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1. BEVEZETES

A hazai csonthéjas gyiimolcs-termesztés szdmara az elmualt par
évtizedben kritikus tényezOvé valt a téli-koratavaszi idészakban tapasztalhatd
sz¢€ls6séges hémérsékletingadozas (Pedryc és mts., 1999; Szalay és mts. 1999).
A mérsékelt égovi fafajok, igy gylimolestermd novényeink életciklusa is aktiv-
¢és nyugalmi peridodusra oszthatdo (Hanninen és Tanino, 2011). A mélynyugalmi
allapot genetikailag rogzitett tulajdonsag, melynek segitségével a ndovény
atvészeli a novekedés és fejlodés szempontjabol kedvezdtlen iddszakot. A
mélynyugalom bizonyos mennyiségii hideghatasra ér véget, az ezt kdvetd
kényszernyugalmi iddszakban a fejlodési folyamatok megindulasat a kiilsé
kornyezeti hatasok szabalyozzak (Rohde és Bhalerao, 2007; Hanninen ¢és
Tanino, 2011).

Ma mar szamos fas novény, koztiikk tobb Rosaceae csaladba tartozé faj
esetében azonositottak olyan géneket, melyek fagytlirés és a nyugalmi allapot
szabalyozasaban vesznek részt (Bielenberg et al., 2008; Yamane és mts., 2011;
Wisniewski és mts., 2011; Zhang és mts. 2013) . Ezen gének jo része
transzkripcids faktorokat kodol, melyek szerepe az egyes gének promoter

A CBF transzkripcios faktorok az AP2/ERF csalad DREB1 alcsaladjaba
tartozo fehérjék (Reichmann és Meyerowitz, 1998). Arabidopsis ndvényen
végzett kisérletekkel igazoltdk, hogy a CBF- kodol6o gének alacsony
homérsékleten igen gyorsan indukalodnak, és aktivaljak azokat a COR (cold-
regulated) géneket, nagymértékben hozzajarulnak az alacsony homérsékleti
stressztlirés, illetve a fagytirés kialakitasahoz (Stockinger és mts., 1997). A
Prunus nemzetségen beliil is szamos fajban, koztiikk 6szibarackban (Wisniewski
és mts., 2011) és japan kajsziban (Zhang és mts. 2013) azonositottak CBF

transzkripcios faktort kodolod géneket.



Mérsékeltovi fas novények esetében a téli riigynyugalmi allapot
szabalyozasat a MADS-box —fehérje csalad specialis csoportja, az tin. DAM
(Dormancy Associated MADS-box) transzkripcios faktorok végzik, melyeket
Prunus fajok koziil eldszor Oszibarackban azonositottak (Bielenberg és mits.
2008). Li és mts. (2009) expresszios vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a hat
DAM gén kifejezddésének helye eltérd, expresszids szintjiik pedig a vegetacios
iddszak soran valtozik, ami Osszefliggésben lehet a fotoperiddus valtozasaval.
Yamane és mts. (2011) dszibarackon ¢€s japan kajszin végzett kisérletei alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a DAMS ¢és DAMG6 gének riigynyugalom
kialakitasaban jatszott szerepét. Munkank egyik célja CBF-, és DAMb5-6
szekvencia-homologok azonositasa volt kajszibol (P. armeniaca), mivel errdl a
fajrol még nem 4llt rendelkezésre hasonl6d adat, mikézben gazdasagilag igen
jelentds gyiimdlcsfaj, és termesztésének északi hatdran, a hiivosebb klimaja
termoOteriileteken a korai viragzas komoly veszteséget okozhat a termesztoknek.

A hazai nemesitOknek a termesztési szempontok mellett a fogyasztoi
igények folyamatos valtozasahoz is igazodniuk kell, melyben egyre nagyobb
hangsulyt kap az érési idOszak kibdvitése. A gylimolesfak nemesitésének egyik
legfébb problémaja a hossza vegetativ idészak, mely csonthéjasoknal fajtol
fliggden 3-5 év is lehet. A keresztezésekbdl szarmazo utdédpopulaciok vizsgalata
¢és értekelése emellett meglehetdsen hely- és koltségigényes folyamat, ami
molekularis markerezési eljarasokkal hatékonyan csokkentheté, mivel mar
csirandvény korban szelektalhatjuk a kivant genotipusokat.

Az érési 1d0 mennyiségi tulajdonsag, vagyis poligénes 6roklodést mutat.
Az ilyen jellegli tulajdonsagok kialakitasat tobb un. QTL (quantitative trait
locus) szabalyozza, melyek sokszor eltéré kromoszomakon helyezkednek el.
csoporton elhelyezkedé qMD4.1 16kusz (Dirlewanger és mts. 2004). Ebben a
lokuszban egy olyan szekvenciat azonositottak, mely egy NAC transzkripcios

faktort kodol (Eduardo és mts., 2011). A vizsgalt Prunus persica NAC1 gén
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szekvenalasa soran egy 9 bazisparnyi in-frame inszerciot fedeztek f6l, melynek
kovetkezménye a C-termindlis régioban talalhatd harom aminosav tandem
F2 populacidkban: a korai érésii egyedek az inszercidt tartalmazo allélt
hordoztak, a kései éréstiek pedig a ‘Lovell’ referenciagenomban megtalalhato
allélt (Pirona és mts. 2013). A harom aminosav duplikacidjaval jaro szerkezet-
modosulas feltehetden hatassal van a fehérje funkcigjara is, am ennek
feltérképezéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A PpNACl gén
nemesitési programokban, érési idére torténd szelekcidhoz. Munkank soran ezt a
PpNAC1 genotipus ¢és az érési id6 kozott feltételezet Osszefiiggést kivantuk
bizonyitani egy szélesebb, érési i1dd tekintetében valtozatos Oszibarack

fajtakoron.



=
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2. CELKITUZES

A kajszi (Prunus armeniaca L.) nyugalmi idejének hosszat, illetve
viragzasidejét meghatarozo C-repeat biding factor (CBF) transzkripcios
faktort kodold gén azonositasa és szerkezeti jellemzése, mivel ennél a

gylimolcsfajnal még nem allt rendelkezésre ilyen szekvencia adat.

A kajszi (Prunus armeniaca L.) nyugalmi idejének hosszat, illetve
viragzasidejét meghatarozé dormancy associated MADS-box (DAM)
transzkripcids faktort kodold gén azonositasa és szerkezeti jellemzése,
mivel ennél a gylimolcsfajndl még nem 4allt rendelkezésre ilyen

szekvencia adat.

Az Ujonnan azonositott CBF- és DAM gének expresszids vizsgalata két
korai és két kései virdgzasu kajszifajta viragriigyeiben, két évjaratot

Osszehasonlitva.

A kisérlethez kivalasztott kajszifajtak nyugalmi allapotanak nyomon
kovetése a fajtak hidegigényének meghatarozasaval és a pollenfejlodés
(mikrosporogenezis) folyamatdnak megfigyelésével, valamint e

vizsgalatok eredményeinek Osszevetése a génexpresszios vizsgalatokkal.

Az Oszibarackban (Prunus persica L.) azonositott NAM, ATAF1,2,
CUC21 (NAC1) transzkripcios faktort kodoldo gén allélvariansainak
detektalasa kiilonb6z6 érési idejli Oszibarackfajtdkban, valamint az
allélvaltozatok markerként valé alkalmazhatosaganak tesztelése
statisztikai vizsgalattal az érési id6 €s a genotipus kozotti korrelacid

alapjan.

A PpNAC1 génnel nagyfoku hasonldésagot mutaté szekvencidk
azonositasa rokon Prunus fajokban, valamint az 6szibarack PPNAC1-hez

hasonlo allélvariaciok, szekvenciabeli eltérések keresése.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Felhasznalt névényanyag

Az 6szibarack és a rokon fajok esetében a genomi DNS-mintak izolalasa
vegetativ riigyekbdl tortént, melyeket 2015 novembere és 2016 februarja kdzott
gyljtottiink be tobb helyszinrdl. Az RNS-izolalashoz és a qPCR vizsgalatokhoz
a SZIE Kertészettudomanyi Kar, Genetika és NoOvénynemesités Tanszék
Soroksaron talalhatdo kajszi génbankjabol valasztottuk ki a korai viragzasu
‘Aurora’ és ‘Goldrich’ fajtakat és a kései viragzasu, jobb fagytiiréssel
rendelkez6 ‘Stella’ és ‘Zard’ fajtakat. Minden fajtabol 3-3 fat valasztottunk ki,
melyek egyéves vessz6ir6l november és marcius kozott tobb iddpontban

viragriigyeket gyiijtottiink két, egymast kovetd évjaratban.

3.2. DNS alapu vizsgalatok

A genomi DNS izolalasa az 6szibarack, a kajszi és a vizsgalatba bevont
rokon fajok esetében is vegetativ riigyekbdl tortént a DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval. A célszekvenciak amplifikalasa
PCR modszerrel tortént, a szakirodalombol szarmazo, rokon fajokra tervezett
specifikus primerek hasznalataval (Bielenberg és mts., 2008; Wisniewski és
mts., 2011; Yamane és mts., 2011; Barros és mts., 2012; Pirona és mts., 2013).
A PCR termékeket pTZ57R/T plazmid vektorba klonoztuk (Thermo Scientific)
és szekvenaltattuk (ABI 3500 XL Genetic Analyzer, Baygen Intézet, Szeged). A
Prunus NAC- szekvenciak fragmentumhossz-analiziséhez fluoreszcens festékkel
jelolt forward primert hasznaltunk (NAC-indelF, 526-FAM). A fragmentum-
méret detektalasa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
hasznalataval tortént (Biomi Kft., G6d6l116).



3.3. RNS izolalas és génexpresszios vizsgalatok

Kajszi viragriigyekbdl az 0sszes RNS izolalasat kb. 100 mg novényi
szovetbdl kiindulva hajtottuk végre, a Jaakola és mts. (2001) altal leirt modszert
alkalmazva. A DN-az 1 kezelés és reverz-transzkripcid utan kapott ¢cDNS
mintakkal génexpresszids vizsgalatokat végeztiink real-time PCR-rel (Bio-Rad
CFX96 Touch real-time PCR késziilék, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). A reakcidhoz az tjonnan meghatarozott ParCBF1, ParDAM5 és
ParDAMG6 szekvenciakra tervezett specifikus primereket hasznaltunk, referencia

génnek az aktint valasztottuk.
3.4. Bioinformatikai- és statisztikai modszerek

A Prunus NAC, CBF- ¢és DAM5-6 DNS-szekvencidk homologia-
vizsgalatdhoz az NCBI BLAST szoftverét (Altschul és mts., 1990), valamint a
MegaBLAST algoritmust hasznaltuk (Morgulis és mts., 2008). A szekvenciak
illesztés¢hez a MEGA6 (Tamura ¢és mts., 2013) programot, az illesztések
grafikai bemutatdsdhoz ¢és a szazalékos szekvencia-egyezés értékének
meghatarozasahoz pedig a BioEdit 7.2.0. programot (Hall, 1999) alkalmaztuk. A
CBF- ¢és DAM transzkripcids faktorok jellegzetes fehérje-motivumainak
térszerkezeti modellezéséhez a SWISS-MODEL-t hasznaltuk (Arnold és mts.,
2006). A filogenetikai vizsgalatokat a legnagyobb valosziniség (Maximum
Likelihood) modszerén alapulva a MEGAS.1 (Tamura és mts., 2011) program
segitségével végeztik el. A Prunus NAC szekvencidk fragmentum-hossz
analiziséhez az ABI Peak Scanner 1.0 programot hasznaltuk. A NAC-genotipus
és az érési 1d6 kozotti sziginifkans kapcsolatot Cramér-féle V-teszttel igazoltuk.

A génexpresszid relativ szintjét meghatarozo, un. fold change” értékeket
a AACt moddszerrel szamitottuk ki (Bookout és Mangelsdorf, 2003) és harom
biologiai parhuzamos atlagaként fejeztiik ki. A szignifikans kiilonbségek
meghatarozasara normalitas vizsgalatot kovetden egytényezés ANOVA

vizsgalatot és Duncan-féle tesztet végeztiink (P<0,05).
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3.5. A vizsgalathoz kivalasztott kajszifajtak hidegigényének meghatarozasa

és mikrosporogenezis vizsgalata

Az ‘Aurora’, ‘Goldrich’, ‘Stella’ és ‘Zard’ hidegigényét az Utah modell
(Richardson, 1974) ¢és a dinamikus modell (Fishman és mts., 1987)
felhasznalasaval hataroztuk meg. A hideghatas felhalmozddasanak kezdetét attol
az idéponttol szamitjuk, amikor a hidegegységek felhalmozodasat mutatd adatok
pozitiv elgjeliivé valnak, vagyis a homérséklet tartosan 12,5 °C ald esik. A
mélynyugalom megtorésének idejét kajszi gallyak mesterséges viragoztatasaval
hataroztuk meg (kb. 100 riigy/dg) Ruiz és mts. (2007) mddszere alapjan. A
virdgzéas idépontjanak azt az allapotot tekintettiik, amikor a riigyek 50%-abol
virag fejlodott.

A génexpresszios vizsgalatokhoz vald mintagyljtéssel egy idében a
mikrosporogenezis tanulmanyozasahoz is gyljtottiink viragriigyeket (fajtdnként
8-10 riigy). Ezekbdl portokpreparatumokat készitettiink 2%-os kdrmin-ecetsav
oldattal és Zeiss Axio Imager A2 tipusi fénymikroszkép (Carl Zeiss,
Thornwood, New York, USA) alatt figyeltik meg a pollenfejlodés egyes
szakaszait, melyeket Zeiss Axio Cam digitalis kameraval dokumentaltuk 400x
nagyitason. Mindkét évben négy fejlédési allapotot tudtunk elkiiloniteni:
archesporium (differencidlatlan szovetallomany); meidzis eldtti szakasz (a
pollenanyasejtek kialakuldsa és elkiiloniilése); a meiozist kovetd négy utddsejtes

tetrad allapot és a mikrosporak, illetve a fejl6do pollenszemek.



4, EREDMENYEK

4.1. A P. armeniaca CBF- és DAM5-6 szekvenciak azonositasa és szerkezeti

jellemzése

A ‘Korai zamatos’ genomi DNS-ébol egy 756 bp hosszasagu
fragmentumot amplifikaltunk az Gszibarackra tervezett, CBF-F jelti forward
primer (Barros és mts., 2012) és a CBF1 R reverz primer (Wisniewski és mts.,
2011) alkalmazasaval. Tovabba egy DAMS (729 bp) és egy DAM6 (230 bp)
tipust szekvenciat azonositottunk a PpDAMbS/3-F (Biclenberg és mts., 2008) és
PpDAM5/2-R (Yamane és mts., 2011), valamint PpDAM®6/3 (Bielenberg és
mts., 2008) primerpar és a ‘Zard’ viragriigybdl izolalt cDNS templat
hasznalataval. A szekvencidkat benyujtottuk az NCBI GenBank adatbazisaba,
ahol az MH464453, MH464454 és MH464455 azonositd szam alatt taldlhatok
meg.

A homoldégia vizsgalat eredményei alapjan a ParCBF1 a Prunus mume
CBF/DREB1 szekvenciaval, a ParDAM5 pedig az 6észibarack (PpDAMS) és a
japan kajszi (PmDAMS5) mutattak a legnagyobb mértékii egyezést. A ParDAM6
szekvencia jelent6s hasonlosagot mutatott a P. pseudocerasus, japan kajszi és
Oszibarack szekvencidkhoz. A szekvencidk aminosav-szintli illesztése alapjan
azonositottuk a CBF- ¢és DAM transzkripcids faktorok jellegzetes fehérje-
motivumait, a ParCBF1 esetében az AP2 domént, a ParDAMS esctében a
MADS-, K- ¢s I-doménokat. Tovabba a ParDAMS5-6 fehérjék esetén
azonositottunk olyan jellegzetes szekvencia-motivumokat is, melyek altal
elkiilonithet6k a tobbi DAM transzkripcios faktortol.

Az Ujonnan azonositott kajszi szekvencidk homologidjanak és
funkcioképességének tovabbi aldtdmasztasa céljabol szamos egyszikli €s
kétszikii fajbol korabban azonositott CBF- és DAM aminosav-szekvenciaval

végeztiink filogenetikai analizist, melyhez a legnagyobb valdsziniiség modszerét
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alkalmaztuk. A Rosaceae fajok mindkét esetben egy kozos kladot képeznek a
kétszikliekbdl szarmazo szekvencidkon belill, melyen beliil az almatermésiiek
(Maloideae) és csonthéjasok (Prunoideae) két jol elkiilonitheté csoportot
alkotnak. A Prunus CBF szekvenciak ugyan nem alkottak fajspecifikus
kladokat, de az elemzés alapjan mind besorolhatd volt olyan, statisztikailag is
alatamasztott alcsoportokba, melyek az egyes fajokbdl szarmazé szekvenciakat
vegyesen tartalmaztak. Ide az altalunk azonositott ParCBF1 is beilleszkedik, és
a P. mume CBFl-el mutatta a legkdzelebbi rokonsdgot. A Prunus DAM
szekvenciak kladja a hat kiilonb6z6 DAM transzkripcios faktor alapjan hat
alcsoportra agazott, melyekbe az Gijonnan azonositott Prunus armeniaca DAM5
¢s DAMG6 szekvencidk is besorolhatok. A ParDAM5 szekvencia a P. mume
DAMS szekvenciaval, még a ParDAM6 a P. persica homolog szekvenciaval
mutatta a legkozelebbi rokonsdgot. Az elemzés alapjan elmondhatd, hogy a
ParCBF1, a ParDAMS5 ¢és a ParDAM6 evolucids kapcsolatban all a rokon
fajokbol szarmazé CBF, DAMS5 és DAMG6 génekkel, és feltehetéen azonos

funkciot toltenek be a kajszi esetében.

4.2. A ParCBF1 és ParDAM5-6 gének funkcionalis jellemzése

Az azonositott kajszi gének részletes szerkezeti elemzése utin a
funkcionalitas vizsgélatat is elvégeztiik. Ehhez elséként meghataroztuk a
kisérletbe bevont kajszifajtak hidegigényét Un. hidegegység (chill unit)
értékekben az Utah modell esetében, illetve hideg-adag (chill portion)
értékekben a dinamikus modell esetében az oktobertdl marciusig terjedd
idoszakban. A vizsgalt kajszifajtak hidegigényét tekintve a korai viragzasu
‘Aurora’ ¢és a ‘Goldrich® mindkét modell szamitasai alapjan kisebb
hidegigénnyel rendelkezett a kései viragzast ‘Stella’ és ‘Zard’ fajtakhoz képest.
Ez a kiilonbség mind a két évjaratban lathato volt. Az ‘Aurora’ és a ‘Goldrich’
viragzasi ideje mindkét évben ugyanarra a napra esett, még a Stella’ és ‘Zard’

virdgzéasa 2015/16-ban egy nappal korabban kovetkezett be.
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A ParCBF1 expresszios szintje mindkét évjaratban a nyugalmi idészak
elején december-januar elsé felében volt a legmagasabb. Ebben az iddszakban
szignifikans kiilonbségeket talaltunk a korai- és a kései viragzasu fajtak kozott, a
legmagasabb értékeket a *Zard’ fajta esetében mértiink. Januar végétdl kezdve a
ParCBF1 expresszios szintje minimalisra csokkent mind a négy fajtanal, a kiilsé
hémérsékleti értékek alakulasatol fliggetleniil.

A ParDAM5-6 gének expresszidja jellegzetes, mind a két vizsgalt
nyugalmi idészakban azonos tendenciat mutatott. A nyugalmi idészak elején
emelkedni kezdett, majd a legnagyobb expresszios értékeket 2015
novemberében, illetve 2016 decemberében mértiik, ezutan mindkét gén
transzkripcidjat fokozatosan csdkkend tendencia jellemezte, mely Osszefiiggést
mutatott az addig felhalmozott hideghatds mértékével — ezt az é&bran a
vonaldiagram jeldli, a hidegegység értékek feltlintetésével. Mindkét évjaratban
szignifikans kiilonbségeket figyeltink meg egyes fajtadk esetében, a kései
viragzasu fajtaknal a csokkenést kovetden magasabb értékeket mértiink.

Osszehasonlitva a ParCBF1 és a ParDAM5-6 gének transzkripcios
aktivitdsat elmondhatd, hogy mindkét évben megfigyeltink kozottik
kapcsolatot. A nyugalmi idészak elején a nagyobb ParCBF1 expresszios
értékeket mutatd fajtaknal a ParDAM5-6 esetében is nagyobb transzkripcios
aktivitast mértiink. EbbOl arra kovetkeztettiink, hogy a ParCBF1 részt vesz a
ParDAM5-6 gének szabalyozasaban, legalabb is a nyugalmi iddszak elején.

A mikrosporogenezis vizsgalatok eredményét tekintve szintén figyeltiink
meg kiilonbségeket a korai- és kései viragzasu fajtak kozott. A pollenanyasejtek
kialakulédsa januar végéig végbement, ezt kovetden a két korai virdgzasu fajtanal
elindult az oszt6das, amit a tetrad allapot jelez. Ez a két masik fajtanal egy héttel
késobb kovetkezett be. A korai viragzasu fajtdknal februar kozepére, a kései
fajtaknal februar végére alakultak ki a mikrosporak, marcius elejére pedig az

érett pollenszemek. A korai- és kései viragzasu fajtak mikrosporafejlodés-
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menetében megfigyelt eltérés egybeesik a fajtak hidegigényének teljesiilésével.
Mind a négy fajta esetében akkor figyeltik meg a tetrad allapotot, amikor
megkapta a mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hideghatast. Maga az
osztodas folyamata a génexpresszio csokkenésével parhuzamosan indul el. A két
korai viragzasu fajtanal ez a csokkenés hamarabb bekovetkezik. Legalacsonyabb

expresszios szintet a tetrad allapotnal mértiink.

4.3. Az érési id6 és az oOszibarack NAC-genotipusok kozott megfigyelt

osszefiiggés

Vizsgalataink soran egy érési idd tekintetében igen valtozatos &szibarack-
fajtagylijtemény genotipizalasat végeztiik el azzal a céllal, hogy elézéleg egy
szilk genetikai hatterli novényanyagon felismert Osszefiiggést statisztikailag
megbizhatd adatokkal tdmasszuk ald. A szakirodalombol atvett és fluoreszcens
jeloléssel ellatott NAC-indel specifikus primer hasznélatdval 125 olyan
Oszibarack fajtdbol szarmazé mintdn végzetink PCR reakciot. A
fragmentumhossz-analizis alapjan harom jol elkiilonithetd genotipus hatarozhatd
meg: 1) homozigota a 192 bp hosszsagh ‘Lovell’ fajtaban leirt referencia
allélra, 2) homozigéta az inszercidt tartalmazoé 201 bp hosszsagu allélra, 3)
heterozigota genotipus, mely mind a 192 bp, mind a 201 bp hosszusagu allélt
hordozza.

A 192-es allélra homozigotak kisebb gyakorisaggal fordultak el a korai-

¢s a kozépidei érési kategoriaban, a 201-es alléra homozigotak jelenléte pedig a

rrrrrr

rrrrrr

szignifikans kapcsolat volt Kimutathato.
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4.4, Prunus NAC szekvenciak azonositasa

A kérdéses NAC-szekvencia nem csak az Oszibarackban, hanem az
altalunk vizsgalt rokon fajokban is kimutathatd volt a PCR reakcié soran. A
fluoreszcensen jelolt NAC-indel specifikus primerrel az esetleges fajon beliili
szekvencia-variaciok azonositasa volt a cél a gén azon szakaszan, ahol az
Oszibarack korai érését kialakito mutacio is bekovetkezett. Az Gszibarackra
jellemzd vagy ahhoz hasonlé mutéacié azonban nem tudtunk azonositani a tobbi
faj esetében. A mandulafajtadknadl egy, az O&szibarack referenciaalléllal
megegyez0 méretll fragmentum, a kajszi- €s eurdpai szilvafajtdkndl szintén egy,
188 bp hosszusagu fragmentum volt detektalhato. A meggyfajtak koziil a ‘Korai
pipacsmeggy’ ¢és a ‘Piramis’ esetében egy 189 bp hosszusagii amplikon volt
azonosithatd. Egyediil a ‘Kéntorjanosi 3’ meggyfajtaban talaltunk két kiilonb6z6
méretli fragmentumot.

A rokon Prunus fajok szekvencia-illesztése nagyfokt egyezést mutatott

crer

crer

cserét eredményezd), illetve egy nonszensz egy-nukleotidos baziscsere volt.
Héarom nem-konzervativ aminosav-cserét azonositottunk a kajszi €s meggy
allélok esetében, valamint egy nonszensz mutaciot a ‘Korai pipacsmeggy’
fajtaban. Ezek okozhatnak olyan valtozast a fehérje térszerkezetében, amely
hatdssal van a funkcioképességére, am ahhoz, hogy ezt bizonyitsuk, tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

14



4.5. Uj tudomanyos eredmények

1. Egy 756 bp hosszusagu C-repeat Binding Factor (CBF) fehérjét kodolo
részleges génszekvenciat azonositottunk a P. armenica ‘Korai zamatos’
genomi DNS-ébél. A szekvencia az MH464453 azonositoszammal
keriilt felvételre az NCBI GenBank adatbazisaba. A ParCBF1
szekvencia azonositdsahoz az NCBI adatbazisban fellelhetd rokon
Prunus fajok CBF szekvenciaival homologiavizsgalatot és filogenetikali

elemzést végeztiink el.

2. Egy fehérjeszerkezet joslasara alkalmas szoftver segitségével
elkészitettik a ParCBF1 CBF transzkripcids faktorokra jellemzé AP2

DNS-koté doménjének térszerkezetét.

3. A Dormacy Associated MADS-box 5 (729 bp) és 6 (230 bp)
transzkripcidés faktorokat kodold szekvenciat azonositottunk a P.
armenica ‘Zard’ viragriigyb6l izolalt cDNS-b6l. A szekvencidk az
MH464454 ¢s MH464455 azonositd szammal keriiltek folvételre az
NCBI GenBank adatbazisaba. A ParDAMS és ParDAM6 szekvencidk
azonossagat az NCBI adatbazisban fellelheté rokon Prunus fajok DAM-
tipusu szekvencidival végzett homoldgiavizsgalattal és filogenetikai
elemzéssel bizonyitottuk. A prediktalt aminosav-szekvencia alapjan
illesztéseket készitetiink, melyben azonositani tudtuk a DAM-fehérjékre

jellemzd motivumokat.

4. A ParDAMS esetében elkészitettiik két jellegzetes fehérje-domén, az M-

domén ¢és a K-domén térszerkezeti modelljét.

5. Génexpresszios vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a ParCBF1
aktivitdsat a téli nyugalmi iddszak alatt az alacsony hdémérséklet
hatdrozza meg, mig a ParDAMS5-6 expresszigjat feltehetéen részben a
ParCBF1 transzkripcids faktor, részben a vizsgalt fajtak hidegigényének

teljesiilése szabalyozza.
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6. Megallapitottuk, hogy két korai és két kései viragzasu kajszifajta
viragriigyeiben a mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigény
teljesiilésével a ParDAMS5-6 expresszidja szignifikansan csokken, ezzel
egyidoben megjelenik a pollenen-anyasejtek osztodasat koveté 1n.

»tetrad” allapot.

7. Meghataroztuk 125, eltéré pomologiai tulajdonsagokkal rendelkezo
Oszibarackfajta NAC-genotipusat. Statisztikai vizsgalatokkal igazoltuk,
hogy az altalunk vizsgalt 6szibarackfajtadk NAC-genotipusa €s érési ideje
kozott szignifikans kapcsolat van. Ezzel bizonyitottuk a PpNAC1
funkcionalis markerként val6 alkalmazhatdsagat érési idore torténd

szelekcid soran.

8. Rokon Prunus fajok genomi DNS-mintaival végzett PCR-vizsgalattal
igazoltuk az Oszibarack érési idejét befolyasold6 NAC gén homolog
szekvenciainak jelenlétét az Osszes vizsgalt csonthéjas gyiimolcsfajban.
A PCR-termékek klonozasaval és szekvenalasaval 15 uj, a PpPNAC1-gyel
homolog részleges génszekvenciat azonositottunk kajszi (P. armeniaca),
mandula (P. dulcis), eurdpai szilva (P. domestica) és meggy (P. cerasus)
esetében. Ezekben a szekvencidkban 6sszesen 69 esetben azonositottunk
SNP-t (single nucleotide polymorphism) a részleges NAC-domén

crer

gének szerepének tisztazasat.
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5. EREDMEYNEK MEGVITATASA

5.1. A P. armeniaca CBF- és DAM5-6 homolog gének szerkezeti- és

funkcionalis vizsgalata

Az Ujonnan azonositott ParCBF1 aminosav-szintli illesztése alapjan
azonositani tudtuk az AP2 domént és a CBF-tipust fehérjék mas, jellegzetes
motivumait is. Az AP2 és PKK domének jelenléten sziikséges feltétele annak,
hogy a kajszi ParCBF1 gén miikodoképes transzkripcids faktort kodoljon. A
ParCBF1 molekularis szerkezetének modellje megbizhatonak bizonyult és
megfelelt az AP2 jellegzetes térszerkezetének, melynek f6 elemei a harom béta-
lemez és egy, ezekkel majdnem parhuzamos alfa-hélix szerkezet, mely lehetové
teszi nyolc egymast kovetd aminosav kapcsolodasat, melyek a DNS nagy
arkahoz kotddnek, tovabb erdsitve az azonositott ParCBF1 fehérje
mikoddképességeét. A CBF transzkripcios faktorok specifikusan kotddnek a
CRT/DRE elemhez, amely a DAM gének promoterében is megtalalhato. Ezt a
lehetséges szabalyozasi kapcsolatot az AP2 domén intakt szerkezete is
alatamasztja.

Oszibarackban és japan kajsziban hat DAM gént azonositottak
(Bielenberg és mts., 2008), melyek koziil kettd (DAMS és DAMG) bizonyitottan
a mélynyugalom megsziinésének szabalyozasahoz volt kothetd az &szibarack
esetében (Yamane és mts., 2011). Az altalunk azonositott ParDAM5 aminosav
szekvencia-illesztése alapjan a MADS-box fehérjék I tipust (MIKCC)
alcsaladjara jellemz6 6sszes fontos fehérjedomént (MADS-domén, I-régio és K-
domén) azonositani tudtuk, melyek szerkezeti modellje a GMQE és QMEAN
mutatok alapjan megbizhatdo volt. Ezek az eredmények megerdsitik a P.
armeniaca DAM5 és DAMG6 transzkripciés faktorokat kodoldo gének

miikodoképesseégét.
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A CBF gének a homérséklet csokkenésére gyorsan indukalodnak
Arabidposis novényekben (Stockinger és mts., 1997), de fas novényeknél is
megfigyelték ezt a tendenciat (Wisniewski és mts., 2011; Zhang és mts., 2013),
Eredményeink alapjan a ParCBF1 gén a csokkend homérséklet hatasara szintén
nagymértékben expresszalddott, ami igazolja az alacsony homérsékleti
stresszvalaszban betoltott szerepét.

Az eddig azonositott Rosaceae DAMS-6 gének promoterrégioja
tartalmazza a CBF transzkripcios faktorok kotOhelyét képezd jellegzetes
CCGAC motivumot (Wisniewski és mts. 2011; Yamane és mts., 2011), ami arra
utal, hogy ezek a gének is részei a CBF-regulonnak. A ParDAM5 és ParDAM6
gének, Gszibarack- és japan kajszi-homologjaikhoz hasonléan (Yamane és mts.,
2011), nagymértékli transzkripcios aktivitast mutattak a nyugalmi iddszak
kezdetén, melynek mértékét elsésorban a hidegindukdlhat6 ParCBF1
expresszios rataja, valamint a fajta hidegigénye hatarozott meg. A ParDAM5 és
ParDAM6 expresszoja €¢s a minimum homérsékleti értékek kozott dsszefliggés
mutathato ki: 2015 decemberében, ahol a mintagyiijtés napjan hidegebb volt,
mint a 2016-os évben, mind a négy fajta estében nagyobb ParCBF1 és DAM5-6
expresszios értékeket mértlink. A nyugalmi idészak masodik felében
szignifikdns kiilonbségeket figyeltink meg a korai- és kései viragzash
kajszifajtak expressziés mintazataban, ami arra utal, hogy a ParDAM5-6
miikodését az adott fajtara jellemz6, a mélynyugalom megsziinéséhez sziikséges
hidegigény is befolyasolja.

Magyarorszag atlaghdmérséklete az elmult évszazadban kozel 0,8 °C-kal
emelkedett (Lakatos és mts., 2011). Ennek hatasara utobbi 24 év vizsgalatai
alapjan a kajszifajtak mélynyugalmi periddusa 19-23 nappal tolddott korabbra,
még viragzasuk altagosan 3 nappal korabban kovetkezik be (Szalay és mts.,
2019). A csonthéjas gylimolesfajok, koztiik a kajszi virdgriigyek nyugalmi
allapotat  szabdlyozd gének azonositdsa ¢és mikddeésiik jellemzése

kulcsfontossagu informacidkkal szolgdl a termesztéknek €s a nemesitoknek. Az
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ujonnan azonositott ParCBF1, a ParDAMS ¢és a ParDAMG6 gének rendelkeznek
azokkal a szerkezeti sajatossagokkal, valamint a genetikailag és kornyezi
tényezOk altal meghatdrozott expresszidos mintdzattal, ami valdszinlsiti, hogy
ezek a gének fontos elemei a kajszi nyugalmi allapotat szabalyozd molekularis

rendszernek.

5.2. A PpNACL1 funkcionalis markerként valé alkalmazhatésaga

jelenléte és a korai érés kozott feltételezhetd dsszefiiggést Pirona és mts. (2013)
két hasado populacion végzett vizsgalatai valoszintisitették. Munkank soran 125,
hatdsat ¢és molekuldris markerként valé alkalmazhatosagat. A statisztikai

elemzések (szignifikancia-vizsgalat khi-négyzet probaval, Goodman-Kruskal

rrrrrr

rrrrrr

szelekcid esetében.

Mind a korai, mind a kései érési kategoriaban talaltunk olyan fajtakat,
melyek genotipusa eltért ettél az altalanos tendenciatol. A korai érésii ‘Favorita
Moretti’ (julius els6 dekadja) és ‘Kinai 8 (julius masodik dekadja) a 192 bp
allélra voltak homozigétdk, a kései érésii ‘Royal Pride’ (augusztus vége),
‘Harken’ és ‘Orion’ (szeptember 1. dekadja) pedig a 201 bp allélt hordoztak
lokuszok 1s kozremiikddnek, hiszen a NAC fehérjék egy dsszetett halozat részei,

mely tobb, a gylimdlcséréshez kothetd folyamatot szabalyoz.
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