A poliploid gyiimolcsfak termésbiztonsagat befolyasolo néhany gén és génjelolt
vizsgalata
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A csonthéjas gyiimolcsfak termésbiztonsaga kornyezeti tényezoktdl és genetikailag
meghatarozott mechanizmusoktol fiigg. Az elmult években a kutatdsok kdzéppontjaba harom
6 tulajdonsag keriilt, melyeknek dontd szerepe van a gazdasagilag kielégitd termésmennyiség
kialakulasaban: az ontermékenyiilési képesség (1.), a viragzasi idé (11.) és az érésids (111). Mig
a legtobb informacié az dszibarack, mandula és cseresznye fajokra korlatozodik, a magyar
gylimolcstermesztési agazatban gazdasagi szempontbol a meggy ¢€s a szilva kiemelt
jelentéségli. Ez utobbi fajok poliploidok, vagyis kromoszomaszamuk tobbszords. A palyazat
a legjabb nemzetkozi és sajat korabbi kutatdsaink eredményei adtdk. A termékenyiilési
viszonyokat (S-RN-dz és SFB gének), a nyugalmi idészakot és a riigypattanas idejét (CBF ¢és
jellemeztiik a két poliploid Prunus faj, illetve diploid rokon fajaik esetében. Olyan
gylimélcsfajtakkal dolgoztunk, melyek a vizsgalt szempontbdl eltérd fenotipustiak: Snmedddk
illetve ontermékenyiilok; korai illetve kései viragzasuak; gylimolcseik koran illetve késon
érnek. Eredményeink alapjan olyan molekularis markereket fejlesztettiink, amelyek nagyban
segithetik a nemesitést a gyiimolcsfak magonc korban torténd szelekcidjaval, hiszen ezen
tulajdonsagok mindegyike csak a termére fordulast kovetden értékelhetd, mikdzben a
csonthéjas gyiimolcsfakat hossza vegetativ idészak (4—6 év) jellemzi. Ugyanakkor e gének
elemzése a fajok kulturevoltcids kapcsolatair6l, illetve e gazdasagilag is fontos tulajdonsagok
molekularis hatterérél ) informdacidval gazdagitotta a gyiimolesfdkra vonatkozd bioldgiai
ismereteinket.

. Termékenyiilési képesség
1. Szilvafajok

Magyarorszagon a szilvat széles korben szaporitottdk hosszabb idOn at ivaros uton, ezért
jelentds, genetikailag valtozatos ndvényanyag allt rendelkezésiinkre a vizsgalatokhoz. A munka
soran 17, gazdasagi szempontbdl értékes (tobbek kozott PPV tolerans) eurdpai szilvafajtat (P.
domestica L.) valamint 38 tajfajtat, tovabba 17 kokény, kokényszilva fajtajelolteket (10 P.
spinosa L., 4 P. insititia L. és 3 P. spinosa x P. domestica) vizsgaltunk SSR-markerekkel,
valamint jellemeztiik a termékenytilési fenotipusukat meghatarozé S-16kuszt.

A szilvak termékenyliilésére, a Rosaceae novénycsaldd mas fajaithoz hasonléan a
gametofitikus inkompatibilitasi rendszer a jellemz6. Az S-ribonukledz gén C2-C5 szakaszardl
113 db PCR-fragmentumot klonoztunk, majd az ismétléseket kovetéen 339 db DNS-szekvencia
allt a rendelkezésiinkre az eredmények kiértékeléséhez. Osszesen 24 kiilonbdzé méretii
fragmentumot detektaltunk, amelybdl 11 allél részleges (C2-C5), valamint 3 allél (S12, S13, S17)
teljes (SP-C5) szekvencigjat elsdként irtunk le. A kimutatott S-allélok azonossaganak
megerdsitése végett, a részleges és a teljes S-RN-dz allélokat BLASTN homologiavizsgalattal
ellendriztiik a GenBank adatbazisaban. Megallapitottuk az S-RN-dz allélok jellemz6
intronméreteit. Vizsgalataink sordn hat olyan transzspecifikus allélt azonositottunk, melyek
intronrégiojukban is kimagasloé azonossagot mutattak (95,9-99,6%): S11 - Psal Szs, S12 - Psal
S23, S14 - Pspin Sz-1, S14 - Pspin Ss3.2, S14 - Psal Szs, S23 - Pspin Sg, S24 - Pavi Szo. Ezek viszonylag
recens introgresszids események lenyomatanak tekintheték és alatamaszthatjadk az eurdpai
szilva komplex eredetét. A rendszer pollenkomponensét kodold SFB gén analizise soran kozel



tiz 0j SFB allélszekvenciat izolaltunk, melyek tobb Prunus SFB, Malus és Pyrus SFB
szekvencia hasznalataval elvégzett filogenetikai vizsgalata megerdsitette a Prunoideae és a
Maloideae alcsaladok S-haplotipus F-box fehérjéinek kiilonb6zoségét az S-16kusz tamogatta SI
rendszerben.

Sikeresen azonositottunk egy feltehetden funkcioképtelen S-RN-dz és F-box allélt (Siem
¢s SFBy’). Mindkét esetben a gén fehérjekddold régidjaban  bekovetkezett
nukleotidszubsztiticidval jaro mutaciét detektaltunk, mely nonszensz mutacidhoz, vagyis az
allél funkcidvesztéséhez vezetett. Osszesen 55 kiilonbozd eredetli szilvafajta (20 modern, 12
hagyomanyos, 20 tajfajta és 3 alanyfajta) teljes vagy részleges S-gentoipusat azonositottuk, igy
a vizsgalatba vont egyedek elkiilonitése az egyedi S-genotipusuk alapjan sikeresnek bizonyult.

Az europai szilva S-haplotipusok teljes génszekvencidjanak hidnya miatt, tovabbra sem
all olyan adat a rendelkezésiinkre, amely az ontermékenyiilés kialakulasanak genetikai
hatterérél pontos informaciét nyujtana. Feltételezésiink szerint hdrom funkcidjat vesztett
haplotipus egyiittes jelenléte okozhat Ontermékenyiild fenotipust, ennek igazolasa tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Korabbi munkank soran megallapitottuk, hogy a Falling Stones transzpozon S-16kuszba
torténd beékelddésének koszonhetdéen alakult ki az oOntermékenyiild jelleg kajsziban.
Tekintettel arra, hogy az 6szibarack genomban szamos kopiaja 1étezik a FaSt transzpozonnak,
felmeriilt a kérdés, hogy hanyféle valtozata azonosithatd olyan csonthéjas gyiimdlcsokben,
amelyek genomszekvencidja nem ismert. Ennek felméréséhez a diploid kajszi (‘Goldrich’) és a
hexaploid eurdpai szilva (“Haganta’) fajokat valasztottuk, és a FaSt transzpozonra specifikus
PCR primerekkel amplifikalt fragmentumokat klonoztuk ¢és meghataroztuk DNS-
szekvencidjukat. A DNS-szekvenciak illesztése igazolta, hogy a feltételezheté FaSt kopidk
kozott jelentds mértékil variabilitds mutatkozik. Az jonnan azonositott FaSt kopidk 45-90%
mértékli egyezést mutattak a kajszi feltehetden aktiv FaSt szekvenciajaval. A szekvencia-
eltérés mértéke ennek megfelelden utalhat az egyes kopiak kialakuldsa ota eltelt id6 hosszéra.
A transzpozon két oldalan elhelyezkedd un. TIR régidkat a transzpozaz enzimek felismerhetik,
¢és a FaSt szekvenciakat athelyezhetik. Ezért fontos volt megvizsgalni a szekvencidk 5° és 3’
terminalis részein talalhatd TIR régiokat (karokat). A mintak nem mutattak nagyobb mértékii
egyezést a kajsziban azonositott, aktiv FaSt kopia TIR régidival, amelybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a transzpozaz valdsziniileg nem ismeri fel a megvaltozott TIR
régiokat, ennek kovetkeztében nem képes kivagni a transzpozont, amely igy stabilan rogziil az
adott genomi pozicioban. A BLAST analizis soran a vizsgalt transzpozonok nukleotidsorrendjét
hasonlitottuk 6ssze az adatbazisban szereplé Prunus genomi szekvenciakkal. Az eurdpai szilva
hexaploid genomja ujabb keletii, mint a diploid kajszigenom. A poliploidizacio kdvetkeztében
altalaban megné a kromoszomaatrendezddések, ezen belill a transzpozicidés események
gyakorisaga. Ennek alapjan elképzelhetd, hogy a szilvaban azonositott, és feltehetden ma mar
nem aktiv FaSt kopiak nagy része késobb veszitette el athelyez6dési képességét (valamikor a
hexaploid genom kialakulasat kovetden), mint a kajszi hasonlé inaktiv FaSt elemei. Kutatdsunk
ramutatott, hogy a kajszi és a szilva genomban is jelentds valtozékonysagot mutat a FaSt
transzpozon. In silico kereséseink kimutattdk, hogy a FaSt jelen van szamos Prunus
szekvenciaban, jellemzden az S-RN-dzt és néhany transzkripcios faktort kodold gén promoter-
illetve intronrégidiban.

Az SSR-analizisek alapjan elvégzett filogenetikai vizsgalat és a fékomponens (PCA)
analizis Kimutatta, hogy, a szilva tajfajtakat, a gazdasagilag jelentdsebb szilvafajtakat és a
kokény genotipusokat jelentds mértékli genetikai variabilitds jellemzi. A magyar tajfajtak
kivalo nemesitési alapanyagot képeznek, mert a modern fajtikra jellemzd, nagymértékben
leszlikiilt genetikai valtozékonysag ndvelhetd a felhasznaldsukkal. Tobb folyamatban 1évo
vizsgalat igazolta értékes virusellenalld tulajdonsagukat, igy bevonasuk indokolt a jovobeli
keresztezéses nemesitési programokba. Igazoltuk tovabba, hogy a vizsgalt egyedek mindegyike



megkiilonboztethetd minddssze 7 SSR-markerrel, ami a megnovekedett ploidszintb6l
kovetkez6 nagyobb allélszammal magyarazhat6. Ez a tény is kiemelt jelentdségii, hiszen a
fajtaazonossag kérdése a gazdasagilag jelentds ndvények korében fontos tényezd, a faiskolai
fajtakeveredések, a fajtabejelentések soran a DNS-alapu vizsgalatok nagyban megkonnyitik a
kérdéses esetek tisztdzasat. A magyar tajfajtak DNS-alapi azonositasanak kidolgozasdhoz
sziikséges egyedi SSR-ujjlenyomatokat meghataroztuk.

A poliploid kokény és rokon fajok esetében dsszesen 23 11j S-allélt azonositottunk, DNS-
szekvencidjukat meghataroztuk. A fajtabejelentésre keriilt kokény fajtajeloltek kozott
inkompatibilitast nem talaltunk, az dnmeddd fajtak ivari Osszeférhetéségének (egymas kozti
kolcsonds termékenytilésének) nincs genetikai akadalya.

Az europai szilvafajtdk S-genotipusainak azonositdsa az S-RN-dz allélok variabilitasa
alapjan, valamint a P. domestica tajfajtak és a gazdasagilag jelentésebb fajtak genetikai
variabilitdsdnak és megkiilonboztethetdségének jellemzése mikroszatellit —markerek
segitségével mind gyakorlati, mind kultarevoltcidos szempontbol értékes eredményeknek
tekinthet6k €s fontos alapjat képezik tovabbi vizsgalatoknak.

2. Meggy

Osszesen 24 termesztett fajtaval és igéretes fajtajeldlttel kezdtiik el a meggy molekularis
termékenyiilési vizsgalatat. A tetraploid meggy S-allél-rendszerérél tobb adat is elérhetd, igy a
korabban kidolgozott allélspecifikus CAPS-markerekkel szamos S-haplotipust azonositottunk
(S1, Se, S13 és Sss). A variabilitas meghatarozasara SSR-vizsgalatokat végeztiink. Az egymashoz
genetikailag kozel all6 genotipusokon transzpozon alapu markerezési technikat (iPBS)
teszteltiink, amivel sikeriilt kiilonbséget kimutatnunk az ‘Erdi bdtermd’ meggyfajta klonjai
kozott.

A meggy allopoliploid genomjanak komplexitasa nagyban megneheziti az S-genotipus
vizsgalatat, tobbféle markerezési technika egyiittes alkalmazdsdra van sziikség a
diagnosztizalashoz. A folyamatban kulcskérdés a vizsgalatok id6- ¢és koltségigénye.
Megallapitottuk, hogy az eddig elérhetd, egy amerikai-japan kutatocsoport altal a meggy
funkcidképtelen S-haplotipusainak kimutatdsara alkotott markerrendszer egyes elemei jol
hasznalhatok, de hatékonysaguk €és megbizhatosdguk nem egyontetli. Javaslatot tettiink a
markerezési stratégia alabbi elemekkel torténd kiegészitésére:

1) az S-RN-dz gén elsé intronrégidjat jellemzé méretek pontos meghatarozasa, illetve

2) az Saen2-RN-dz allélnal az elsé intronrégidban azonositott dinukleotid mikroszatellit
(CA) okozta méretpolimorfizmus, valamint az Sem-nél szintén detektalt 2 nukleotidos inszercio
felhasznalasa.

Az altalunk javasolt kiegészité elemek az alabbi iitemezésben ndvelhetik a meggy altal
hordozott cseresznye- és csepleszmeggy-eredetli S-allélok azonositasanak megbizhatosagat:

1) azokban az esetekben, ahol nincs el6zetes informacio az S-genotipusrél az S-RN-dz
gén masodik és az altalunk javasolt elsd intronrégid mérete alapjan azonositjuk az
S-allélokat;

2) Ezt kovetden alkalmazzuk a funkcioképtelen valtozatok kimutatasara tervezett
markertechnikakat, kiegészitve az Sgehz2-re és az Sem-re altalunk leirt uj markerrel.

3) Az oOntermékenyiilés fenotipusos ellendrzése bizonyos esetekben tovabbra sem
kertilhet6 meg, hiszen a korabban azonositott funkcioképtelen allélok mellett mas,
eddig nem azonositott, mutans S-allélok is el6fordulhatnak.

Vizsgalataink sordn az altalunk tervezett uj markerek eredményes felhasznalasahoz

szlikséges paramétereket meghataroztuk.

A szelektalt meggyklonok S-genotipusa teljesen megegyezett az eredeti fajtdkéval. A
‘Pandy’ meggy gyakori felhasznalasa a nemesités soran tetten érheté az utddokban, hiszen S-



allél-készlete egyértelmiien nyomon kovethetd utédainak genotipusaban. Kiilon érdekességnek
szamit, hogy két fajtaban ugyanazon S-allél (Sse) két funkciojat veszitett valtozata is
megtalalhaté volt. Kimutattuk, hogy a valamennyi meggyfajta kozott egyedi beltartalmi
értékkel jellemezhetd, magyar eredetli ‘Pipacs 1” a tobbi vizsgalt fajtatdl eltérd, egyediilallo S-
genotipussal rendelkezik. Az S12- és Sis-allélok semelyik masik altalunk vizsgalt meggyfajtaban
nem fordultak eld. A ritkan el6forduld Spe-, valamint az Ssen-allélok egyiittes megjelenése
ugyanakkor csak a morello tipusu Ciganymeggy klonfajtakban volt jellemzd, igy ezen allélok
jelenléte arra enged kdvetkeztetni, hogy az amarella tipusu ‘Pipacs 1’ nagy eséllyel lehet a
leszarmazottja a Ciganymeggynek. Az 6nmeddé Pandy és az ontermékenyiilé ‘Ujfehértoi
mutacié bekovetkezhetett a ‘Pandy’ mikrosporogenezise soran, melynek kovetkeztében a két
mutans allélt hordoz6 pollenszemek képessé valtak az dntermékenyitésre, de mas, a Pandyhoz
hasonlé genotipust egyeddel torténd keresztez6dés révén is kialakulhatott az ‘Ujfehértoi
fiirtds’. Genetikailag az “Ujfehértoi fiirtos® sokkal kozelebb all a Pandy meggyhez, mint a
Ciganymeggyekhez. Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy a genetikailag egyméshoz
kozel all6 genotipusok kozott egyarant eléfordulhat amarella és morello tipusu meggy, vagyis
a gylimolcs festdleviisége alapjan nem szabad messzemend kdvetkeztetéseket levonni a fajtak
rokonsagi kapcsolatara nézve.

3. Az 6nmedd6 fenotipus megvaltozasanak hatasa

Az 6nmeddd fenotipus Ontermékenyililové valtozdsanak hatdsat tobb csonthéjas faj
esetében vizsgaltuk. Az egyik modellfaj a diploid mandula volt, ahol az ontermékenytilés
viszonylag recens tulajdonsag, néhany évtizeddel ezeldtt jelent csak meg. A mandulat Kozép-
Azsiatol az Egyesiilt Allamokig nagy genetikai variabilitis jellemzi. A genetikai
valtozékonysag nem mutat olyan mértékii, a domesztikacionak tulajdonithato, negativ irdnyt
valtozast, mint mas fajok (pl. a kajszi) esetében. Ebben szerepe van a vad fajokkal torténd
fajkeresztezddés jelenségének is. Ilyen folyamatok vezetnek az eltérd foldrajzi kdrnyezetben
€16 populéciok differencialédasidhoz, elkiiloniiléséhez.

A masik jelentds ok, hogy a genetikai variabilitas lesziikiilése minden csonthéjas faj
esetében a heterozigdtasdg mértékének csokkenésével jart egyiitt, ami az Ontermékenyiilés
kialakulasa utan kovetkezett be. Mandula esetében az 6ntermékenyiilés viszonylag 0j jelenség,
mégis kimutathatd volt mar az Ontermékenyiilé fajtak heterozigotasaganak kismértéki
csokkenése. Eredményeink azonban igazoljak, hogy ennek hatterében nem maga az
ontermékenytilési képesség all, hanem az a gyakorlat, hogy az dntermékenyiilé6 mandulafajtak
kialakitasat a nemesitési programokban felhasznalt donor genotipusok kore rendkiviil
korlatozott (a legtobb esetben a ‘Tuono’ fajta keresztezésével allitottak eld az dntermékenyiil
fajtakat).

1. A mélynyugalom, riigyfakadas és viragzasi ido

A fas novények mélynyugalmi allapotét szabalyozé transzkripcios faktorokat kodold gének
vizsgalatat kajszi (‘Zard’ és ‘Korai zamatos’), mandula (‘Tuono’ és ‘Tétényi keményhéju’),
meggy (‘Erdi jubileum’ és ‘Piramis’) és szilva (‘Stanley’ és “President’) fajokbol 2-2 fajta
bevonasaval kezdtiik meg. A CBF (C-repeat binding factor) gének konzervativ régidira
tervezett primerekkel mindegyik fajbdl izolaltunk CBF homoldgokat. A génexpresszid
vizsgélatahoz a kajszit valasztottuk, mivel a csonthéjas gyiimolcsfajok koziil a fagykarok
tekintetében Magyarorszdgon a kajszi a leginkdbb veszélyeztetett faj. A korai virdgzasu
‘Aurdra’ és ‘Goldrich’, illetve a kései viragzasu ‘Zard’ és “Stella’ fajtak vegetativ és generativ
riigyeit gylijtottiik be a hdmérsékleti adatok és a riigyek allapotanak pontos rogzitésével. Azok
a fajtak, melyekre hosszabb mélynyugalmi id6szak, és ezaltal lassabb riigyfejlodés jellemzo,



ellendllobbak a faggyal ¢és a fluktudldé homérséklettel szemben. A  virdgrigy
rigydifferencialodas legjobban a pollenfejlodés (mikrosporogenezis) folyamatat vizsgalva
kovethetd nyomon. Az egyes fejlodési fazisok egymésba valé fokozatos atmenete néhany nap
alatt kovetkezik be. A tetrad-allapot jeloli a mélynyugalmi idészak végét, fagytolerancia
javitasndl tehat azok a fajtak lehetnek igéretesek, melyeknek archesprorium- és fiizér allapota
hosszabb ideig tart. A pollenfejlédés mikroszkopos elemzését elkészitettiik minden egyes
mintagyijtést kovetden, 2-3 napon beliil. A begy(ijtott mintakon a 3 célgén esetében (CBF,
DAMS és DAMG) strukturalis, filogenetikai €s génexpresszios vizsgalatokat végeztiink.

Harom, a mélynyugalom szabdlyozasdban feltehetden résztvevd gént vizsgaltunk:
ParCBF1, ParDAM5 (dormancy-associated MADS-BOX) és ParDAM6. A filogenetikai
elemzés alapjan a ParCBF1 a Prunus mume és P. dulcis CBF1 génekkel homolég. A gén
expresszios analizise két korai és két kései virdgzasu fajtaban szignifikans Osszefliggést
mutatott az dszi €és téli alacsony hdmérsékleti értékekkel. A ParDAMS és ParDAM6 gének
expresszioja részben a CBF1 gén expressziojanak fliggvényében valamint a fajtak hidegigényét
(chilling requirement) jellemz6 értékeknek megfelelden valtozott, a mélynyugalom kialakulasa
soran novekedett. A mélynyugalmi iddszak vége felé a nagyobb hidegigényli, kései virdgzasa
fajtak ParDAMS5 ¢és ParDAMG6 expresszidja meghaladta a koran nyiloé fajtdkra jellemzo
értekeket, ami megerdsiti, hogy a két ujonnan azonositott kajszigénnek jelentds szerepe van a
rigyek mélynyugalmi allapotanak kialakulasaban és megsziinésében.

. Az érésido

Az Oszibarack érési idejét befolyasold, NAC transzkripcios faktort kodolo gén egyik
allélja egy 9 nukleotidos inszerciodt tartalmaz. Ez az allél egy olasz kutatdcsoport eredményei
alapjan két hasaddé nemzedék vizsgalata soran egylitt 6roklodott a korai éréssel. Ezt az
Osszefliggést egy joval szélesebb novényanyag értékelésével tamasztottuk ala. A korai
‘Springtime’ és a kései ‘Vérbarack’ dszibarackfajtak NAC-szekvenciaja kozott is megtalaltuk
a 9 nukleotidos kiilonbséget, majd fluoreszcens forward primer hasznalataval
fragmentumhossz-analizist végeztiink 110 fajta esetében. Az adatok alapjan a korai fajtak
tulnyomo tobbsége homozigdta formaban hordozza az inszerciodt, a specifikus primerekkel 202
bp hosszt fragmentum detektalhato. A kései fajtak is homozigotak, ezeknél egyetlen, 193 bp
hossza fragmentum amplifikalodik. A kozépérésti fajtak viszont heterozigotak. Statisztikai
analizissel igazoltuk, hogy az 4ltalunk hasznalt marker megbizhatéan hasznalhat6 az érési idore
torténd szelektalas eldsegitésére (MAS) az 6szibarack-nemesitési programokban. Ugyanakkor
n¢hany esetben nem tapasztaltuk ezt a korrelaciot. Az érési 1d6 fontos gazdasagi értékmérd
tulajdonsag, melyet tobb, jelenleg még nem azonositott gén befolyasol. A vizsgalt NAC gén e
rendszer egyik meghatarozo, de nem egyetlen elemének tekinthetd. Meghataroztattuk a kajszi,
mandula és szilva fajok esetében is a génszekvencidt, de nem taldltuk meg sem ezt a 9
nukleotidos indel mutaciot, sem mas kiilonbséget, amely az érési idovel kapcsolatba hozhatd
lenne.

A palyazat eredményeibol 6 impakt faktoros folyoiratban kézzétett publikacio jelent
meg, melynek kumulativ impakt faktora: 14,578 (az eldére tervezett kb. 10 IF volt), 3 db D1, 3
db Q2 mindsitésii lapban jelent meg. Tovdabba 4 magyar és 1 angol nyelvii lektoralt folyoiratcikk
keésziilt. Emellett 3 nemzetkozi és 4 magyar konferencian mutattuk be eredményeinket eloaddas,
poszter és videoposzter formdjaban. Az eredményekbol 2 PhD dolgozat, 4 diplomamunka,
illetve egy OTDK 1. helyezett dolgozat is késziilt.



