ¢s mts. (2010) altal kifejlesztett primerparok
segitségével végeztiik el.

Az S-RN-dz gén harmadik exonjanak — a gén C3 ¢és C5 kozotti régiojanak —
amplifikaciojadhoz az EM-PC3consRD primer (Sutherland ¢és mts.,, 2004) reverz
komplementer oligonukleotidjat hasznaltuk — melyet EM-PC3consFD primernek neveztiink el
—az EM-PC5consRD primerrel parositva.

A PCR-reakciokhoz koriilbeliil 20-80 ng DNS-t hasznaltunk 25 pl végtérfogatban. A
10x Dream Taq puffer (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada) KCl-ot és

(NH4),SO4-0t is tartalmazott a DreamZag' ™ DNS-polimerdz enzim (Fermentas-Thermo



Scientific, Burlington, Kanada) megfeleld mikodéséhez sziikséges ardnyban. A PCR-
reakcidelegy végsé koncentracidja 4,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM a megfeleld
primerekbdl és 0,06 U Dream7aq DNS-polimerdz enzim. A PCR-reakciok PTC 200 (MJ
Research, Quebec, Kanada) tipust késziilékben futottak. A reakciok sordn alkalmazott
programok a primerektdl fliggden eltérdek voltak (Sonneveld és mts., 2003).

A masodik intron PCR-termékeket 1,2 %-os TAE illetve TBE agar6z gélben
kiilonitettiik el egymastol (1,5 h 100 V) és etidium-bromidos festéssel, UV-fénnyel atvilagitva
tettiik lathatova. Az egyes PCR-fragmentumok méretének meghatarozasahoz 1 kb DNS-
markert (Promega, Madison, USA) hasznaltunk.

3.2.3. Allélspecifikus PCR-vizsgalatok

Az allélspecifikus PCR-vizsgélatot minden fajta esetében a rendelkezésre all6 Osszes
allélra (S1-S7, So, Sio, S12-S14 €s Si) nézve elvégeztiik, belsd kontrollként egy minden
genotipusban megtalalhatd fenmilalanin  ammonia-liaz (PAL) szekvenciat felszaporitd
primerpart hasznaltunk. A reakciok Sonneveld és mts. (2001, 2003) alapjan futottak. Uj allél-
specifikus primereket terveztiink az S17-Si9, Sas, S34 €s S37 allélok kimutatasara.

Az allélspecifikus PCR-eket DreamTaq polimerdz enzim (Fermentas) felhaszndlasaval
végeztiik, a reakcio lépései 3 perc 94 °C-os kezdeti denaturacios 1épés, ciklusonkénti Iépések:
30 masodperc 94 °C denaturéacio, 30 masodperc 50-63 °C (a primer olvadaspontjatol fliggd
hémérsékleten), 1,5 perc 72 °C polimerizacids 1épés, melyet 35 ciklus utan egy 5 perces 72

°C-o0s végso extenzios 1épés kovet.

3.2.4. A PCR-termékek fragmentumhossz-analizise, klonozasa, szekvenalasa és a

szekvenciak vizsgalata

crcr

fragmentumok pontos méretének meghatirozdsa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) elnevezésii automata DNS-szekvenatorral
tortént.

izolaltuk vissza EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit (Bio Basic Inc., Markham
Ontario, Kanada) segitségével, majd klonoztuk pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA)
illetve pTz-57R/T (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada) plazmid vektorokba. A



klénozott fragmentumokat JIM109 valamint DHSa kompetenssé tett E. coli baktériumsejtekbe
transzformaltuk, melyeket a Z-Competent'™ E. coli Transformation Kit (Zymo Research
Corp., Irvine, Kalifornia, USA) segitségével preparaltunk.

A plazmidokat EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Kit (Bio Basic Inc., Markham
Ontario, Kanada) izolaltuk. Szekvencidjuk meghatarozasa szintén ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) automata DNS-szekvenatorral
tortént. Minden fragmentum esetében két vagy harom klon szekvenalasat végeztiik el M13
preimerrel, mindkét irdnyban.

A DNS- és aminosav-szekvencidk homologiavizsgalatahoz az NCBI BLASTN 2.2.27+
szoftverét (Zhang ¢és mts., 2000) hasznaltuk. Az illesztéseket a CLUSTAL W (Thompson és
mts., 1994) és a BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, Kalifornia, USA) programokkal hoztuk
létre. A restrikcids endonukleazok hasitohelyeit a TACG 3.2 szoftverrel (Biology Workbench,
http://workbench.sdsc.edu) hataroztuk meg. A filogenetikai és molekularis evolacios
analiziseket a MEGA version 5.1 szoftver segitségével hajtottuk végre (Tamura €s mits.,

2011).

3.2.5. A bizonytalan funkcidju S7,-RN-dz allél klonozasa és szekvenalasa

Harom genotipus:‘Artvin-45°, ‘Eryatagi Amasya 0849’ and ‘Turfanda Kara’ esetében
376 bp méretii elsd intron fragmentum, a masodik intron PCR-analizise soran pedig egy kb.
3000 bp méreti fragmentum keletkezett. Mivel méretei alapjan egy eddig ismert alléllal sem
azonos, feltehetden egy uj alléllal 4llunk szemben.

A gén harmadik exonjat amplifikaltuk C3 és C5 kozotti régiokban EM-PC3consFD €s
EM-PC5consRD primerparok segitségével. Az eddig ismeretlen S-RN-dz allél (késdbbiek
soran S7m-ként jelolt) harmadik exonjdnak ‘Turfanda Kara’ (S4S7m) esetében transzformalt
fragmentumat kolonia-PCR-t kdvetden EcoRV (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington,
Kanada) restrikcios enzimmel hasitottuk. Kizardlag azokbdl a koloniakbol izolaltunk plazmid

DNS-eket, amelyek nem hasitodtak az Ss-RN-dz jelenlétére utaldo méretnél (81 €s 165 bp).



4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A torok cseresznyék S-lokuszanak variabilitasa

A 47 vizsgalt torok cseresznyébdl tizenkét ismert, termesztett cseresznyefajtakbol leirt
S-RN-dz allélt (Si-S7, So, Sio és Si2-Si4) mutattunk ki (1. dbra). Osszesen 26 kiilonbdzé S-
genotipust hataroztunk meg a 47 torokorszagi cseresznye vizsgalataval. Tekintettel arra, hogy
az Ss, Sis €s Sij-alléljeloléseket hasznalaton kiviil helyezték, mert azok az Ss, Ss és Ss-
alléloknak felelnek meg (szinonim elnevezések), a Sonneveld ¢s mts. (2001; 2003) altal
termesztett cseresznyefajtadkbol azonositott, 6sszesen 13 S-RN-dz (S1-S7, So-S10, S12-S14 €s Si6)
allél koziil csak az Sj6-os allélt nem mutattuk ki. Az Sj¢-0s allél a sziciliai fajtakban fordult eld
a legnagyobb relativ gyakorisaggal (Marchese és mts., 2007). A torok cseresznyékben a
leggyakrabban el6forduld allélok az Ss- és Ss-allélok voltak.

a
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1. abra. Néhany vizsgalt torok cseresznye tajfajta és szelektalt klon S-PCR analizise az S-RN-dz gén
PaConslI-F és PaConslI-R (b) konszenzus primerekkel. M: 1kb méretmarker (Promega, Mannheim,
Németorszag), 1. ‘Artvin-5" (S14537), 2. ‘Artvin-43’ (S5512), 3. ‘Artvin-45 (S1S7m), 4. ‘Aydin Kirazt’
0890 (S5,53), 5. ‘Elifli” (S55,), 6. ‘Eryatagi Amasya 0849’ (S4S7), 7. ‘Tabanlt’ (S19551/25), 8. ‘Tezce
09127 (S5815), 9. ‘Turfanda’ (SeSy), 10. ‘Turfanda Kara’ (S4S7,), 11. “Yakacik’ (S5,Sis), 12. Coll. 1
(8384), 13. Coll. 12 (S5S14), 14. Coll. 13 (S5S4), 15. Coll 14 (§1S4), 16. Coll. 16 (S,Si5), 17. Coll. 19
(5254), 18. Coll. 20 (53518), 19. Coll. 34 (S4S7), 20. Coll. 36 (S4S6), 21. Coll. 38 (S4S34), 22. Coll. 43
(82513), 23. Coll. 54 (S5S4), 24. Coll. 56 (S554), 25. Coll. 59 (S,531), 26. Coll. 68 (S,S4), 27. Coll. 69
(8457) és 28. Coll. 71 (S4517).

A vadcsereszny¢kbdl azonositott allélok koziil néhanyat, pl. §17-S19 (De Cuyper és mts.,
2005), S2125 (Wiinsch és Hormaza, 2004) és S3; (Vaughan és mts., 2008) szintén kimutattunk.
Az Sjsg-allél jelenlétét termesztett cseresznyében azonban elsd izben sikeriilt igazolnunk.

Ezenkiviil olyan allélokat is sikeriilt kimutatnunk, melyeket kordbban sem vadcseresznyében,



sem termesztett cseresznyében nem azonositottak (Ss4, illetve altalunk Ss7-nek és S7,-nek
elnevezett all¢lok). Azonositottunk egy cseresznyében eddig ismeretlen, 0j S-RN-dz allélt

(837) és egy 11j inkompatibilitasi csoportot (XLV. csoport, $2515).

4.2. A korabbi S-genotipusok javitasa és modszertani fejlesztés

A kozelmultban Ipek és mts. (2011) 40 torok cseresznyefajta S-genotipusat hataroztak
meg a Sonneveld és mts. (2001; 2003) altal kidolgozott konszenzus és allélspecifikus PCR
technikdval. Az Ipek és mts. (2011) altal vizsgalt fajtdk koziil 22 a mi kisérleteinkben is
szerepelt. Ezek koziil 19 esetben (‘Abdullah’, ‘Aci Bursa’, ‘Bademli 0898°, ‘Cemal’, ‘Demir
0903°, °‘Elifli’, ‘Halil Efendi’, ‘Kadi 0878, ‘Kara 0908’, ‘Kara Kiraz’, ‘Kazancioglu’,
‘Kirdar’, ‘Mustafa Kemalpasa’, ‘Nigde’, ‘Sarr’, ‘Sultan’, ‘Sultan Hisar’, ‘Turfanda’ ¢és
‘Zeyidali 0906°) az S-genotipusokat sikeriilt megerdsiteniink.

Héarom fajta esetében azonban a korabban javasolt S-genotipusoktol eltérd allél-
Osszetételt hatdroztunk meg. Ipek és mts. (2011) az ‘Aydin Siyahr’ fajta esetében S,S;
genotipust irtak le, de vizsgéalatunkban az Ss-allélspecifikus primer negativ eredményt adott.
Erdekes modon azonban az So-allélspecifikus primer pozitiv eredményt mutatott. Raadasul az
S$2-RN-dz allélra jellemzd intronrégio-méreteken kiviil az elsd intronrégid amplifikalasakor
egy 440 bp méretli (az S5 jellemzd mérete 303 bp), a masodik intronrégid vizsgalatakor egy
730 bp méretii (az S3 jellemzé mérete 898 bp) fragmentumot mutattunk ki. Ezek a méretek az
S10-RN-az mtronméreteivel mutattak egyezést (Sonneveld és mts., 2003), de a kérdés
megnyugtatd tisztazasa érdekében a fragmentumokat klonoztuk, és DNS-szekvencidjukat
meghataroztuk. A BLASTN analizis 99 % azonossagot (E értek = 0,0) tart fel az Syo-RN-dz
alléllal.

Ipek és mts. (2011) a ‘Kara Gevrek’ fajta esetében egy triploid S-genotipust javasoltak
(8535556), eredményeink azonban csak két allél (53Ss) jelenlétét igazoltdk; harmadik
fragmentum nem amplifikdlodott egyik konszenzus primerparral sem, illetve az Se-
allélspecifikus primer is negativ eredményt adott. A triploid genotipust a szerzok
elképzelhetonek tartottdk, €s a belga vadcseresznye populacidkban leirt hasonld jelenséggel
(De Cuyper ¢és mts., 2005) tamasztottak ald eredményiiket. A ploidia szintet azonban sem
mikroszatellit analizissel, sem flow citométerrel nem erdsitették meg, szemben De Cuyper €s

mts. (2005) vizsgalataval, ahol mindkét analizist elvégezték. Az altalunk megallapitott diploid
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genotipus valdszinlibb egy tajfajta esetében, melynek szelekcidja soran a termésbiztonsag €s a
hozam nyilvdnvaloan fontos szempontok voltak.

A ‘Tabanli’ fajta esetében az Ipek ¢s mts. (2011) altal javasolt S»- €és Sjo-allélok egyikét
sem sikertilt megerdsiteniink. Jollehet a masodik intronrégié fragmentumainak elkiilonitése az
agardzgélen nem megbizhatd (~200 bp eltérés), az elsdé intronrégid esetében a mért értékek
jelentésebb mértékben (10—80 bp) tértek el az S>- €s Sjp-allélok jellemzd méreteitdl. Tovabbi
megerdsitést jelentett azonban az a tény, hogy Ipek és mts. (2011) eredményeivel ellentétben
mind az S,-, mind az Sjp-allélspecifikus PCR negativ eredményt adott. A klonozhatdo méreta
fragmentumok DNS-szekvenciajat meghataroztuk, ami igazolta, hogy a fajta az Sy9- és S21/25-
allélokat hordozza. Feltéve, hogy a vizsgalt mintdk mindkét analizisben fajtaazonosak voltak,
ez a jelenség arra hivja fel a figyelmet, hogy a termesztett cseresznyefajtak korlatozott szamu
S-alléljainak kimutatasara tervezett konszenzus €s allélspecifikus PCR nem megbizhato olyan
mintakorok esetében, amikor mas (pl. vadcseresznye) allélok jelenléte sem kizarhato.

Az ‘Aydin Siyahr’ és ‘Tabanli’ fajtak altalunk illetve Ipek és mts. (2011) altal
meghatarozott eltérd S-genotipusanak hatterében az is 4allhat, hogy a két kisérletben
ugyanazon a fajtanéven nyilvantartott, de eltér6 genotipusokat hasznaltunk. A
cseresznyemintadkat mindkét tanulmanyhoz az Atatiirk Kozponti Kutatdintézet yalovai
génbankja biztositotta, ugyanakkor elképzelhetd, hogy a mintdkat nem ugyanarrél az egyedrol
gyljtotték. Tajfajtdk esetében eldfordulhat, hogy a kiilonbozd teriileteken megtalalhatod
egyedek nem klonok, hanem genetikailag valamilyen mértékben kiilonboznek egymastol
(Halasz és mts., 2010).
azonositottuk, mert a BLASTN analizis 100 %-0s egyezést mutatott a spanyol ‘Taleguera
Brillante’ Ss-alléllal (Wiinsch €s Hormaza, 2004). Meg kell azonban emliteni, hogy az S»s-
allél masodik ¢és harmadik exonjanak nagy része megegyezik az S>;-allél DNS-
szekvenciajaval (Vaughan és mts., 2008). Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az S és S»s
funkciondlisan azonos allélokat jelolnek, €s igy a két jelolés szinonim. Ezért a dolgozatban a

feltételezhetd azonos funkciodt kifejezd Sz12s jelolést alkalmaztuk. Az NCBI adatbazisban az

crcr

crcr

(Wiinsch és Hormaza, 2004) alapjan terveztilk meg, mert a ‘Tabanli’ kb. 2000 bp méretii
fragmentuménak kloénozasa nem volt sikeres. A primer a ‘Tabanli’ fajta esetében pozitiv
eredményt adott, ami tovabbi bizonyiték az allél jelenlétére. Erdekes azonban, hogy amig az

S»5 €s a német vadcseresznyében kimutatott S»; (Schueler és mts., 2006) minddssze néhany
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nukleotidos eltérést mutatott, a belga vadcseresznye S;;-allélja (De Cuyper és mts., 2005)
ezektdl jelentds mértékben kiilonbozott: szamos mutacid (indel €s SNP) mutatkozott a
masodik intron jelentds szakaszan. Tekintettel arra, hogy az S,;s-allélspecifikus primert is
olyan intronrégid alapjan terveztiik, mely a belga és német allél esetében nagyon eltérd
(szdmos SNP ¢és egy négy nukleotidos indel is talalhaté ezen a szakaszon), az altalunk
tervezett primer feltehetden csak az Sys-allélt €s a német S;-allélt mutatja ki, a belga S;;-allél
kimutatdsara azonban nem lesz hasznalhat6. Ehhez 0 primer tervezése javasolhato.

A konszenzus ¢és allélspecifikus primerekkel elvégzett vizsgalat alapjan 12 fajta
esetében a teljes S-genotipus nem volt meghatarozhato. Feltételeztiik, hogy ezek a fajtak
cseresznyében eddig nem azonositott, 0 all¢lokat, vagy olyan vadcseresznye allé¢lokat
hordoznak, melyek megbizhatd6 kimutatasara korabban nem dolgoztak ki modszert.
Eredményeink megerdsitése illetve a tovabbi vizsgalatok id6- és koltségigényének mérseklése
céljabol fontosnak tartottuk allélspecifikus primerek tervezését az Si7, Sis, S19, S21/25, S34 €s S37
allélok megbizhat6 kimutatédsa érdekében. Valamennyi 0j primer megbizhatéan miik6dott.

Eredményeink fontos aspektusa, hogy jo1 mutatjak a konszenzus primerek kizardlagos
hasznalatdnak korlatait. A funkcionalisan kiilonb6zd, ugyanakkor hasonlé vagy azonos
intronméreti  S-RN-dz all¢lok eléfordulasanak valdszintisége sokkal nagyobb olyan
teriileteken, ahol az adott fajt nagymértékli genetikai variabilitas jellemzi. Erre a jelenségre jo
példa a kelet-eurdpai mandulafajtakban azonositott S3;3-RN-dz allél, amelynek intronméretei
alig kilonboznek az So-RN-dz alléltol (Halasz és mts., 2008). A csonthéjas fajok
géncentrumaban vagy annak kozelében megtalalhatd egyedek S-genotipusanak
meghatarozéasara kétlépcsds vizsgalatot javasolunk, melynek célja egyfelél a megbizhatdsag
biztositasa, masfel6l a folosleges koltségek elkeriilése. Az elsd 1épésben eldzetes szkrinelést
végziink az intronrégidkat amplifikald két konszenzus primerparral, majd a masodik 1€pésben
a feltételezhetd allélok megerdsitésére elvégezziik a megfeleld allélspecifikus PCR-t. Tovabbi
vizsgalatokra (jabb allélspecifikus PCR vagy szekvenalas) csak akkor van sziikség, ha az

elvégzett vizsgalatok hianyos vagy ellentmondasos eredményre vezetnek.

4.3. Az S-RN-az allélok evolucios kapcsolatai

A transz-specifikus evolucio jelenségét (két kiilonboz6 faj bizonyos S-alléljainak
szekvencidja nagyobb mértékben hasonlithat egymashoz, mint amennyire egy faj két

kiilonb6zoé funkcioju S-allélja) a Solanaceae csaladban és a Maloideae ¢s Prunoideae
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alcsaladokban egyarant kimutattak (Ioerger és mts., 1990; Sassa és mts., 1996; Sutherland és
mts., 2008). Vizsgalataink soran két transz-specifikus S-RN-dz allélt azonositottunk.

Az egyik az Uujonnan kimutatott Si3; cseresznye allél, amelynek genomi DNS-
szekvencidja 99 %-os egyezést mutatott a P. speciosa Si3-RN-dzzal. llyen nagymértéki
egyezés az allélok kozott keétféleképpen alakulhat ki: az allélok k6zos eredetével, vagy az allél
introgresszioval torténd atkeriilésével egyik fajbol a masikba (Sutherland és mts., 2008). A P.
speciosa S13-RN-az allélt eddig minddssze két, a Japanhoz tartozd Kouzu szigetén €16 egyed
genotipusdban mutattdk ki (Kato és mts., 2007). Az Ss7-allélt egy Torokorszag Artvin
régidjaban szelektdlt egyed hordozta, igy a foldrajzi izolacid az introgresszid lehetdségét
kizarja. A két allél kozott kimutathatdo molekularis eltérések ugyanakkor alatdmasztjak, hogy
feltehetden mindkét faj kozos 0sétdl orokolte ezt az allélt, és a kiilonbségek a fajkeletkezést
kovetd divergens evolicid soran jottek 1étre. Ennek alapjan a mutaciok a Pseudocerasus (P.
speciosa) €s Eurocerasus (P. avium) szekciok (Bailey, 1927; Rehder, 1958) szétvalasat
kovetden alakulhattak ki.

A transz-specifikus evoluci6 jelensége a Coll. 59 szelektalt klonban azonositott
vadcseresznye S31-RN-dz allél esetében is kimutathato volt. Ez az allél 95 %-ot meghalado
azonossagot mutatott mas Prunus S-RN-dz allélokkal, példaul egy P. speciosa alléllal, a P.
armeniaca Sse, P. armeniaca Sy és P. mume Sx-allélokkal. Az S3i- és a ‘Ceglédi Piroska’
kajszi S>0-RN-dz intronrégiok mérete minimalis kiilonbséget mutatott: az elsd intronban a
kajszi Sy-allél egy AAT ismétlodést hordozott, mig a masodik intronban hiarom darab
egynukleotidos inszerciot. A maximalis parszimonia mddszer alapjan készitett filogenetikai
analizis a P. avium és P. speciosa (Cerasus fajcsoport) allélokat kiilon kladba rendezte
100 %-os bootstrap értékkel. Minden mas, a Prunophora fajcsoportba tartoz6 faj (P.
armeniaca €s P. mume) allélja a Cerasus szekvencidk altal alkotott kladdon kiviil taldlhat6
meg.

A mutéciok szelekcios szempontbol feltehetden semleges hatastak (az intronrégidban
talalhatok, vagy nem okoznak aminosavcserét), és ennek megfelelden az S-RN-az aktivitasat
nem gatoljak. A ‘Ceglédi Piroska’ (S3S20) kajszifajta 6nmeddd, igy az Sye-allél funkcidja
valoban sértetlen (Haldsz, 2007). A DNS-szekvencidk kozti eltérés mértéke megfeleltethetd
az allélokat hordozo6 fajok evolicids szétvalasa ota eltelt idovel. A Rosaceae csaladon beliili
fajkeletkezések relativ ideje ma még nem ismert (http://paleodb.org), igy ilyen tipust
vizsgalatokra is hasznosithato lehet az S-RN-dz allélok altalunk kimutatott szekvencia-

polimorfizmusa (ha a valtozas sebességét az egyes filogenetikai 4gakon azonosnak tekintjiik).
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A Prunus S-RN-dz allélok evolacios valtozasa mas allélok (Si, S3, Ss4, Ss €s Sio)
szekvencia-polimorfizmusaban is tetten érhetd volt. A torokorszagi tajfajtak illetve szelektalt
vadcseresznye klonok Osszevetése a nemzetkdzi adatbazisban taldlhato (elsdsorban régi
europai fajtakbol szarmazo) allélszekvenciakkal szamos SNP kimutatasat tette lehetdveé.

Az S-RN-dz allélok jelentdsebb evolucios megvaltozasa leginkdbb az S7,-allél esetében
volt megfigyelhetd. A konszenzus PCR vizsgélatok illetve az elsd intron DNS-szekvenciaja 0
S-RN-dz allélnak mutattak. A C3 és C5 régiok kozotti exonszakasza azonban megegyezett az
S7-allél szekvenciajaval. A masodik intron feltehetden szintén jelentds mértékben kiillonbozik
az S7-RN-dz mésodik intronjatol, mivel az S;y-allél masodik intronrégidjanak mérete kozel 3
kb, szemben az S7-allélra jellemzd 2385 bp mérettel (Sonneveld és mts., 2003). Raadasul az
S7-allélspecifikus primer is negativ eredményt adott. Jollehet az S-RN-dz gén C1 és C2 régioi
kozott szdmos aminosavceserét okozd, nem szinonim mutacidt azonositottunk, mindezidaig
nincs kisérletes eredmény arra vonatkozéan, hogy ez a régido szerepet jatszik az
mutattak ki a pozitiv szelekcio hatasat (Ishimizu és mts., 1998), melyek egyike sem felel meg
a Cl és C2 régiok kozti szakasznak. A pozitiv szelekcido a fehérjekddold gének azon
szakaszan jelentkezik, ahol a nem szinonim mutacidok szdma meghaladja a szinonim mutaciok
szamat, vagyis ahol a fehérje aminosav-sorrendjének valtozéasa feltehetden evolucios, adaptiv
elonyt jelent az €l61ény szamdra. Az S7ys-allél a késobbiekben ahhoz is felhasznalhato lehet,
hogy jellemezni tudjuk a Prunus S-RN-dz gén CI1-C2 régidjanak hozzajarulasat az

allélspecificitas kialakitdsdhoz.

4.4. Géncentrum ¢és kulturevolucio az S-lokusz tiikkrében

Torokorszag fekete-tenger-melléki partvidékét csapadékos éghajlat jellemzi. A keleti
régid éves csapadékmennyisége atlagosan 2200 mm (Sensoy, 2003). Torok kutatok és
cseresznyenemesitok 2003-ban expediciot szerveztek a teriiletre, hogy a gytimdlcsrepedéssel
szemben ellenall6 genotipusokat taldljanak. Munkajuk soran mintegy negyven vadcseresznye
egyedet szaporitottak le, és helyeztek iiltetvénybe tovabbi vizsgalatok céljaval. Ezek koziil
emelték ki a Coll. sorozattal jelolt klonokat, melyeket nemesitési alapanyagként a leginkabb
perspektivikusnak tartottak.

Tekintettel arra, hogy a klonokat vadcseresznye allomanyokbol szelektaltak, nem

meglepd, hogy szamos olyan allélt (S;7, Sis €s S31) hordoztak, melyet korabban elsdsorban
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vadcseresznyébdl mutattak ki (De Cuyper és mts., 2005; Vaughan ¢és mts., 2008). Ugyanakkor
vadcseresznye allélokat (S5, Sio €s S2125) a torok tajfajtdkban is kimutattunk. Az Sig-allél
jelenlétét elsd izben igazoltuk termesztett cseresznyében (‘Tezce 0912° €s “Yakacik’), ami sok
egyeb tényezd kozott dnmagaban is arra utal, hogy a torok cseresznyét sokkal szélesebb
genetikai hattér jellemzi, mint a f6 arufajtakat.

Vizsgalataink fényt deritettek a cseresznye és a meggy kozotti genetikai kapcsolat egy
részére is. Kimutattuk, hogy a Coll. 38 jelu szelektalt cseresznyeklon hordozza az Ss4-RN-dz
allélt, melyet kordbban kizardlag meggyfajtakbol azonositottak. Tsukamoto €s mts. (2008)
hipotézise szerint ez az allél, egyiitt a meggyben azonositott két masik (Ss3 €s S3s) alléllal a
csepleszmeggybdl (P. fruticosa) szarmazhatott. A termesztett meggyet ugyanis a
vadcseresznye ¢€s a csepleszmeggy spontan hibridjének tartjak (Iezzoni €s Hancock, 1996;
Tavaud és mts., 2004). Erdekes, hogy Tsukamoto és mts. (2008) maguk is emlitést tettek egy
tanulmanyrol, melyben a Michigan Allami Egyetem meggy génbankjaban megtalalhatd P.
cerasus egyedek S-genotipusat meghataroztak, és az S33- és Sss-allélokat szamos egyedben
megtalaltdk, mig az Ss4-allélt egyetlen egyedben sem sikeriilt kimutatniuk. Igazoltuk, hogy az
S34-allél megtalalhat6 a vadcseresznyében, igy eredményilink megnyugtaté modon lezérta ezt a
kérdést, €s bizonyitotta, hogy Tsukamoto ¢és mts. (2008) hipotézise nem felel meg a
valosagnak.

A meggybdl azonositott S34-RN-dz (Tsukamoto €s mts., 2008) és a cseresznye S34-RN-dz
allél kozott szamos SNP-t mutattunk ki, melyek zome szelekcidos szempontbdl semleges
hatast. Erdekes megfigyelni, hogy a meggy és cseresznye allél kozott sokkal nagyobb
mértékli szekvencia-eltérés volt kimutathatdo, mint akar a Cerasus ¢és Prunophora
alnemzetségekbe tartozd egyedek altal hordozott S3; transzspecifikus testvérallélok kozott,
amelyek fliggetlen evoliicids multja bizonyosan hosszabb i1d6ét 6lel fel. Mindez Osszefiigg a
meggy tetraploid genomjaval.

A cseresznye S;3-RN-dz mindkét intronjaban talalhat6 egy révid ismétlddé motivumokat
tartalmazo, mikroszatellit régi6. Marchese ¢s mts. (2010) a kdzelmultban kimutatta, hogy
mindkét mikroszatellit régio fajspecifikus, intraallélikus méretpolimorfizmust idéz eld. Mas és
mas méretek jellemzdok a termesztett cseresznye, vadcseresznye €s meggy altal hordozott Sy3-
allél-variansokra, amit azok elkiilonitésére is fel lehet hasznalni. A termesztett ¢és
kozott valtoztak, a masodik intronrégié méretei pedig 316-322 bp kozott.

Az altalunk vizsgélt mintdk koziil mindossze a Coll. 43 hordozta az Sjs-allélt. Az elsé

intronrégid SSR mérete 251 bp, a méasodik intronban taldlhato SSR mérete 310 bp. Ezeket a
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méretvaltozatokat Marchese és mts. (2010) kizarolag meggyben mutattédk ki. Ez az eredmény
ujabb bizonyitékot ad arra, hogy a cseresznye €s a meggy allélkészlete atfedd a fekete-tenger-
melléki régioban, és a fajok elkiilonitésére javasolt, az Si3-RN-dz SSR polimorfizmusan
alapulo6 rendszer félrevezetd lehet, ha a géncentrumhoz kozeli teriileteken hasznaljuk.

Az els6 intronrégid 251 bp-os SSR varidnsat minddssze két meggyfajta hordozta, ezek
egyike volt a ‘Favorit’ magyar fajta (Marchese ¢és mts., 2010). A fajta pedigréjében (‘Pandy’
x ‘Montreuilli’) szerepld ‘Pandy’ meggy eredetével kapcsolatosan szamos hipotézis sziiletett,
ezek egyike szerint a fajta Osét egy torok katona hozta Magyarorszagra a torok hodoltsag
idején (Faust és Suranyi, 1997). A torokorszagi eredet magyarazatot adhat a rendkiviil ritka
SSR valtozat egylittes jelenlétére egy magyar meggyfajtdban €s egy torok vadcseresznyében,

ugyanakkor ennek igazoldsa tovabbi vizsgalatot igényel.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) Meghataroztuk 47 torok cseresznye tajfajta illetve szelektalt klon ivari
Osszeférhetdségét jellemzd S-genotipusat, az eredmények a repedésre nem hajlamos
fajtadk nemesitése soran vilagszerte felhasznalhatok.

2) Azonositottunk egy cseresznyében eddig ismeretlen, 0j S-RN-dz allélt (S37) €és egy 1]
inkompatibilitasi csoportot (XLV. csoport, S»S513).

3) Bizonyitottuk, hogy a meggyben azonositott S34-RN-dz allél a kordbbi
feltételezésekkel szemben nem a Prunus fruticosa fajbdl, hanem a Prunus avium
fajbol szarmazik.

4) A cseresznye géncentrumban jellemzd, eredményeink altal is igazoltan nagy genetikai
valtozékonysaghoz jelentds mértékben hozzajarul a vadcseresznyével és meggyel
torténd hibridizacio.

5) Uj allélspecifikus PCR primereket terveztiink tobb allél kimutatasara, melyek novelik
az S-genotipus meghatarozasdnak megbizhatosagat a nagyobb genetikai variabilitasu
mintakorok esetében.

6) A transz-specifikus S-RN-dz allélokban kimutathato, szelekcids szempontbol semleges
mutaciok eléfordulasa jol korrelalt a Prunoideae alcsalad fajainak ismert evolucios
kapcsolataival. Az ilyen mutaciok ezért filogenetikai elemzésekhez is jol

hasznalhatok.
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