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1. BEVEZETES

A novényvildgban az idegenmegporzds (allogdmia) 4ltal kialakult genetikai
variabilitds szelekcids eldnyt biztosit a ndvények szdmdra. A zarvatermd novények nagy
részénél a kétivari virdgokban kiilonféle mechanizmusok alakultak ki az 6nmegporzds
(autogdmia) megakadalyozasara. Ide tartozik a bibe és a porzok térbeni elkiiloniilése, a
szaporitészervek érésének idobeli eltolddasa, illetve a leghatékonyabb megoldas, a pollen
csirdzdsanak vagy a pollentomld fejlddésének gatldsa, az in. inkompatibilitds. A jelenséget
elsd izben, 1877-ben leir6 Darwin a virdgos novények torzsfejlodésében kozponti
jelentdséget tulajdonitott e mechanizmusnak. Az autoinkompatibilitds tehdt azt jelenti,
hogy a bibe adott novényegyed sajat pollenjével torténd megporzdsa nem vezet
megtermékenyitéshez. Az Osszeférhetetlenség genetikailag meghatédrozott
mechanizmusokon alapul.

A novények szamadra evolicids 1éptékekben hasznos idegentermékenyiilés a sajatos
gazdasagi célokkal rendelkezd szakemberek szempontjabol kétélii fegyvernek tekinthetd.
A termesztésben nem kivédnatos, gazdasagi szempontbdl hatranyos fizioldgiai jelenségként
tartjdk szdmon, hiszen az onmeddd fajtakbol 1étesitett iiltetvényekben elengedhetetlen a
megfeleld pollenadé fék telepitése. E probléma jelentdsége jol lathaté a cseresznye
példajan, ahol az ontermékenyiilo fajtdk eldéllitdsa mara az egyik legfontosabb nemesitési
kovetelménnyé valt. A novénynemesitok szamara ugyanakkor az onmedddség jelentOs
segitséget nyujthat a tervszerlien megalapozott keresztezések kivitelezéséhez, mert a
virdgok kasztréldsa nem sziikséges. Sajnos azokban az esetekben, ahol az 6nmedddség az
S-allél-rendszeren alapszik, az 6nmeddd anyandvény haszndlata azt is jelenti, hogy az
utddok kozott onmeddd genotipusok jelenhetnek meg. Rdaddsul az azonos S-allélokat
hordoz6 6nmeddd fajtdk egymdst kdlcsondsen sem képesek megtermékenyiteni, igy kozos
iltetvénybe telepitve nem adnak elfogadhaté termésmennyiséget.

Az inkompatibilitds biokémiai és molekuldris hattere novénycsalddonként igen eltérd.
Az egyik leginkdbb tanulmanyozott mechanizmus a ribonukledz enzimek részvételével
kialakult gametofitikus énmedddség. Ilyen tipusd rendszer jellemzi a Rosaceae csalddot,
mely szdmos gylimolcstermd novényt (alma, korte, cseresznye, kajszi, mandula, szilva
stb.) foglal magaba. Mivel a csonthéjas fajok korében parthenokarp gyiimolcskotédés nem
fordul eld, a sikeres megtermékenyiilés elengedhetetlen feltétele a gazdasdgi értéket
képviseld gyiimoles 1étrejottének.

Az eurdpai kajszifajtdk tilnyomo része Ontermékenyiild, mig az azsiai €s észak-

amerikai fajtak tobbsége onmeddd. Az utébbi évek sordn a fagytiirés és a virusrezisztencia
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elérése érdekében az 4azsiai és észak-amerikai genotipusokat felhaszndld keresztezéses
nemesités utjdn egyre tobb, széles korben elterjedt, onmeddd fajtit hoztak 1étre. A
fajtatarsitds szempontjabdl az S-genotipusok ismerete elengedhetetlenné vélt. A fajtak
termékenyiilését meghatdroz6 szabadfoldi terméskotddési  vizsgadlatokat  szdmos
bizonytalansdg terheli, hiszen ezeket a kornyezeti, idéjarasi koriilmények jelentosen
befolydsolhatjak, tovabba ezen vizsgdlatokra csak a termokoru fak alkalmasak. A DNS-
alapu vizsgélatok, amelyekkel a sterilitdst okozé allélok a genomban detektalhatdak, igen
nagymértékben segithetik és gyorsithatjdk a nemesitok munkdjat azéltal, hogy
alkalmazdsukkal a novények korai egyedfejlodési allapotdban meghatarozhaték azok
termékenyiilési viszonyai. Az Ontermékenyiilést kimutatd markerek 4ltal a kivant
tulajdonsagot hordozé magoncok kivalogathatok.

Azon tilmenden, hogy a fajtdk S-genotipusdnak ismerete a kertészeti gyakorlatban az
optimdlis  fajtatarsitishoz  kozvetleniil felhaszndlhaté informéciét szolgdltat, a
termékenyiilést irdnyité molekularis rendszer mikodésének feltardsa alapkutatasi
szempontbdl is igen jelentds. A mult szdzadban a 80-as évek végén attord felfedezések
sziilettek az onmedddség molekuléris hatterének megismerése terén. Az almaterméstiekkel
kapcsolatos molekuléris vizsgalatok elsé eredményei a kovetkezd évtized elején jelentek
meg, mig a csonthéjasok esetében ugyanerre a 90-es évek masodik feléig kellett varni. A
nemzetkdzi tudomanyos érdeklddést jOl mutatja, hogy az utébbi idészakban egyre tobb,
évente mintegy félszaz kozlemény jelenik meg e témakorben a kertészettudomany és
novénybioldgia legnivésabb, nemzetkozi folyédirataiban. A gyiimolcsfak ez irdnyud
vizsgalatdban angliai (cseresznye, meggy, szilva), spanyol (kajszi, cseresznye, mandula),
amerikai—japan (mandula, cseresznye, meggy, japdnszilva, japdnkajszi) és belga (alma)
kutatécsoportok jarnak élen, de a portugdl, izraeli, kinai, ausztrdl és kanadai kutatok is
jelentds eredményekkel gazdagitottdk ismereteinket.

Ehhez a korhoz csatlakozott 2003-ban az egyetemiinkon alakult kis kutat6csoport
tobb gylimolcsfaj tobb aspektusbdl torténd vizsgdlata céljaval. Magyarorszagon ezt
megeldzéen nem folyt ilyen irdnyd kutatds, magyar fajtdkat ugyanakkor angol és amerikai
laboratériumokban is vizsgaltak. Mivel a Karpat-medence valamennyi Rosaceae csalddba
tart6z6 gylimolcsfa kultirevolicidjdban fontos 0sszekotd lancszemet képez a géncentrum
€s a tOliink nyugatabbra fekvd termdteriiletek kozott, kiilondsen fontosnak tartottuk és
tartjuk a birtokunkban 1évé génvagyon minél alaposabb megismerését, jellemzését. A
dolgozatomban bemutatott, kajszi Onmedddségét irdnyitd S-lokusz vizsgdlata ezen

munkdnk elso 1épéseirdl ad szdmot.



2. CELKITUZES

Munkank soran a kovetkezo célokat tuztiik ki:

1.

A mas Prunus fajok termékenyiilési viszonyainak jellemzésére haszndlatos
molekuléris technikdk (NEpHGE, IEF, PCR) haszndlhatésagénak értékelése
kajszi esetében, a modszerek tovibbfejlesztése.

A fajtak termékenyiilési viszonyait irdnyito S-16kusz minél tobb allélvaltozatdnak
azonositdsa, jellemzése kiillonboz6 szarmazasu fajtak vizsgalataval.

Meghatarozni minél tobb gazdasdgilag jelentds fajta és értékes nemesitési
alapanyag S-genotipusat, kiilonos tekintettel a magyar kajszifajtdkra. Tisztdzni a
vitatott termékenyiilési fenotipusu fajtak S-allél-osszetételét.

Az eddig leirt és uUjonnan megdllapitott S-genotipusok alapjan elkésziteni a
kajszifajtdk kolcsonos termékenyiilési viszonyait bemutaté tdblazatot, mely
kozvetleniil alkalmazhaté az iiltetvénytarsitds és/vagy keresztezéses nemesités
sziilovonalainak genetikai informdcids adatbazisaként.

Kideriteni a kajszi Ontermékenyiild fenotipusanak hatterében all6 molekularis
okokat, azonositani az Ontermékenyiilésért felelds haplotipus eredeti,
funkcioképes valtozatat.

A nemesitési gyakorlat szdméra konnyen €s gyorsan alkalmazhat6, ugyanakkor
megbizhaté rutineljardst kidolgozni az Ontermékenyiild6 hibridek korai
szelekcidjara.

Folmérni, mennyiben segitheti a kajszi S-16kuszar6l gytjtétt molekuldris

informécio a gyiimolcsfaj kultirevolucids torténetének ismeretét.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Inkompatibilitas a novényvilagban

A himnds virdgi novények esetében kialakult inkompatibilitdsi rendszerek
alapvetéen két csoportra oszthaték: heteromorfikus és homomorfikus tipusdak. A
heteromorfikus inkompatibilitds sordn az ivarszervek morfoldgiailag elkiiloniiltek, tehét az
ontermékenyiilésnek fizikai akaddlya van. A homomorfikus fajok esetében a reproduktiv
szervek egymas kozelében helyezkednek el, az onmegporzast semmiféle morfoldgiai korldt
nem gdtolja, de az Ontermékenyiilés mégsem lehetséges, mert azt genetikailag
meghatdrozott mechanizmusok akaddlyozzdk. A tulajdonsdgot 4ltaldban egy 16kusz
kodolja, amit a sterilitas szor6l S-16kusznak neveztek el. Mas novénycsalddokban, péld4ul
a fuféléknél kettd, a Beta fajokndl pedig négy lokusz részvételét igazoltik (Lundqvist,
1956; Larsen, 1977). Ez a széles korben elterjedt genetikai inkompatibilitds tovabbi két
nagy csoportot foglal magéba: a sporofitikus és a gametofitikus 6nmedddséget (Clarke és
Newbigin, 1993).

A zdarvatermd novények 383 csalddja koziil 81 csalddban irtak le homomorfikus
inkompatibilitdst mutaté fajokat (Clarke és Newbigin, 1993). Koziilik 15 csalddban
bizonyitottan gametofitikus 6nmedddség fordul eld, 6 csalddban sporofitikus. Tovabbi 39
csaladban igazoltdk az inkompatibilitast, de annak tipusa ismeretlen, mig a fennmarad6 21
csalddban az inkompatibilitds megléte sem kellden tisztazott (Charlesworth, 1985). A
genetikai inkompatibilitds feltehetden a zarvatermok egy nagyon korai ¢sénél jelent meg
el0szor, igy jelentds mértéki elterjedését is ez eredményezhette.

A gametofitikus inkompatibilitdst (GSI) szabalyoz6 mechanizmus tobbféle is lehet,
mindeziddig koziilik csak néhdnyat vizsgaltak molekuldris szinten. A Papaveraceae
csaladban a bibekomponens egy kb. 15 kD molekulatomegii, extracellularis fehérje; a
pollenkomponens még nem ismert, de feltételezések szerint egy, a pollen
plazmamembranban lokalizélt receptorfehérje (Franklin-Tong és Franklin, 2003). E
receptor és a bibe S-protein kozotti allélspecifikus kapcsolat eredményeként az
inkompatibilis  pollentomlében a  citoplazmatikus ~ Ca**-koncentrcié hirtelen
megnovekszik, ami szdmos, egymdssal is Osszefiiggd jelatviteli folyamatot indukdl. A
magas intracellulris Ca®*-szint hatdséra aktin depolimerizacié kovetkezik be, ami azonnali
novekedésgitlashoz vezet: a citoszkeleton degradicidjaval ugyanis lehetetlenné vilik a
vezikulumok apikalis irdnyu szdllitdsa. Gatlédik a pollenben taldlhaté p26 citoplazmatikus
pirofoszfatdz aktivitdsa, melynek kovetkeztében csokken a csticsnovekedéshez

elengedhetetlen fehérjék és hossziiszénlancu szénhidratok mennyisége. A novekedésgatlast
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kovetéen néhany perccel aktivalodik egy 56 kD méreti MAP-kindz (mitogen-activated
protein kinase), amirdl igazoltdk, hogy szerepe van a programozott sejthaldl (apoptdzis)
kialakuldsdban. Kimutattdk, hogy inkompatibilis pollentomlékben a bibe S-proteinek a
dezoxiribonukleinsav (DNS) feldarabolédasat okozzdk, ami kompatibilis kombinacié
esetén nem figyelhetd meg (Jordan és mts., 1999). Franklin-Tong és kutatécsoportja
néhany éve sikeresen igazoltak régi hipotézisiiket, mely szerint az inkompatibilitdsi reakcid
sordn kialakul6 jeldtviteli folyamatok végsd dllomdsa a programozott sejthaldl (Thomas és
Franklin-Tong, 2004).

A leginkdbb tanulmanyozott €és legrégebb 6ta ismert GSI rendszer az S-ribonukleaz
enzimek (S-RN-4zok) részvételén alapul, és négy novénycsalddban fordul eld: a
Solanaceae, Scrophulariaceae, Campanulaceae és a Prunus fajokat is magdba foglal6
Rosaceae csalddokban (de Nettancourt, 2001; Franklin-Tong és Franklin, 2003). E négy
novénycsaldd kozos Osétdl szarmazik az Osszes kétszikii novénycsalad 75 %-a, ami arra
utal, hogy az RN-dz alapid ©Onmedddség jelenlegi ismereteinknél vélhetdleg sokkal

elterjedtebb a novényvildgban (Igic és Kohn, 2001).

3.2. A Prunus fajok onmeddoségét meghatarozé molekularis rendszer

A Prunoideae alcsaladba tartoz6 valamennyi csonthéjas gyiimolcsfaj onmedddsége
gametofita tipusd, a termékenyiilési viszonyokat egy multiallélikus 16kusz, az S-16kusz
szabdlyozza (de Nettancourt, 2001).

A GSI soran a pollen fenotipusat sajat haploid genotipusa hatdrozza meg (la. dbra),
ellenben a sporofitikus 6nmedddséggel, ahol a pollen fenotipusat a pollent adé novény
genotipusa hatdrozza meg, mint példaul a mogyoré esetében (1b. dbra). A gametofitikus
inkompatibilitdsi kapcsolat akkor alakul ki, ha a haploid pollenszem S-allélja megegyezik a
bibe két S-alléljanak barmelyikével. Az ugyanarrdl vagy azonos S-genotipusi névényrol
szarmazd pollenszemek a bibe feliilletén kicsirdznak, de pollentomlé-novekedésiik a
bibeszal fels6 harmaddban megtorpan, igy az embri6zsdkot nem érik el, nem okoznak
termékenyiilést. Az S-16kusz a bibében kifejez6dd ribonukledz enzimet kédolja (S-RN-4z)
(McClure és mts., 1989), illetve a pollentomldben expresszdlédo, négy éve azonositott S-
haplotipus-specifikus F-box (SFB) fehérjét (Lai és mts., 2002; Entani és mts., 2003;
Ushijima és mts., 2003). A sajat-idegen felismerési reakcié tehiat e két molekula

részvételével, az S-RN-4z és az F-box fehérjék kozott zajlik le (McCubbin és Kao, 2000).
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1. dAbra. A magasabbrendli novények gametofita tipusi (a) onmedddségének genetikai
szabdlyozdsa. A pollenszem fenotipusat sajit haploid genomja hatdrozza meg.
Amennyiben a pollenben kifejez6dd S-allél azonos a diploid bibében kifejez6dé barmely
S-alléllal, a pollentomlé novekedése a bibeszdl fels6 harmadaban ledll. A sporofita
onmedddségnél (b) a pollen fenotipusat a pollent adé novény genotipusa hatarozza meg.
Az S-allélok dominanciaviszonyai kiilonb6zoképpen alakulhatnak: ha a két allél
kodominans, a megtermékenyités elmarad, amennyiben a pollenszem két S-allélja koziil
barmelyik vagy mindkettd megegyezik a bibeszdlban kifejez0d6 S-allélokkal. Ha a
pollenadé6 novény S-alléljainak egyike a madsik alléllal szemben dominédns, a
megtermékenyités csak akkor lesz sikertelen, ha a dominéns allél a megporzand6 novény
bibeszoveteiben is jelen van. A pollenszemek csirdzdsa a bibe feliiletén gatlodik.
Thompson és Kirch (1992) alapjdn mdédositva.
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A diploid Prunus fajok (2n=16) genetikai térképezése soran eddig 28, a termesztési
érték szempontjabol jelentdsnek tartott gén pozicidjit hatdroztak meg Oszibarack [Prunus
persica (L.) Batsch], kajszi (P. armeniaca L.), mandula [P. dulcis (Mill.) D.A. Webb.] és
cseresznyeszilva (P. cerasifera Ehrh.) utédpopulécidk vizsgélataval (Dirlewanger és mts.,
2004). Az S-16kuszt a mandula és a kajszi esetében is a 6. kapcsoltsidgi csoportba

térképezték (2. dbra).

3)

2. abra. A Prunus fajok genetikai térképe a jelenleg ismert 27 jelentésebb gén
pozici6javal, koztiik a 6. csoportban taldlhaté S-16kusszal (S). Az egyes szinek a kiillonb6zo
vizsgélt novényfajokat jelzik (narancssdrga: Oszibarack, sarga: mandula és mandula X
Oszibarack hibrid, kék: kajszi, zold: cseresznyeszilva). Az egyéb vizsgalt tulajdonsdgokat
kodol6 gének jelolése: Ag porzok szine; B sziromlevél szine; Br bokros novekedési tipus;
Cs a mag koriili hdsszin; D Oszibarack savtartalom és mandula héjkeménység; DI
teltvirdgisdg; Dw torpendvés; E levélmirigy alakja; Evg folytonnévd habitus; F
maghozkotottség; Fe virdgszin, G a gylimolceshé) szorozottsége; Gr levélszin; Lb virdgzasi
1d6; Mi és Ma nematddarezisztencia; NI levélalak; Pcp tobb termdlevelliség; Ps
himsterilitds; S* gyiimolcsalak; Sc gylimoleshéj szine; Sf lisztharmat-rezisztencia; sharka

plum pox virusrezisztencia; Sk keserli mag; Y gyiimolcshis szine, (Dirlewanger és mts.,
2004)

3.2.1. S-ribonukleaz enzim: a termékenyiilést iranyité rendszer bibekomponense

Az RNS-molekulét hasité ribonukledz enzimek szamos €lettani folyamatban szerepet
jatszanak, példdul a mag fejlédésében,  kiilonb6zé  stresszfolyamatokban,
novekedésszabdlyozdsban, kérokozok elleni védekezésben vagy az dregedésben (Wyen és

mts., 1972; Wilson, 1975). Schrauwen €s Linskens (1972) vizsgéltak els6 izben a bibeszal
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ribonukledz aktivitasat, eredményeik szerint a kiilonb6z6 novényfajok bibeszovetében igen
eltér0 RN-dz aktivitds volt mérhetd. A termékenyiilési folyamatok hatterében 4ll6
molekuldris mechanizmusok tisztdzdsa terén a Melbourne-i Egyetem Adrienne E. Clark
altal vezetett kutatocsoportja igen jelentds aktivitast fejtett ki az 1980-as évek kezdetétdl.
Cseresznyebibeszadlbdl izoldltak egy 37-39 kD tomegli, 10,6 izoelektromos pontd,
,Antigen S”-nek elnevezett glikoproteint (Mau és mts., 1982), melyrdl igazoltdk, hogy in
vitro koriilmények kozott akaddlyozza a sajat pollentomld novekedését (Williams és mits.,
1982). Kisérleteiket Nicotiana alata novényen folytattdk, meghataroztik az S,- (Anderson
és mts., 1986), S3- és Se-allélok (Anderson és mts., 1989) bibében kifejezddo
fehérjetermékének cDNS szekvencidjat. Ezek az allélok jelent6és mértékii homologiat
mutattak egymadssal és a Lycopersicon peruvianum S-glikoproteinjeivel. Anderson és mts.
(1989) az immunglobulinokndl haszndlt terminoldgia &dtvételével a gén valtozékony
szakaszait ,,hipervaridbilis” régioként nevezték el.

A kutatécsoport kovetkezd, jelentds felfedezése volt, hogy a Nicotiana alata
bibéjében termelddd, az Onmedddség kialakitisaban résztvevd fehérjék ribonukledz
enzimaktivitdssal rendelkeznek (McClure és mts., 1989). Egy évvel késobb kimutattak,
hogy e ribonukledz (S-RN-4z) enzimek bejuthatnak a fejlédé pollentomlobe, ahol a
fehérjeszintézis folyamataban alapvetd fontossagu riboszomélis RNS (rRNS) molekuldkat
hasitjadk (McClure és mts., 1990). 2p izotép jelenlétében nevelt novények pollenjét
izotopmentes koriilmények kozt nevelt novények bibéjére juttatva, az izotéppal megjelolt
RNS sorsa kovethetd volt. Az inkompatibilis €s kompatibilis pollentomldket tartalmazé
bibékbél az RNS-molekuldkat kivontdk, melyek kozil a [*P]JRNS biztosan a
pollentdoml6kbdl szdrmazott. Az agardz gélelektroforézissel, oligo(dT)-cellul6z oszlop és
LiCl-oldat haszndlatdval végzett frakciondlds igazolta, hogy a Kkompatibilis
kombindciokban az rRNS sértetlen marad, mig az inkompatibilis kombindciékban
degradalodik. Ez esetben tehat a pollentomlé nem képes sajat fehérjéinek eldallitasara,
vagyis fejlodése, novekedése ledll. Ezek szerint az inkompatibilitds kialakuldsédhoz
sziikséges szelektiv toxicitds az rRNS-ek és nem a transzfer vagy hirvivd RNS-ek felé
irdnyul, ahogyan az néhdny bakteridlis citotoxin esetében is ismert (McClure és mits.,
1990). Az RN-4z enzimek inkompatibilitdsi reakcidban betoltott kdzponti jelentdségét
tovabb erdsitette a Huang és mts. (1994) altal elvégzett kisérlet. A ribonukledz aktivitdsért
felelOs katalitikus hely mddositdsaval nyert, inaktiv S3-RN-4zt expresszalé transzgénikus,
S18> genotipusid Petunia inflata ndovényben az Si-genotipusi pollentomld noévekedése
akadalytalan volt.

Szerolégiai vizsgdlatokkal, Concanavalin-A hasznalataval tobb tanulmanyban
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igazoltdk, hogy a Rosaceae csalddra jellemzd S-RN-azok is glikoproteinek (Sassa és mts.,
1994; Tao és mts., 1999). Ennek kiilonos jelentdségét az adja, hogy az éllati-human
immunrendszer specifikus felismerési reakcidiban meghatarozé szerep jut a glikoproteinek
cukorrészének (Wassarman, 1990; Ryan és Farmer, 1991), igy lehetségesnek tiint, hogy az
onmedddség is hasonlé mechanizmus alapjan miikodik. Karunanandaa és mts. (1994)
azonban kimutattdk, hogy a deglikozildlt S3-RN-4z ugyanigy képes az Ss-genotipusu
pollentomld novekedésének megakadalyozdsara, vagyis az S-haplotipus specifitdsaért nem
a cukorrész, hanem maga a fehérje felelés. Az dllati immunrendszer €s a novényi
inkompatibilitds kozotti tovabbi Iényeges kiilonbség az, hogy az immunvdlasz az idegen,
mig a novényi inkompatibilitdsi reakcié a sajat genotipus elutasitisit eredményezi
(Nasrallah, 2005).

Az  S-glikoproteinek  extracelluldris enzimek, amelyek szekrécigjat egy
szignélszekvencia irdnyitja. Igy az S-RN-dzok a pollentomld novekedésének helyszinére, a
bibeszdl elnydlkdsodott, sejtkozotti dllomédnydba, a bibeszdl Un. stigmatoid vagy
transzmisszids szovetébe keriilnek (Anderson és mts., 1989).

A Solanaceae  csaladbol  szarmazo, 12 kilonboz6  DNS-szekvencia
Osszehasonlitdsaval kideriilt, hogy az S-RN-dz gén ot konzervativ (C1-C5) és két
hipervaridbilis (HVa, HVDb) régiot tartalmaz (Ioerger és mts., 1991; Tsai és mts., 1992).
Transzgénikus Solanum chacoense ndovényen bizonyitottdk, hogy a HV régi6 felelds az
allélspecifikus felismerésért (Matton és mts., 1997). A GSI mechanizmus alapjait
tobbnyire genetikai transzformécié segitségével ismerték meg, ezért az els6 vizsgalatokhoz
a Solanaceae csalddba tartoz6 novényeket haszndltak, melyek genetikai moddositdsa
konnyen kivitelezhetd. Ezen ismeretek azonban j6 kiinduldsi alapot adtak a Rosaceae
csaladban el6fordulé S-RN-4zok megismeréséhez is.

A Rosaceae csaladba tartozo fajok koziil elséként az alma esetében kozoltek S-RN-az
szekvencidkat (Broothaerts és mts., 1995). A ‘Golden Delicious’ S,- és S3-RN-azok cDNS-
ét klonoztdk, majd szekvencidjukat meghatirozva kideriilt, hogy ezek C2 és C3
konzervativ régidi az Aspergillus oryzae Gn. T,-RN-dzédban is megtaldlhatok (Kawata és
mts., 1988). Ez alapjan sikeriilt az S-ribonukledzok filogenetikai kapcsolatait (Sassa és
mts., 1996), enzimkatalégusbeli besoroldsit és az enzim altal katalizélt reakcid jellemzoit
azonositani. A termékenyiilési folyamatokban meghataroz6 szerepli S-RN-4z enzimeket a
gomba T,-RN-4zokkal azonos enzimosztalybeli besorolds jellemzi (E.C. 3.1.27.1), vagyis
endonukledzok, és az altaluk katalizalt reakcié végeredményeként nukleozid-3’-foszfatok
keletkeznek 2°,3’-ciklikus foszfat és 3’-foszfooligonukleotid koztitermékekkel.

Ushijima és mts. (1998) harom mandula S-RN-4z cDNS-szekvencidjit hasonlitottdk
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0ssze mas gyiimolcsfajok S-RN-dz szekvencidival, és megéllapitottdk, hogy a C1, C2, C3
és a C5 régiok homoldgok a Solanaceae csaladban leirt, azonos jelolésti régidkkal, de a
Solanaceae fajok S-RN-4zainak C4 régidja kiilonbozik a Rosaceae csaldd S-RN-dzainak
megfeleld régidjatol, melyet ezért RC4-ként neveztek el. Tovdbba a Rosaceae csaladban
csak egy hipervaridbilis régiét azonositottak (RHV) a C2 és a C3 szakaszok kozott, amely
a HVa-val mutat homolégiat. A C1, RC4 és a C5 régidk tobb hidroféb aminosavat
tartalmaznak (kozel 60 %), amelyek az enzim szerkezetének stabilitdsat adjdk (Ioerger €s
mts., 1991; Ushijima és mts., 1998). A C2 és a C3 régiok a gomba T,-RN-4zokban is
megtaldlhat6, igen konzervativ szekvenciamotivumok, melyek az RN-dz fehérje aktiv
centrumait alkotva részt vesznek az RNS-lanc hidrolizisében (Broothaerts és mts., 1995).
A hipervariabilis régi6 tobbségben hidrofil aminosavakbdl all, ez a szakasz a fehérje helyes
térszerkezetének felvételét kovetden a kialakult globuldris struktira felszinén helyezkedik
el, ami el6feltétele annak, hogy szerepe legyen a bibe—pollen kozoétti allélspecifikus
felismerési reakciéoban. Az S-allélok specifikus felismeréséért felelos régidk
azonositasdhoz un. ,,window-analizist” végeztek. Ennek alapjan négy olyan régidt taldltak,
ahol a nem szinonim nukleotidszubsztiticiok szama (dy) felilmulta a szinonim
nukleotidszubsztiticidk szdmat (ds), vagyis ahol a specifikus megkiilonboztetésnek, az un.
pozitiv szelekcié bekovetkezésének a legnagyobb az esélye (Ishimizu és mts., 1998a;
Ushijima és mts., 1998). Az RHV région kiviill az RN-dz fehérje mds szakaszairdl is
igazoltdk, hogy részt vehetnek az allélspecifikus felismerési reakciokban. Az eurdpai korte
Si- és S,-RN-azok RHV régidjanak DNS-szekvencidja azonos volt, de az S,-RN-4z nem
gitolta az Sj-allélt hordoz6 pollen termékenyitd képességét (Zisovich és mts., 2004b).
Ortega és mts. (2006) 23 mandula S-RN-az allél window-analizisével igazolta, hogy az
RC4 és C5 régiok kozotti szakasznak fontos szerepe lehet a mandula RN-dzok
allélspecificitdsanak kialakitdsaban, ugyanakkor a Maloideae S-RN-4dzokban fontos C3 és
RC4 régidk kozti szakasznak a mandula allélokban nincs ilyen szerepe.

Az S-RN-dz gén két intront tartalmaz, melyek hossza allélspecifikusan véltozik. Az
1. intron a szigndlpeptid és a C1 régi6é kozott helyezkedik el, a 2. intron a hipervaridbilis
régioba €kelddik (3. dbra). A Prunoideae alcsalad S-RN-dz génszerkezetére altalanosan
jellemzd, hogy a 2. intron mérete majdnem minden esetben (olykor jelentds mértékben)

meghaladja az 1. intron méretét.
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3. abra. A Rosaceae S-RN-az gén o6t konzervativ (C1-3, RC4, C5) és egy hipervariabilis
(RHV) régidt, illetve két intront tartalmaz, melyek hossza allélspecifikusan véltozik
Sonneveld és mts. (2003) adatai alapjan.

3.2.2. F-box fehérje: a termékenyiilést iranyité rendszer pollenkomponense

Régota ismert volt, hogy a termékenyiilést szabdlyozé 16kusznak a bibeszédlakban
kifejez0d6 termékén tdilmenden kell legyen egy, a pollentomloben kifejez6do
fehérjeterméke is, hiszen a felismerési reakcié e szervek kozott jatszodik le. Ahhoz, hogy a
kétkomponensili rendszer miikodhessen, a pollenkomponenst kédol6é gén az RN-az génhez
kozel, szorosan kapcsolt médon kell elhelyezkedjen a 16kuszban, mivel a rekombinacié
lehetetlenné tenné az allélspecifikus felismerést (Kao és Tsukamoto, 2004). Ilyen
rekombindns genotipusokat soha nem is irtak le (de Nettancourt, 1997). Tovabba a
szekvencidnak ugyanolyan valtozékonynak kell lennie, mint az RN-4z esetében, hiszen
minden S-RN-4z allélnak kell legyen egy vele azonos genotipust pollenkomponens
allélparja. Dodds és mts. (1999) kisérletiikkel céfoltdk az egyik elsd hipotézist, miszerint a
pollenkomponens is RN-dz enzim lenne. Lycopersicon peruvianum novényeket
transzforméltak pollen-specifikus promoterhez kapcsolt S3-RN-4z szensz és antiszensz
konstrukciokkal, és egyetlen transzgénikus novény sem mutatott moddosult
inkompatibilitdsi fenotipust, bizonyitva ezzel, hogy az S3-allél pollenkomponense nem
lehet az S-RN-4z enzim.

A molekuléris technikdk fejléddésével lehetové vélt az tUn. ,kromoszomaséta”
(chromosome walking), amely sordn egy génkonyvtarban az adott szekvencidbdl kiindulva
meghatdrozzik egy egész régi6 bazissorrendjét (Weaver és Hedrick, 2000). Igy az S-RN-dz
szekvenciatdl indulva Petunia és Antirrhinum novényekben azonositottak egy SLF nevi
gént (S-16kusz F-box), melynek F-box fehérjeterméke a pollenben fejezddik ki (Lai és
mts., 2002). Az F-box fehérjék az ubikvitin-ligdz enzimkomplex részét képezik, melyek a
26S proteaszoma rendszer részvételével mikodd fehérjelebonté mechanizmusban
jatszanak szerepet (Hershko és Ciechanover, 1998; Vierstra, 2003). Az izolélt F-box

fehérje tulajdonsdgai alapjdn mindenben megfelelt a pollenkomponenssel szemben
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tdmasztott kovetelményeknek. Az S-l6kusz tehdt egy multigén komplex, ez alapjan a
,haplotipus” kifejezés a l6kusz valamennyi génvaltozatira egyiittesen értendd, mig az
,»allél” csak az egyik gén valtozataira haszndland6 (McCubbin és Kao, 2000).

Els6ként Entani és mts. (2003) irtak le F-box gént a Scrophulariaceae csalddon
kiviill, a japankajszi (Prunus mume Sieb. et Zucc.) esetében. Szinte ezzel egy idében
Ushijima és mts. (2003) is F-box fehérjeszekvenciat azonositottak manduldban, melyet
SFB-nek (S-haplotipus-specifikus F-box fehérje) neveztek el. A gén az S-RN-azhoz képest
forditott orientdcioban helyezkedik el, és egy intront tartalmaz. Cseresznye (Prunus avium
L.) F-box motivumokat vizsgidlva Ikeda és mts. (2004a) két varidbilis (V1, V2) és két
hipervaridbilis (HVa, HVb) régiét taldltak. Ezek a régidk nagyobb részt hidrofil
aminosavakbodl allnak, igy a fehérje feliiletén helyezkednek el, és valdsziniileg az
allélspecifikus felismerésért felelések (4. dbra). Nunes és mts. (2006) 21 kokény SFB
szekvendldsaval és az adatbdzisban elérhetd 6sszes Prunus SFB szekvencia 0sszevetésével
azonositottak egy ujabb varidbilis régiét (Vn). A kozelmdultban a kokényen kiviil
japanszilvabol (Zhang és mts., 2007) és almabdl (Cheng és mits., 2006) is izolédltak SFB
allélokat.

Kajsziban eldszor 2004-ben azonositottak S-haplotipus-specifikus F-box fehérjét, a
gén orienticidja megegyezett az S-RN-4z gén transzkripcids orientdcidjaval (Romero és
mts., 2004), szemben a mandula, japankajszi €s cseresznye esetében jellemzd ellentétes
orientaciéval (Entani és mts., 2003; Ushijima és mts., 2003; Yamane €és mts., 2003b).
Vilanova és mts. (2006) egy 4j tipusu, az S-I6kuszon kiviil taldlhat6 F-box gént (ParFB:
Prunus armeniaca F-box gén) is izoléltak, melynek hdrom valtozata nagyon kismértékli
polimorfizmust mutatott (szekvencidjuk 99 %-ban azonos). Feltételezésiik szerint azonban
ez a gén nem jatszik szerepet az inkompatibilitdsi reakcioban, rdaddsul mindhdrom

valtozatban funkcidvesztést okozé mutacidé nyomait talaltak.

HVa HVDb

intron _l I_
5 ﬂ Vi V2

— Vn

-3

4. abra. Az F-box gén egy intront, egy F-box motivumot, harom variabilis régiét (V1, V2
€s Vn) és két hipervariabilis régiét (HVa és HVb) tartalmaz. Ikeda és mts. (2004a) és
Nunes €s mts. (2006) adatai alapjén.
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3.2.3. Az S-RN-az alapui inkompatibilitisi rendszer miikodésének molekularis
modellje

Amig a rendszer pollenkomponensét nem azonositottdk, tobbféle feltevés is
napvildgot latott az onmedddség hatterében allé molekularis folyamatokkal kapcsolatban.
Lewis (1960) ugy vélte, hogy e modell haromkomponensii: tartalmaz egy bibében és egy
pollenben kifejez6dd részt, a harmadik egység pedig az allélspecifikus felismerést kédolja.
Thompson €s Kirch (1992) szerint az S-16kuszban az RN-dz gén mellett megtaldlhat6 egy,
a pollenben kifejez6d6 gén, mely membranreceptort vagy az RN-4zt inaktival6 molekulat
kédol. Az inkompatibilitdsi reakcio lefolydsara ezek alapjan kétféle modellt allitottak fel:
az un. receptor (,,gatekeeper”) és az inhibitor modellt (Thompson és Kirch, 1992; Kao és
McCubbin, 1996). Az els6 szerint a pollen S-gén terméke egy transzmembrin
receptorfehérje, melyen keresztiil csak az azonos allél altal kédolt S-RN-dzok juthatnak be
a pollentomldbe igy akaddlyozva annak novekedését. Ez a modell azonban a poliploid
fajok esetében, példaul egy diploid heterozigéta pollennél nem lenne mitkodoképes, hiszen
ismert volt, hogy ezek a pollenek képesek Ontermékenyitésre. Az inhibitor modellben a
pollen S-gén terméke egy RN-dz-inhibitor fehérje, amely a novekvd pollentémld
citoplazmdjaban van jelen. E szerint minden S-RN-dz bejut a pollentomldbe és az inhibitor
fehérje minden S-RN-4z aktivitdsat gatolja, kivéve a vele megegyez0, azonos allél altal
kodolt enzimekét.

Luu és mts. (2000) kimutattdk, hogy a bibe S-alléljaival egyezd és azoktdl eltérd
allélt hordoz6 pollennel végzett megporzast kovetden egyarant igen nagymértékiit RN-4z-
akkumulacio figyelhet6 meg a pollentomlokben, ami az inhibitor modell helyességének
kisérletes bizonyitékit adta. Az F-box fehérje pollenkomponensként torténd azonositisa
aldtdmasztotta az inkompatibilitdsi reakcié sajat/idegen felismerési rendszerének inhibitor
modelljét. A modell tovébbfejlesztésével, az tin. modositott inhibitor modell szerint nem
inaktivalas, hanem degradaci6 torténik: a pollen F-box fehérjéje az 6sszes nem sajit S-RN-
4z molekulat lebontja az ubikvitin / 26S proteaszoma rendszer részvételével (Ushijima és
mts., 2004). Ezzel ellentétben Sonneveld és mts. (2005) szerint az SFB nem az idegen S-
RN-4zok degradaciojaért felelds, hanem létezik egy altalanos lebonté mechanizmus, ami a
pollentomldbe belépd valamennyi S-RN-azt lebontja. Ezen altalanos degradécids folyamat
az ubikvitin / 26S proteaszoma rendszer részvételével megy végbe. A pollen F-box fehérjéi
azonban az azonos allél dltal kodolt S-RN-4z molekuldk stabilitasat képesek megdrizni egy
allélspecifikus, molekuldris szintli kapcsolatnak koszonhetéen. Vagyis mind a kompatibilis
(idegentermékenyiilés), mind az inkompatibilis (6nmedddség) kapcsolatndl a bibében

termeldd6 S-ribonukledzok bejutnak a pollentomlébe. Az eldbbi esetben az RN-4z enzimek
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lebomlanak a pollentomlében, igy a pollentomld rRNS-e nem sériil, fejlddése nem
gatlodik, a megtermékenyités sikeres. Inkompatibilis kapcsolatndl azonban az S-RN-dzok
€s a pollentomldben 1évd, azonos allél altal kodolt F-box fehérjék szoros kapcsolédasa nem
teszi lehetévé az enzimek lebontdsat, melyek igy képesek a pollentomlé rRNS-ét

degradalni, annak fejlodését és magat a termékenyiilést is megakadalyozni (5. dbra).

Stabil komplex

Sajat S-RN-4z

Nem sajat - ;
S-RN-az Sajat S-RN-az
P / lehetséges

\ Stabil komplex
Eoes \ AA A

F-box

a. Kompatibilis kapcsolat b. Inkompatibilis kapcsolat
kialakulasa nem
poliubikvitinalédas

F-box

Az allél-specifikus
kapcsolédas
megakadalyozza az

Sajat S-RN-az ubikvitinalédast

Nem sajat
S-RN-az

|

v

RNS-degradacioé a
pollentomi6ben

5. abra. Az 6nmeddé Prunus fajok termékenyiilését iranyité S-l6kusz altal kodolt,
bibeszdlban expresszalodo ribonukledz enzim (S-RN-4z) és a pollentdmldben kifejezodo F-
box fehérje kozotti molekuldris felismerési reakcié kompatibilis kapcsolat (a) és
inkompatibilis (b) kapcsolat esetében.

A sejtmagban és a citoplazmadban taldlhat6 2,5 MD méretii 26S proteaszoma rendszer
(6. dbra) egy szabdlyoz6 (19S) és egy kozponti alegységbdl (20S) 4ll (Voges és mits.,
1999). A szabdlyoz6 alegység a poliubikvitindlt fehérjék felismerését és kitekerését
irdnyitja, melyek ezutdn egy keskeny csatornan keresztiil jutnak be a kdzponti részbe, ahol
lebontasuk megtorténik. A degradalas soran tobb termék is keletkezik: peptidek; rovid, 7-9
aminosavbdl all6, ubikvitinhez kapcsolt peptidek; illetve poliubikvitin-lancok. Az utébbi
két termék hidroldzok és izopeptiddzok segitségével udjra felhaszndlhaté ubikvitinekké
alukul. A 19S komplex szintén tartalmaz izopeptiddzokat, melyek a szubsztrat fehérjéhez
kapcsol6d6 ubikvitineket tavolitjadk el. A kisebb peptidek késdbb a citoplazmatikus
peptiddzok hatdsdra tovabb bomlanak. A proteaszoma aktiv része egy csO alaku

struktirdban foglal helyet (Hershko és Ciechanover, 1998).
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CP: a proteaszoma kizponti része [205)
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6. abra. A 26S proteaszoma rendszer szerkezete: a szabdlyozé alegység (19S) a szubsztrat
fehérjék felismeréséért és kitekeredéséért felelds, a kozponti rész (20S) a fehérjék

/////

Amennyiben a pollen SFB szerepe az eltérd allélok altal koédolt S-RN-dzok
degraddldsa lenne, az SFB hidnya teljes korti inkompatibilitishoz vezetne. A cseresznye
SFB;-allél delécidja azonban ontermékenyiilést idézett eld, ami a Sonneveld és mts. (2005)
altal foltételezett modell helyességét valosziniisiti. Ezek alapjan viszont az SFB F-box
doménjének szerepe valik kérdésessé. Az F-box fehérjék az ubikvitin-ligdz enzimkomplex
részét képezik, de a Prunus SFB-k ubikvitin-ligdz aktivitisit mind a mai napig nem
sikeriilt igazolni, igy az sem kizarhatd, hogy az eredetileg feltételezett funkcidjuktol

jelentdsen eltéro szerepiik van.

3.2.4. A gyiimolcsfak ontermékenyiilési képességének molekularis hattere

Az 6nmeddo jelleg evolucids 1éptékben eldnyds az adott novényfaj szamadra, hiszen
az ontermékenyiilés hosszu tdvon a genetikai variabilitds csokkenéséhez, €s a sériilt allélok
populdcidszintii felhalmoz6ddsahoz, un. beltenyésztéshez vezethet. A termesztett fajok
esetében azonban a tudatos emberi tevékenység nagymértékben befolydsolta a
termékenyiilési viszonyokat (Wiersma, 2003).

Jollehet a Rosaceae csalddba tartozd legtobb gylimolesfaj onmeddd, néhdny fajta
rendelkezik a termesztok daltal sokra becsiilt Ontermékenyiilési képességgel. Ez a
tulajdonsag lehet6vé teszi, hogy pollenadé fajtdk nélkiil is megfeleld termésmennyiséget
érjen el a termesztd. A mult szdzad utolsé évtizedében jelentds elorehaladast értek el a
kutatok a gytimolesfdk onmedddségét irdnyitd genetikai, molekularis bioldgiai folyamatok
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foltérképezése terén. A vizsgalatokat jelentds mértékben segitette az egyes fajok 6nmeddd
és ontermékenyiild formdinak Osszehasonlité vizsgédlata. ElsO izben a japankorte (Pyrus
serotina Rehd., szin.: P. pyrifolia Nakai) ‘Osa-Nijisseiki’ nevii, ontermékenyiilo fajtdjat
vizsgaltdk részletesen (Sassa és mts., 1992). A vizsgdlatok eredménye szerint az
ontermékenyliilés az S-ribonukledzok csokkent mértékli expressziéjanak tudhaté be. A
mandula esetében szintén igazoltdk, hogy az Ontermékenyiiléshez kapcsolhaté Si-
ribonukledz aktivitisa nem mutathat6 ki a bibeszalakban (Boskovi¢ és mts., 1999).

Az Ontermékenyiilést azonban nem csak az S-RN-dz enzimek funkcidsériilése
idézheti eld, de a pollenkomponens génként ismert, F-box génszakaszon bekovetkezett
mutacio is. Erre j6 példa az Egyesiilt Kirdlysagbeli John Innes Intézetben eldallitott, J12420
€s JI2434 jelli két cseresznyemagonc. Ezeket a IIl. inkompatibilitdsi csoportba (S3Ss)
tartoz6 ‘Emperor Francis’ €s ‘Napoleon’ keresztezésével hoztak 1étre ugy, hogy az utébbi
fajta pollenanyasejtjeit el6zetesen rontgensugarzdssal kezelték (Lewis, 1949). Tébb mint
fél évszazad elteltével ma mar tudjuk, hogy a JI2434 magonc esetében az ontermékenyiilés
az Ss-haplotipus SFB génszakaszat is magaba foglalé delécionak a kovetkezménye
(Sonneveld és mts., 2005), mig a JI2420 esetében az Ss-haplotipus SFB génszakaszaban 4
bazispar kiesésével keletkezett kereteltolédds hatdsara alakult ki egy korai terminécids
szigndl. Ennek kovetkeztében az F-box fehérje specifikus felismerési reakci6hoz
nélkiilozhetetlen HVa és HVb hipervariabilis régiéi nem transzldlédnak (Ushijima és mits.,
2004; Sonneveld és mts., 2005). A fentiekben ismertetett két szelekcié felhasznalasaval
allitottdk elé a napjainkban vildgszerte sokfelé termesztett, Ontermékenyiild
cseresznyefajtak (‘Stella’, ‘Lapins’, ‘Alex’ stb.) sorozatat.

A japankajszi ontermékenyiild fajtaiban is a pollen SFB gén sériilését mutattak ki, de
ezuttal nem bazisparok kiesése volt megfigyelhetd, hanem egy idegen DNS-szakasz
beékelddése, mely szintigy megakaddlyozza a funkcidképes F-box fehérje kialakuldsat
(Ushijima és mts., 2004). Tovabbi 1ényeges kiilonbség, hogy a cseresznyével szemben, a
japankajszindl ez a folyamat nem az emberi beavatkozdsnak, hanem egy természetes
mutéciénak volt koszonheto.

Klasszikus és molekuldris genetikai vizsgalatok sokasdgédval sikeriilt igazolni, hogy
néhany, az S-l16kuszon kiviil elhelyezkedd, ugynevezett modifikdlé gén termékének is
meghatdrozo szerepe van a szintén az S-ribonukledz alapi gametofitikus dnmedddséggel
rendelkezd Solanaceae csaladba tartozé fajok énmeddd fenotipusdnak kialakitdsaban (Ai
és mts., 1991; Kao és Tsukamoto, 2004). A Rosaceae csalad esetében azonban hasonld

gének részvétele a termékenyiilési folyamatok szabalyozdsdban a mai napig nem ismert,
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bar tobb jel utal feltételezhetd szerepiikre (Zuccherelli és mts., 2002; Wiinsch és Hormaza,

2004b; Hegediis és mts., 2006; Vilanova és mts., 2006).

3.3. Az S-l0kusz az evolicio és kultarevolicio tiikrében

A virdgos novények nagy részénél a pollen és a bibe egymas kozvetlen kozelében
fejlédik, ontermékenyiilés mégis ritkdn kovetkezik be, ahogyan arra Darwin mér a XIX.
szazad végén felfigyelt: ,Nature abhors self-fertilization” (Darwin, 1877), és komoly
evolicids jelentdséget tulajdonitott ennek a ténynek. A genetikailag meghatdrozott
inkompatibilitds egymastdl fiiggetleniil, legaldbb 21 alkalommal alakulhatott ki az evoliicid
sordn (Steinbachs és Holsinger, 2002). Az egyes csalddokban el6forduld kiillonbozo
inkompatibilitdsi rendszerekben az allélok polimorfizmusa igen jelentds mértéki.
Uyenoyama (1995) szerint a Brassicaceae csalddban az egyes allélok a rendszer
kialakuldsakor jottek 1étre. Tsai és mts. (1992) szerint a pontmuticiok felhalmozddasa
miatt, €s nem a génen beliili (intragénikus) rekombindcid hatdsara jottek létre a kiillonb6zo
génvaltozatok. Késdbb azonban néhdny Solanaceae S-RN-az allél kozott igazoltdk a
rekombinacié lehetdségét (Vieira és mts., 2003), amit Ortega és mts. (2006) mandula
allélok esetében sem tart kizdrtnak. A kétkomponensii S-I6kuszban mindkét gén biztosan
azonos evolucids valtozdsokon ment keresztiil (Castric és Vekemans, 2004), ha ugyanis
mutacid csak az egyik génben alakul ki, az az inkompatibilitds elvesztését eredményezi
(Lewis és Crowe, 1954), mint ahogyan az a japankajszindl és a cseresznyénél tortént
(Ushijima és mts., 2004; Sonneveld és mts., 2005). Szdmos Solanum, Petunia és Nicotiana
(Ioerger és mts., 1990), illetve Malus €és Pyrus (Sassa és mts., 1996) S-RN-4z szekvencidk
Osszehasonlitdsaval  kideriilt, hogy az egyes fajok kozotti  interspecifikus
szekvenciahomoldgia nagyobb mértékii, mint a fajokon beliili intraspecifikus homoldgia,
ami az uUn. transzspecifikus evoluici6 jelenségét fedi fel (Richman és Kohn, 1996). Ez azt
jelenti, hogy az egyes S-allélok kialakuldsa kordbbra tehetd, mint az adott fajok szétvaldsa
(Sassa és mts., 1996; Ishimizu és mts., 1998b).

Igic és Kohn (2001) széleskort filogenetikai vizsgalatot végeztek 67 T,-tipusi RN-4z
szekvencia bevondasaval, tovabba Osszevetették az RN-azokban taldlhatd intronok szamat
és pozicidjat (7. dbra). A szekvencidkbol harom csoportot képeztek: az 1. csoportba a
magasabbrendii novényekbdl izoldlt, in. nem S-specifikus RN-dzok (a termékenyiilési
folyamatokban részt nem vevd, de az S-RN-dzokhoz hasonlé ribonukledzok) tartoznak,
melyeknek 4ltaldban 1-3 intronjuk van; a II. csoportba a 7-8 intront tartalmazé ortolog
gének tartoznak; mig a III. csoport a Solanaceae, Scrophulariaceae és Rosaceae
csaladokbdl szarmazd S-RN-dzokat, illetve a Cucurbitaceae csaladbdl (Luffa sp.) izolélt
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nem S-specifikus RN-4zokat foglalja magaba. A III. csoport tagjai a T,-tipusi RN-dzokhoz
hasonl6 pozicidban elhelyezkedd, egyetlen intront tartalmaznak, kivéve a Prunus fajokat,

melyek S-RN-4z génjében még egy intron taldlhat6 a szignalpeptid és a C1 régidk kozott.

_-— S-RN-fizhoz hasonl6 ribonukledzok
L csoport [ I —  Lycopersicon esculentum
[
I S Nicotiana alata NE
/ ~
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I H|—| |—| |—||—| |—]H rabidopsis thaliana
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I csoport . — osoccce, Scrophulaceae, Soanaceae
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7. abra. A T,-tipusi RN-azok csoportositdsa az intronok szdma és pozicidja alapjan. A
szines téglalapok az exonokat, a vonalak az intronokat dbrazoljdk, szdmozdsuk 5°-3’
irdnyban tortént. A szaggatott vonal a homolég régidkat jeloli, Igic és Kohn (2001) alapjén.

A szerzOk szerint az RN-4z alapu inkompatibilitdssal rendelkezd Solanaceae,
Scrophulariaceae és Rosaceae csalddok kozos 6stdl szarmaznak. Ez arra utal, hogy az
Asteridae és Rosidae alosztalyok kozos Osére is az RN-4az alapu GSI volt jellemzd. E két
alosztaly szétvalasa kb. 110 millié évvel ezelott tortént meg, vagyis a jelenleg nem ilyen
tipust inkompatibilitdssal rendelkezd csaladok ezen i1d6 alatt veszitették el ezt a
képességiiket. Steinbachs és Holsinger (2002) tovabbi 72 szekvencia Osszevetésével
megerdsitették az S-RN-dzok kozos Ostol valé eredetét. A Maloideae és Prunoideae
alcsaladok mindegyikében megtaldlhat6 az RC4 konzervativ régio, ami azt jelenti, hogy az
RC4 a Rosaceae csalad kialakulasat kovetOen, de az alcsaladok szétvalasa elott
alakulhatott ki (Ushijima és mts., 1998).

Ma és Oliveira (2002) 10-20 aminosavnyi delécidkat/inszercidkat azonositottak
mandula és cseresznye S-RN-4zok RC4 és C5 régidiban. Prunus, illetve Malus és Pyrus
fajok nukleotidszubsztiticiés analizisével megallapitottdk, hogy a Prunoideae és
Maloideae alcsaladok evolucios 1éptékben viszonylag késon alakulhattak ki. Cheng és mits.
(2006) két alma F-box cDNS szekvencidjat hataroztdk meg (SLF; és SLF,), majd ezekkel
és a megfeleld S-RN-dz allélokkal filogenetikai elemzést végeztek. Eredményeik szerint az
alma F-box és S-RN-4z szekvencidk kozott szorosabb evolicids kapcsolat mutathat6 ki a
Scrophulariaceae és Solanaceae csaldadok hasonl6 alléljaival, mint a Prunus fajok

alléljaival.
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3.4. Az S-genotipus vizsgalati médszereinek atteKkintése
3.4.1. Szabadfoldi termékenyiilésvizsgalatok

Hosszi ideig csak ez a modszer allt rendelkezésre a termékenyiilési viszonyok
megallapitdsdhoz. Irdnyitott beporzadst kovetden a gyiimolcskotddés mértéke kb. 8 hét
elteltével értékelhetd. Az ontermékenyiilés vizsgdlatara két technika ismert: az autogdmia
sordn a bimbds éllapoti dgakat zacskoval izoldljak, majd késébb megallapitjdk a kotddés
mértékét, de a rovarporozta fak esetében ez kevésbé hatékony a rovarok kizardsa miatt, és
a kotddés sokkal inkdbb a virdgok morfoldgiai jellemzdit tiikkrozi. Az Un. geitonogdmia
sokkal megbizhatobb eredményhez vezet, mert a virdgokat nyilds elott kasztraljak, majd az
elézdleg begylijtott sajat virdgporukkal beporozzdk (Nyujt6 és mts., 1985; Burgos és mts.,
1993; Nyéki és Szabo, 1995). A mdédszer olcsd, de a kornyezeti tényezok nagymértékben
befolyasolhatjdk az eredményt, melyet csak 6—8 hét elteltével értékelhetiink.

Az S-genotipusok meghatdrozdsa azonban mar joval nehezebb szabadfoldi
vizsgalatokkal, mert tobb, kiillonféle kombindcidju, irdnyitott keresztezést kell elvégezni.
Két kolcsonosen inkompatibilis fajta 6sszeporzdsa nem eredményez gyiimolcskotddést
egyik irdnyban sem, igy a fajtdk viszonylag konnyen inkompatibilis csoportokba
rendezhetdk. Két kiilonb6z6 inkompatibilitdsi csoportba tartozo fajta (példaul 1.5, és S354)
Osszeporzdasa mindenképpen gyiimolcskotddést eredményez, még akkor is, ha egyik
alléljuk kozos, tehat szemikompatibilisek (példaul S15, és S,53). Ha két teljesen
kompatibilis (példaul S;S; és S3S,) fajtat kereszteziink 6ssze, az utédok mindegyike (5,53,
S184, 8283 és §254) kompatibilis kapcsolatot ad mindkét sziilére torténd visszakeresztezés
alkalmaval. Ha azonban a két sziil6 egy kozos alléllal rendelkezik, a 1étrejott utdédpopulacié

fele a pollenad¢ sziilére keresztezve inkompatibilitast mutat (1. tdblazat).

1. tablazat. Az S-genotipus meghatarozasdhoz haszndlhaté szabadfoldi keresztezések
jellemz6 hasadédsi ardnya szemikompatibilis fajtdk esetében. K = kompatibilis; IK =
inkompatibilis keresztezés

31 S S3 31 S S,

? ?
S1 - S1S3 Sz SISZ -
S2 - S2S3 S3 SIS3 -

Az utddok sziil6i formakra torténo visszakeresztezése

az anyéra S1S2 X S153 K S2S3 X S152 K
az anyéra S157 X 8255 K 5253 x §1.53 K
az apéra S$253 x §1.53 K S157 x 815, IK
az apéra S2S3 X S2S3 IK S1S2 X S153 K
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A moddszer megbizhatéan alkalmazhatd, egyetlen hatrdnya, hogy a tobb generdcion
ativel0 vizsgalat kozel 10 évig tart a gyiimolcsfak hosszu juvenilis életszakasza miatt,
tovabbd, ha az eredeti korben nem vizsgalt, 4j fajta genotipusdra vagyunk kivancsiak,
nagyszamu €s gondosan tervezett keresztezés €s visszakeresztezés lesz sziikséges.

Tobb faj fajtdinak S-genotipusat szabadfoldi keresztezések ttjan allapitottdk meg,
legkordbban a klasszikus onmeddd fajoknak szamitd cseresznyénél (Crane és Lawrence,
1929; Kobel és mts., 1938; Matthews €s Dow, 1969), manduldnal (Tufts és Philp, 1922;
Kester és mts., 1994) és almdnal (Kobel és mts., 1939), késObb pedig mas fajoknal, pl. a
kajszinal is (Burgos és mts., 1997b).

A tesztkeresztezések elvégzése azonban tovdbbra is nagyon fontos eszkoz a

molekuléris szinten nyert eredmények ellendrzésére.

3.4.2. A pollentoml6 novekedésének vizsgalata

Ha arra alkalmas pollen jut a bibe feliiletére, megkezdddik a megtermékenyités
folyamata. A pollenszem a vegetativ sejt magjaval a bibeszovetbe hatolé pollentomlot
fejleszt, amely a generativ sejt osztodasabol szarmazd két himivarsejtet szallitja az
embriozsakba. A zdarvatermdkre jellemzd kettds megtermékenyiilés sordn az egyik a
petesejttel egyesiil, ebbdl fejlodik az embrié, a masik a kozponti diploid sejttel
Osszeolvadva alakitja ki az endospermiumot (Franklin-Tong, 2002). A bibeszal stigmatoid
szOvete tapanyagokat biztosit az intercelluldris, sejtkozotti jaratokban haladé pollentomld
szdmdra. A tomlében termelddd pektindzok elnyalkasitjdk a sejteket, melyek feszességiiket
elvesztve Osszeesnek. Ezzel magyardzhatd, hogy még ha nagyszamu pollentomld
novekszik is a bibeszédlban, azok nem okozzdk a bibeszdl térfogatdinak megnovekedését. A
pollentomld egyetlen specidlis sejt, melynek citoplazmdja a sejtorganellumokkal a novekvd
csucsi részre koncentralodik. A novekvo tomld kimeriilt részeit kall6z felhalmozdéddsok
fizik le, amelyek ezutin vakuolizdlédnak (8. abra). A kallézlefliz6dések szabélyos
szakaszonként fordulnak eld, mintegy ,létraszerii” megjelenést kolcsonozve a novekvod
pollentomlonek (Franklin-Tong, 1999). Az inkompatibilis kombindci6 sordn a
pollentomlokben joval nagyobb mértékli kall6zfelhalmozddas figyelhetd meg (de
Nettancourt és mts., 1973; Cresti és Went, 1976).

A kalléz anilinkék festékkel megfesthetd, és UV-fluoreszcens mikroszképpal
megfigyelhetd (Currier, 1957; Evans és Hoyne, 1982). A pollentoml6 utja a fluoreszkald
kallozleflizodések segitségével nyomon kovethetd a bibeszdlban és az embridzsdkban. Az

elsé festési eljarast kidolgozé Martin (1959) technikdjat haszndljdk ma is kisebb
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modositasokkal. A moddszer elénye, hogy a termékenyiilést laboratériumi koriilmények
kozott, az 1ddjards hatdsitol fiiggetleniil vizsgédlhatjuk, a fixdlé oldatban tdrolt bibék
barmikor megvizsgialhatok. A mdédszer hatranya, hogy az anilinkék a szallitészoveteket,
illetve az epidermadlis szOroket is megfesti, ami zavarja a kiértékelést (Martin, 1959). A
technikat a termékenyiilési viszonyok megdllapitdsdara sikeresen alkalmaztdk manduldnal
(Socias i Company €s mts., 1976; Ortega és mts., 2002; Ortega és Dicenta, 2004), kajszinal
(Burgos és mts., 1993; Andrés és Duran, 1998; Egea és Burgos, 1996; Burgos és mits.,
1997b; Viti és mts., 1997), cseresznyénél (Williams és mts., 1982; Békefi és Haldsz, 2005),
meggynél (Yamane és mts., 2001; 2003a) és korténél (Sanzol és Herrero, 2002).

endoplazmatikus retikulum

mikrotubulusok  mikrofilamentumok csicsi rész

= mitokondriumok
°®  ®
vakudlum S o : _‘
o] 5 L
SN 230 % TP 0
Bt - F————— =
o / ; / vegetativ sejtmag Golgi-készilék a sejtfal prekurzorait
= 2 i it tartalmaza
helsd fal Kalsd fal generativ sejt durva feliletd

endoplazmatikus retikulum ~ 'C 2RulUmok

8. dbra. A gyorsan novekvd pollentomld citoplazmdja a sejtorganellumokkal a csticsi
részre koncentralodik, a kimeriilt részeket kallozleflizodések valasztjak el (Franklin-Tong,
1999).

3.4.3. Fehérje-szintii analizis: izoelektromos fokuszalas

Az egyes allélok dltal kédolt S-RN-dz izoenzimek kozott tobbnyire nem méretbeli
kiilonbség van, hanem az aminosav-szekvencidjuk eltérd, ezért szétvéalasztasukra a
Laemmli (1970) 4ltal kidolgozott, méret alapt frakcionaldst lehetové tevd poliakrilamid
gélelektroforézis nem haszndlhat6. Az S-RN-dzokat wugyanakkor kisebb-nagyobb
aminosav-szekvenciabeli eltérés kell jellemezze, hiszen ezeknek az allélspecifikus
felismerési reakcioban fontos szerep jut. Az eltéré aminosav-szekvencidji fehérjékben a
kiilonboz6 disszocidcids tulajdonsdgi aminosavak ardnya mas €s mds lehet, igy adott pH-
érték mellett mas—mads toltés jellemzi azokat, ami alapot ad izoelektromos fokuszildssal
(IEF) torténo elkiilonitésiikre.

A biokémiai analitikdban 1967-t6l ismert izoelektromos fokuszélds a két pdlus (katod
€s andd) kozott kialakulé pH-gradiens mentén torténd, nagy hatékonysagi szétvélasztast
jelenti (Haglund, 1971). Savas koriilmények kozott az aminocsoportok protondlédnak (R-
NH, + H" — R-NH3"), pozitiv toltéstiek lesznek, a karboxilcsoportok semlegesek

maradnak. Ligos koriilmények kozott a karboxilcsoportok protont adnak le (R-COOH +
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OH — R-COO" + H;0), negativ toltésiivé vélnak, az aminocsoportok semlegesek
maradnak. Az eltér6 mennyiségli protondlédd és protont leadé csoportot tartalmazd,
kiilonbozo fehérjék addig a pontig vandorolnak a gélben, ahol a kornyezd pH azonos az
adott komponens izoelektromos pontjaval. Izoelektromos pont (pl) az a pH-érték, ahol az
amfoter tulajdonsidgi molekula mar nem rendelkezik nettd toltéssel, vagyis az elektromos
erotérben mozgékonysagit elveszti (Westermeier, 1993). Mivel az S-ribonukledzok
izoelektromos pontja a ldgos tartomédnyba esik (Mau és mts., 1982; Sassa és mts., 1992),

fokuszalasukat minden esetben az andd feldli oldalrdl kell kezdeni (9. dbra).
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9. abra. Harom eltér6 izoelektromos ponttal (pl; < pl, < pls) jellemezhetd, kiillonbozo S-
RN-4z izoenzim (1, 2 és 3) vertikdlis lapgélen végzett izoelektromos fokuszaldsdnak
vazlata. Valamennyi enzim a pl értéke folotti régidban pozitiv, az alatt negativ toltésli. A
fokuszélas kezdetekor mindegyik pozitiv toltéssel rendelkezik, igy a pH-gradiens gélben
addig mozog, mig eléri az izoelektromos pontjdnak megfeleld pH-értéket, ahol toltését
elvesziti.

Gyiimolcsfak S-RN-4z vizsgélatdara Sassa és mts. (1992) haszndltdk els izben
sikerrel e technikdt, japankortefajtak esetében. Késobb cseresznyénél (BoSkovic¢ és Tobutt,
1996; 2001; Boskovi¢ és mts., 1997a), mandulanél (Tao és mts., 1997; Boskovi¢ és mits.,
2003), alméanal (Boskovi¢ és Tobutt, 1999), meggynél (Tobutt és mts.,, 2004) is
eredményesen alkalmaztdk, elsdsorban az izoelektromos pont meghatdrozasa érdekében,
mellyel az allélok fehérjetermékei jol jellemezhetdk, elkiilonithetok.

Megfigyelték, hogy adott Vh érték melletti fokuszdlds hatdsara az egyik faj (pl.
cseresznye) esetében az izoelektromos fokuszalas sikeresen megtortént, de egy masik faj
(pl. mandula) esetében ugyanolyan feltételek kozott nem mindegyik izoenzim érte el
izoelektromos pontjit (Boskovi¢ és mts., 1997b), ami tulajdonképpen tn. nem egyensulyi

izoelektromos fokuszaldst (NEpHGE) jelent. E technikét elsoként O’Farrell és mts. (1977)
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irtdk le, és a kétdimenzids elektroforézis els6 1épéseként alkalmaztidk. A NEpHGE is a
katdd irdnyédba torténd futtatdst jelent, de ebben az esetben a futtatast megszakitjuk, mieldtt
a fehérjék elérnék izoelektromos pontjukat. A mdédszer kidolgozdsara azért volt sziikség,
mert a pH-gradiens stabilitdsa a bazikus p6lus végénél hosszabb idon at nem biztosithato,
feltehetden a katdéd oldali elektromigracié miatt, kiilonosen, ha a gélek ureédt is
tartalmaznak.

O’Farrell és mts. (1977) 1500-2000 Vh-ét javasoltak a bazikus izoelektromos pontu
fehérjék szétvalasztasdhoz, mig az S-RN-dz vizsgélatokhoz fajoktdl, fajtaktdl €s alléloktol
figgben 1350-2450 Vh-t alkalmaztak (Hegedlis és mits., 2007). A nem egyensulyi
izoelektromos fokuszdlast (NEpHGE) a Prunoideae alcsalddban tobb faj esetén is
sikeresen alkalmaztdk, igy manduldandl (BoSkovi¢ és mits., 1997b), cseresznyénél
(Boskovi¢ és Tobutt, 2001), meggynél (Tobutt és mts., 2004) és kajszinal (Burgos és mts.,
1998; Alburquerque és mts., 2002).

A modszer jelentds elonye, hogy a kordbban ismertetett szabadfoldi termékenyiilés-
vizsgélattal (3.4.1.) és pollentomld-analizissel (3.4.2.) szemben lehetOvé teszi az S-
genotipusok kozvetlen meghatdrozasat, ugyanakkor tovdbbra is virdgzé kord fdkra van

sziikség.

3.4.4. DNS-alapu vizsgalatok

Az S-allélok els6 PCR-alapu azonositdsa Brace és mts. (1993) nevéhez flizédik, akik
a sporofitikus 6nmedddséget mutaté Brassica oleracea vizsgélatara dolgoztak ki modszert.
Kordbban meghatdrozott szekvencidk alapjdn primereket terveztek, az amplifikalt
fragmentumok allélok szerinti szétvdlasztisdhoz pedig restrikciés endonukledzokat
hasznaltak. A gametofitikus inkompatibilitdsi rendszerben vizsgdlt elsé faj a Solanum
carolinense volt, melynek bibeszovetébdl mRNS-t izoldltak és reverz transzkripcidval S-
allél szekvencidkat amplifikdltak (Richman és mts., 1995). Az amplifikalt termékek
hasitdsa alapjan megéllapitottdk, hogy a gametofitikus rendszerben minden Snmeddd
genotipus heterozigéta, homozigétasag csak akkor fordulhat eld, ha az egyik vagy mindkét
S-allél funkcigjat vesztette, illetve ha a magvakat hordozé termés parthenokarp tton jott
Iétre (Verdoodt és mts., 1998).

A Rosaceae csalddban az alma volt az els6 novény, melynek S-alléljait DNS-alapu
markerezés Utjan sikeriilt azonositani. Broothaerts és mits. (1995) meghatdroztik a
bibeszovetekbdl izoldlt S-RN-dz fehérjék N-termindlis ldncvégi aminosav-szekvencidjat,
ami alapjan PCR-primereket terveztek. A bibeszalakbol izoldlt mRNS-bol cDNS-t

készitettek, és Osszevetették a genomikus és cDNS szekvencidkat, meghatiarozva az
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almafélékre jellemzd egyetlen intron helyzetét (7. dbra), tovdbba az S,- és Ss-allélok
intronja kozti méretkiilonbséget.

Mivel az almafélék S-RN-4z génjében elhelyezkedd egyetlen intron allélspecifikus
méretbeli  polimorfizmusa viszonylag korldtozott, az S-genotipus megbizhat6
meghatdrozasdhoz allélspecifikus primerek haszndlata vagy a konszenzus primerekkel
végzett amplifikaciot kovetd, S-allél-specifikus restrikcids enzimekkel végzett emésztés
(PCR-RFLP technika) sziikséges. Az allélspecifikus primereket alma (Goldway és mts.,
1999; Sakurai és mts., 2000; Schneider és mts., 2001; Kitahara és Matsumoto, 2002b;
Broothaerts, 2003) és eurdpai korte (Zisovich és mts., 2004a;b) S-genotipusdnak
meghatarozasara is eredményesen hasznaltdk. A PCR-RFLP technikat sikerrel alkalmaztdk
japankorte (Ishimizu és mts., 1999; Kim és mts., 2004; Takasaki és mts., 2004), eurdpai
korte (Zuccherelli és mts., 2002; Takasaki és mts., 2006) és alma esetében (Kitahara és
Matsumoto, 2002a).

Almafajtdk S-genotipusanak meghatarozasdra olyan molekularis diagnosztikai
eljarast 1s kidolgoztak, ahol nem konszenzus primerekkel, hanem allélspecifikus
primerekkel végeznek amplifikaciot, és ezt kombindljdk a PCR-fragmentumok restrikcios
enzimekkel torténd hasitasaval, tovabb novelve ezzel az allélok azonositasanak
megbizhatésagat. E modszerrel szdmos tovdbbi alma S-allél volt detektalhaté (Janssens és
mts., 1995; Matsumoto és mts., 1999; Matsumoto és Kitahara, 2000; Van Nerum €és mts.,
2001; Kitahara és Matsumoto, 2002b; Matsumoto és mts., 2003). Ezzel a megkozelitéssel
olyan alma S-allélok megkiilonboztetése is lehetévé valt, melyek aminosav-szekvencidja
92-93 %-o0s azonossdgot mutat (Kitahara és mts., 2000; Broothaerts, 2003).

A Maloideae alcsalad fajaival szemben a Prunus nemzetségbe tartoz6 fajok S-RN-az
alléljai két intront tartalmaznak (7. dbra) (Ushijima és mts., 1998; Igic és Kohn, 2001). Az
S-RN-4z gén C2 és C3 konzervativ régidi kozott, a hipervaridbilis régioba ékel6dd intron
(2. intron) jelentds mértékben megkonnyiti a csonthéjas gyiimolcsfajok S-genotipusanak
DNS-alapu azonositdsat, miutdn a 2. intron méretbeli polimorfizmusa messze meghaladja
mind az almatermésiiek hasonlé intronjat, mind a csonthéjasok 1. intronjit jellemzd
polimorfizmus mértékét. Igy, ha az S-RN-dz gén 2. intronjitdl upstream és downstream
irdnyban elhelyezked6 konzervativ régidkra primereket terveziink, agaréz gélen jol
értékelhetd, allélspecifikus fragmentumokat, S-genotipusra specifikus mintdzatot kapunk.
Az els6 konszenzus primerek készitéséhez felhasznéltdk a rendelkezésre allé alma (Sassa
és mts., 1996), eurépai korte (Tomimoto €és mts., 1996), japankorte (Sassa és mts., 1993;
1996), kinai korte (Tomimoto és mts., 1996), mandula (Tao és mts., 1997) és cseresznye

(Tao és mts., 1999) aminosav-szekvencidkat. A cseresznye cDNS-szekvencidkbdl tervezett
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Pru-T2, Pru-C2 és PruC4R primereket haszndltdk eldszor cseresznye S-genotipus PCR-
alapi meghatdrozdsara (Tao és mts., 1999), majd Wiersma és mts. (2001) és Sonneveld és
mts. (2001) ujabb konszenzus primereket terveztek. Mandula S-genotipusok PCR-
analiziséhez Tamura és mts. (2000) terveztek konszenzus primereket, kajszi PCR-
vizsgalatdhoz Vilanova és mts. (2005). Tobb Prunus (cseresznye, mandula, japankajszi,
japanszilva és cseresznyeszilva) faj Osszesen mintegy 27 S-RN-dz allél szekvencidja
alapjan tervezett degeneralt, konszenzus primerekkel sikeres amplifikaciot értek el a
cseresznye, mandula, kajszi S1—Se allélok és a kajszi Sc-allél esetében (Sutherland és mts.,
2004a).

Azokban az esetekben, amikor az intronok mérete kozott olyan kismértékli eltérés
mutatkozik, hogy agardéz gélelektroforézist kovetden az azonossdg—kiilonbozoség
megallapitdsa nem megbizhatd, a genotipusok meghatdrozasara a hipervaridbilis régioba
és/vagy az intronrégiokhoz kotddd allélspecifikus primerek tervezhetOk. Szamos
allélspecifikus primert tettek kozzé almédban (Verdoodt és mts., 1998; Van Nerum és mits.,
2001; Kitahara és Matsumoto, 2002b); cseresznyében (Sonneveld és mts., 2001; 2003);
manduldban (Tamura és mts., 2000; Channuntapipat és mts., 2001; Ma és Oliveira, 2001)
€s japanszilvaban (Sapir €s mts., 2004).

Az egyes allélokhoz kothetd fragmentumméretek kozti csekély mértéki
polimorfizmus okozta problémdk kikiiszobolésének mdsik moddja, hogy a
méretmeghatdrozds felbontoképességét noveljiik. A mikroszatellit markerek kiértékelése
soran széles korben alkalmazott technikdhoz hasonldan, fluoreszcens jelolést (FAM, 6-
FAM, JOE, TET stb.) primerek segitségével az 500 bp alatti fragmentumok mérete
pontosan meghatdrozhaté automata szekvenatorban. Ezt a mddszert japankorte esetében
Sawamura és mts. (2002), mandula esetében Ortega és mts. (2005) alkalmaztdak sikerrel.
Utébbi szerzok e technikdval a mandula S-genotipusok egyértelmli meghatdrozasat
segitendd leirtdk a jelenleg ismert 29 mandula S-allél 1. intront tartalmazé PCR-
amplifikdtumainak pontos méretét. Cseresznyében 13 allél esetében ismertették a 234—-460
bp kozotti 1. intronrégiok hosszat (Sonneveld €s mts., 2006). Két allél (S, és S7)
ugyanakkora fragmentumot eredményezett, az S;3-allélnél pedig mikroszatellithez hasonld,
kismértékben eltérd, kiillonbozo fragmentumhosszakat detektaltak.

A S-genotipusok meghatdrozasahoz a pollenkomponens gént el6szor Yamane és mts.
(2003d) hasznaltdk japankajszi esetében. A Hindlll-mal végzett restrikcidés hasitast
kovetden szétvélasztott fragmentumokhoz jelolt Pm-SFB cDNS-t hibridizaltak. Az S1—-S7
japankajszi allélok mindegyike esetén egy sdv mutatkozott, kivéve az Sg-allélt, ahol kettd.

Ezt kezdetben két kiilonbozd SFB gén jelenlétével magyardztak, melyek kompetitiv hatdsa
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a poliploid novényeknél leirt médon vezethetett a pollen S-specificitdsanak elvesztéséhez
(Lewis és Modlibowska, 1942; Lewis, 1947; Tsukamoto és mts., 2005). Késobb ezt a
feltételezést elvetették, mikor az SFBgszekvencidban egy olyan beékelddo
nukleinsavszakaszt taldltak, amely tobb HindlIIl hasit6helyet tartalmazott (Ushijima és
mts., 2004).

Régota ismert volt, hogy a cseresznye Ontermékenyiilését a pollenkomponens gén
nagyenergidju rontgensugarzas hatdsidra bekovetkezett, funkcidvesztéssel jar6 mutédcidja
idézte eld (Lewis és Crowe, 1954). Miutdn a cseresznye mutins SFB,’-alléljat
megszekvendltdk (Ushijima és mts., 2004), komoly verseny indult olyan egyszerl €s olcsé
molekuldris markerek kidolgozdsara, melyek a nemesitési programokban jél hasznédlhatok.
Ikeda és mts. (2004b) nested PCR-rel szaporitottdk fel az SFB4- és SFB,’-allélokat, majd 6
%-o0s poliakrilamid gélen, illetve az SFB,4’-allélra specifikus restrikcios enzimekkel végzett
hasitast kovetden agarézgélen is megkiillonboztethetdé mintdzathoz jutottak. Zhu és mits.
(2004) olyan primerpart terveztek, amely specifikusan csak az SFBy -allélt amplifikdlja,
igy a detektdlas egyszeriibbé és kozvetleniil haszndlhatova valt a nemesitési
programokban. Késdbb Sonneveld és mts. (2005) is SFBs- és SFB4-specifikus primereket
hasznaltak annak igazoldsdra, hogy az ontermékenyiilés nem a heteroallélikus pollennek
tudhat6é be. A PaSFB4 primerpar haszndlatdval az S4- és S, -allélok fragmentumai szabad
szemmel nem voltak elkiilonithetOk az agardzgélen, de a PaSFB3 primerpar csak az S3-
allélt szaporitotta fel, az S3’-t nem, miutdn ezen allél esetében a muticié az SFBj3 gén
deléciojat idézte eld.

A Prunus fajok SFB génjének 5 4t nem {r6d6 szakaszan taldlhat egy intronrégio,
melynek mérete 100 bp koriili nagysdgrendii (Ushijima és mts., 2003; Yamane és mits.,
2003b). Vaughan és mts. (2006) az intronrégiot hatdrolé szekvencidkra tervezett
primereket fluoreszcens festékkel jelolték, és az Ortega és mts. (2005) altal az S-RN-4z gén
1. intronrégidjanak vizsgalatara haszndlt, pontos méretmeghatarozason alapulé mddszerhez
hasonl6, de az SFB gén intronjanak allélspecifikus variabilitdsdt kiakndzé modszert
dolgoztak ki cseresznyefajtdk S-genotipusdnak meghatarozasara. Az S;—S7, Sio, S12—S13 és
Sie allélok esetén az intronméret 81-122 bp kozott véltozott. Az amplifikdlt SFB-
fragmentumok mérete tobb allél esetében azonos volt, de az S-RN-4z gén 1. intronrégidjara
tervezett primerekkel egyiittesen hasznalva (multiplex PCR) minden allél egyértelmiien
azonosithatéva valt. A mddszer elénye, hogy a nagyobb iddigényti allélspecifikus PCR és
agar6z gélelektroforetikus vizsgdlat alternativdja lehet nagy egyedszdmu populdciok
vizsgélata esetén (Vaughan és mts., 20006).

A DNS-alapu technikédk a legkoltségesebbek mind a felszerelést, mind a felhasznalt
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vegyszereket illetéen, nagy eldnyiilk azonban, hogy mar csirdz6 magoncok esetében
hasznalhatok, nem kell megvarni a fik termdreforduldsat (Ortega €s Dicenta, 2004). Az S-
allél-szekvencidk nemzetkozi, on-line adatbazisokban (EMBL/GenBank/DDBJ) szabadon

hozzaférhetdk, ami segiti a kiillonb6zd laboratériumokban elért eredmények Osszevetését.

3.5. A gyiimolcsfak S-allél-rendszere
3.5.1. Mandula

Az els6 termékenyiilési vizsgélatokat szabadfoldi keresztezésekkel és pollentomlo-
analizissel (Tufts és Philp, 1922; Pimienta és mts., 1983; Ben-Njima és Socias i Company,
1995) végezték. Az els6 két inkompatibilitdsi csoportot Tufts és Philp (1922) allapitottak
meg, melyek a ‘Nonpareil’ (ScSq), illetve a ‘Mission’ és a ‘Languedoc’ (S,S5,) fajtdkat
tartalmaztdk. Késobb négy tovéabbi csoportot irtak le, melyek az el6z6 két csoport kozotti
keresztezésekbdl alakultak ki (Kester é€s mts., 1994). Az amerikai €s eurdpai alléljelolési
rendszer kozott Boskovi¢ és mts. (1997b) hataroztdk meg az Osszefiiggéseket: S, = Ss, Sp =
S1, Sc = 87 és Sq = Sg. Boskovi¢ és mts. (1997b; 1998; 1999; 2003), valamint Certal és mts.
(2002) IEF és NEpHGE alapjan tovabbi allélokat irtak le (Se, So-S23).

Ballester €s mts. (1998) egy ontermékenyiilé és onmeddd fajtak keresztezésébol
szarmazd, 58 tagi F; hibridnemzedék hasaddsi ardnyait vizsgdlva meghataroztik az S-
16kusz helyét a mandula kapcsoltsagi térképén. Harom, kiilonb6z6 mandula S-allélokat
kédolé ¢cDNS és 12 masik, a Rosaceae csaladbdl szarmazd szekvencia Osszevetésével
Ushijima és mts. (1998) jellemezték az S-RN-4z gén szerkezetét. Tamura és mts. (2000) 4
allélra (S,-Sq) specifikus primert terveztek, melyekkel 5 fajta genotipusat irtdk le.
Channuntapipat és mts. (2001; 2003) konszenzus és allélspecifikus primereket kozoltek,
melyek segitségével megadtik néhdny allél pontos intronhosszdt, illetve igazoltdk, hogy az
intronkivagédds a mandula S-RN-dz allélokban is a GT/AG intronszekvencidk hatardn
torténik. Ortega és mts. (2005) 24 fajta S-genotipusat hataroztdk meg a két intront hatarold
régidkra tervezett primerekkel. Az 1. intronrégié amplifikaci6jabol nyert fragmentumok
pontos hosszdt elséként kozolték, illetve tovabbi 6 4j allélt (S,4-S29) azonositottak. A
Rosaceae csaladon beliil elsoként manduldbdl izoléltdk a pollenben kifejez6d6 F-box gént
(Ushijima és mts., 2003).

Jelenleg 0sszesen 20 inkompatibilitasi csoport (I-XX) ismert mandulafajtak kozott és
egy szdmos egyedi genotipust felvonultatd, dltalanos pollenadéként haszndlhat6 fajtdkat
tomoritd 0 csoport (Ortega és mits., 2006). Lopez és mts. (2006) 133 mandulafajtit

rendeztek szintén hisz inkompatibilitasi csoportba, de e rendszer és az Ortega €s mits.
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(2006) altal kozolt csoportositas kozott szamos eltérés talalhato.

3.5.2. Cseresznye

Crane és Lawrence 1929-ben irtdk le az elsd inter-inkompatibilis fajtdkat szabadfoldi
keresztezések alapjan. Crane és Brown (1937) 45 fajtat 11 inkompatibilitdsi csoportba
soroltak, késobb Matthews és Dow (1969) 6 S-allélt azonositottak (S§;—S¢) és mintegy 160
fajta S-genotipusat kozolték. Az Anglidban elddllitott Ontermékenyiild magoncok
felhaszndldsaval hoztdk 1étre az els6é ontermékenyiild fajtat, a ‘Stellat’ (Lapins, 1971). Az
S-ribonukledzok vizsgdlataval tovabbi 1j allélokat és inkompatibilitdsi csoportokat irtak le
(Boskovi¢ és mts., 1997a; Boskovi¢ és mts., 2000; Boskovi¢ és Tobutt, 1996; 2001). A
DNS-alapui vizsgdlatok sordn az S-RN-4z gén két intronjdt hatdrol6 konzervativ
szekvencidkra tervezett konszenzus primerekkel allapitottdk meg a genotipusokat, illetve
16 allél esetében specifikus primereket terveztek (Tao és mts., 1999; Wiersma és mits.,
2001; Sonneveld és mts., 2001; 2003; 2006). Vaughan és mts. (2006) az SFB gén intronjat
hatarol6 konzervativ szakaszokra tervezett primerparral, szintén az intronhossz-
polimorfizmus alapjan 12 allélt detektaltak. Jelenleg 223 6nmeddo és 25 ontermékenyiild
fajta genotipusa ismert, Osszesen 26 inkompatibilitdsi csoport létezik. A termesztett
cseresznyefajtdkban 14 allélt irtak le, vad populdciokban tovabbi hatot (Tobutt és mits.,
2005; Békefi és mts., 2003; de Cuyper és mts., 2005).

3.5.3. Alma

Kobel és mts. (1939) irtak le elsOként 11 S-allélt 20 almafajtdbol pollentomlo-
novekedés €s szabadfoldi termékenyiilésvizsgdlattal, melyeket S;—S;;-ként jeloltek. Az elsd
molekuldris analizis Sassa és mts. (1994) nevéhez flizédik, akik 2D-PAGE segitségével 6
allélt azonositottak (S,-Sr) négy diploid €s harom triploid fajtdban. Ezt késébb tovéabbi 3
alléllal bovitették ki (S,-S;) (Komori és mts., 2000). BoSkovi¢ és Tobutt (1999) NEpHGE-
vizsgalatokkal 14 4j S-RN-az allélt (§,,—S55) irtak le, melyek koziil kettd (S»3 és Sa5) DNS-
szekvencidja késobb azonosnak bizonyult (Van Nerum és mts., 2001).

Egy belga kutatécsoport 15 (Broothaerts és mts., 1995; Janssens és mts., 1995; Van
Nerum és mts., 2001; Broothaerts, 2003), mig egy japan csoport 10 S-RN-azt kédolé6 DNS-
szekvencidt hatdrozott meg (Sassa és mts., 1996; Kitahara és mts., 1999; 2000; Matsumoto
és Kitahara, 2000; Kitahara és Matsumoto, 2002a;b; Matityahu és mts., 2005). Kozel 200
fajta S-genotipusa ismert, mindeziddig 56 inkompatibilitdsi csoportot és 29 S-allélt irtak le
(Broothaerts és Van Nerum, 2003; Matityahu és mts., 2005). Alma F-box szekvencidk még
csak két allél (S, és S,) esetében ismertek (Cheng és mits., 2006).
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Mivel egyetlen ontermékenyiild almafajta sem létezett, e tulajdonsdg kialakitdsa
érdekében a Rosaceae csalddban elsOként alkalmaztak genetikai transzformdciét. Az
‘Elstar’ (S3S5) fajtdban az Ss-allél géncsendesitésével alakitottdk ki az Ontermékenyiild

jelleget (Van Nerum €s mts., 2000b; Broothaerts és mits., 2004).

3.5.4. Korte

A japankorte (Pyrus serotina Rehd.) termékenyiilési rendszerérdl nagyon sok adat
keriilt napvildgra, mert a Rosaceae csalddban ez volt az els0 faj, amelyben azonositottdk az
S-RN-dzokat (Sassa és mts., 1992). A fajtdk 6nmedddk, az egyetlen ontermékenyiild fajta
az ‘Osa-Nijisseiki’ (Hirata, 1989). Az ontermékenyiilést okozé allélt S, néven jelolik
(sm= stylar-part mutant). Eddig Osszesen 9 allélt irtak le, a fajtdk 8 inkompatibilitdsi
csoportot alkotnak (Carlos és mts., 2001; Ishimizu és mts., 1999; Hiratsuka és mts., 1998;
Nakanishi és mts., 1991; Sassa és mts., 1992; Sawamura €és mts., 2002; Takasaki €s mts.,
2004).

Az ismert genotipusu kinai kortefajtdk (Pyrus ussuriensis) 7 inkompatibilitdsi
csoportba sorolhaték (Tomimoto €s mts., 1996).

Eurdpai kortében (Pyrus communis L.) Tomimoto és mts. (1996) irtak le elséként 9
S-allélt 8 fajtabol 2D-PAGE alapjan (S;-S9). Mivel a legtobb nemesitési programban
gyakran hasznéltdk ugyanazokat a fajtdkat sziil0ként, nagyon sok inter-inkompatibilis
hibrid jott 1étre (Morettini, 1957; Bellini és mts., 2000). Zuccherelli és mts. (2002) 6 allélt
azonositottak PCR alapjan, de eltérd jelolést alkalmaztak, és nem a korabbi sort folytattak
(Sa-Se, Sn), majd tovabbi 7 allélrdl (S;, Sk—Sp) szamoltak be Zisovich és mts. (2004a). Az S.-
allélt késobb S§; néven irtdk le Zisovich és mts. (2004a), igy bizonyos szerzok az S,—Sq €és
Sw—Sp allélsort hasznaljdk. Takasaki és mts. (2006) 9 S-RN-4z cDNS szekvencidt hatdrozott
meg, melyek koziil kett6 (Sq €s S;) ujnak bizonyult. Hatvanhdrom fajta kozott 25 genotipust
€s 14 inkompatibilitdsi csoportot azonositottak. Sanzol és mts. (2006) a C1, C2 és C5
konzervativ régidkra tervezett primerekkel 5 S-RN-4z allélt (S,—Ss5) azonositottak, és
meghatdroztak a betlivel és szammal jelolt allélok kozti Osszefliggéseket: S; = S, S> = 81, S3

=Sk, S4=Sb és S5 =Sa.

3.5.5. Meggy

Az allotetraploid meggy (Prunus cerasus L.) fajtdii kozott egyarant ismertek
ontermékenyiilok és onmedddk (Lech és Tylus, 1983; Redalen, 1984a;b; Lansari és
Tezzoni, 1990). Yamane és mts. (2001) az ‘Erdi Bétermd’ fajta 2 alléljat megszekvenaltak,

az egyik azonos volt a cseresznye Ss-alléljaval, a masik djnak bizonyult. A megvizsgalt 13
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meggyfajta mindegyikében taldltak legaldbb egy cseresznye S-allélt. Interspecifikus
cseresznye X meggy keresztezésekkel bizonyitottdk, hogy a GSI a meggy esetében is
létezik, annak poliploid jellegétdl fiiggetleniil (Hauck és mts., 2002). Az ‘Erdi BStermé’
(S4SemSa) fajtaval végzett keresztezés sordn kideriilt, hogy az Sen-haplotipusnak nincsen
funkciéképes bibekomponense. A tovabbi vizsgilatok megéallapitottdk, hogy az Se-RN-azt
kodol6 allélban egy 2600 bp méretii inszerci6 taldlhatd, ami megakadalyozza a transzlaciot
(Yamane és mts., 2003a). Az ismert 14 meggy haplotipus koziill hét bizonyult
funkcidképtelennek, melyeknek vagy a bibe-, vagy a pollenkomponense sériilt (Hauck és
mts., 2002; 2006; Yamane és mts., 2003a, Tobutt é€s mts., 2004; Tsukamoto és mts., 2006).
Hauck és mts. (2006) 6nmeddd és ontermékenyiild tipusokat dsszevetve megalkottik az
un. one-allele match modellt, mely szerint az Ontermékenyiiléshez a pollennek két
funkciéjat vesztett haplotipust kell hordoznia. Amennyiben a pollen két haplotipusa koziil
csak egy is funkci6képes, akkor a kombindcié inkompatibilis. A modell miikodését 92

magonc tesztelésével igazoltdk.

3.5.6. Szilva

A diploid szilvdak S-allél-rendszerérdl joval tobb kozlemény jelent meg, mint a
hexaploid szilvdkérol. A legtobb termesztett japanszilvafajta (Prunus salicina Lindl.)
onmeddd. Az els6ként, cDNS alapjan meghatarozott S-genotipusokat betiikkel jelolték (S,-
Si), 17 fajtdban 9 kiilonbozd allélt detektdltak (Yamane €s mits., 1999;. Beppu és mits.,
2002), majd késébb tovabbi allélokat (Sj-S,) azonositottak (Beppu és mits., 2003). Az
ontermékenyiilést a domindnsan 6roklédo Se-allél hatdrozza meg (Beppu és mts., 2005).
Egy masik kutatécsoport 5 S-allélt klonozott tjabb fajtakbdl (Sapir és mts., 2004), de mivel
nem tudtdk 6sszevetni a kordbban leirt allélokkal, igy szamokkal jelolték azokat (S3, S, Ss
€s Se). A két jelolési rendszer Osszehasonlitdsaval Haldsz és mts. (2007) megallapitottak,
hogy az Ss-allél azonos az S.-vel, illetve az Ss- az Sc-alléllal, tovabbd meghataroztik az
egyes allélok 1. intronrégidinak pontos hosszat. Japdnszilva pollenkomponens génjérdl
mindeziddig egyetlen tanulmany szdmolt be, Zhang és mts. (2007) 8 SFB-allélt izolaltak és
jellemeztek.

Prunus domestica L. fajtdkkal végzett terméskotddési vizsgdlatok alapjin
el6fordultak 6nmeddd (Sutton, 1918; Crane, 1925; Tehrani, 1991), Ontermékenyiild
(Rawes, 1921), illetve himsteril fajtdk is (Szab6, 2003). Sutherland és mts. (2004b) 24 §-
allélt izoladltak a diploid Prunus cerasiferdbol, mely eredményeik a hexaploid szilva
vizsgalatdnak els6 1épéseként tekinthetok. Mintegy 19 szilvafajta részleges S-genotipusat

hataroztdk meg PCR-analizissel €és szekvenciaadatok alapjan.
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3.5.7. Oszibarack

Az 6szibarack (Prunus persica [L.] Batsch) S-16kuszdanak miikodésérdl sokdig igen
kevés inform4ci6 allt csak rendelkezésre, valdsziniileg azért, mert szinte valamennyi fajta
ontermékenyiild (Cullinan, 1937; Fogle, 1977). Néhany fajta kivételnek tekinthetd, de
ezeknél az un. himsterilitds jelensége fordul eld. Ez recessziven 6roklédo, monofaktoridlis
tulajdonsag, mely nem kotddik az S-l6kuszhoz (Chaparro és mts., 1994; Dirlewanger és
mts., 1998). Martinez-Gémez és mts. (2003) egy mandula x Gszibarack interspecifikus
hibridpopuléci6 vizsgalatat végezték el PCR-analizissel, és az dszibarack sziillonovényben,
valamint a hibridekben ugyanazt a fragmentumot detektaltak.

A ‘Texas’ fajta bibeszdlaiban két ribonukledz izoenzimet azonositottak SDS-PAGE
technikaval, melyek kozil a 21 kD molekulatomegli enzimrdl kimutattdk, hogy
szignifikdnsan géitolja a pollentomlok novekedését (Roiz és Shoseyov, 1995).
Kutatécsoportunk 25 fajta NEpHGE és PCR-alapi vizsgdlatival igazolta, hogy az
ontermékenységet nem az S-ribonukledzok funkcidvesztése okozza, hanem vagy a
pollenkomponens valamilyen jellegi mutacidja, vagy a ma még kevéssé ismert, Un.
moédosité gének hatdsa (Hegediis és mts., 2006). A kiillonbozd eredetli €s véltozatos
fenotipusu fajtdk kozott mindossze két S-allélt azonositottunk, szemben a tobbi csonthéjas
esetében eddig leirt 17-30 alléllal. A legfontosabb &drufajtdk azonos S-allélt hordoznak
homozigéta dallapotban, ami a kozos eredet és az Ontermékenyiilési képesség
kovetkezménye lehet.

A legutébbi vizsgdlati eredmények szerint Tao és mts. (2007) 3 mutdns S-haplotipust
izolédltak Oszibarackbodl, és kimutattdk, hogy ezek eredeti, nem mutdns véltozatai mds
Prunus fajokban (mandula és japanszilva) fellelhetok. Mindhdrom haplotipus SFB
génszakaszdba egy inszercié ékelddik, s az egyikben egy funkcioképtelen S-RN-dz

fehérjéhez vezetd, nem szinonim nukleotidszubsztiticio is megfigyelhetd.

3.5.8. Japankajszi

A japankajszival (Prunus mume Sieb. et Zucc.) kapcsolatos elsd molekuléris
vizsgalatokat Tao €s mts. (2000) adtak kozre. Mind DNS-hibridizaciés technikdval, mind
PCR-analizissel azonositani tudtak egy, kizdr6lag az ontermékenyiild fajtdkban megjelend
fragmentumot. Szintén e két mddszer segitségével izoléltak hét (S,—S7) japankajszi S-RN-
az allélt, és meghatdroztdk hat fajta S-genotipusat, melyet irdnyitott keresztezéssel is
megerdsitettek, tovdbba egy inkompatibilitasi csoportot is leirtak (Yaegaki és mts., 2001).
Az ontermékenyiild fajtak altal hordozott allélt Tao és mts. (2002) nevezték el Si-allélnak,

és feltételezték, hogy az Ontermékenyiilést a pollenkomponensgénben bekovetkezett
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muticié idézhette eld. Késdbb egy gyors €s egyszerli mddszert is kidolgoztak az Sg-allélt
hordoz6 fajtak azonositdsara (Habu és mts., 2000).

Az Antirrhinum fajokat kovetden a Rosaceae csalddban is jellemezték az S-16kusz
pollenkomponenseként valdsziniisithetd F-box gént. Az elsé kozlemény Entani és mits.
(2003) nevéhez flizédik, akik a ‘Nanco’ fajta S-RN-dz génje kozelében 13 gént
azonositottak, melyek koziil az éltaluk SLF-ként nevezett gén bizonyult az S-l16kusz
pollenkomponensének. KésObb az ontermékenyiilésért felelds SFBs-allélban egy 6,8 kbp
hosszu inszercidt azonositottak, melynek hatdsdra a HVa é€s HVb régidkat nem tartalmazo,
ezért az allélspecifikus felismerésre sem képes, sériilt SFB fehérje transzlalédik (Ushijima

és mts., 2004).

3.5.9. Eurdpai kajszi
3.5.9.1. Kajszifajtak csoportositasa, termékenyiilése

A kajszi a Rosaceae csalad, Prunoideae alcsalad Prunus L. nemzetségébe tartozik. A
legtobb termesztett kajszifajtit a Prunus armeniaca L. faj adja. Vavilov (1926; 1951) a
kajszi szarmazasi kozpontjaként Kina északi, észak-keleti hegységeit jelolte meg. A vad
kajsziformdkban gazdag Tien-san, valamint Dzsungéaria hegységei masodlagos
géncentrumnak tekinthetOk (Mehlenbacher és mts., 1991). A kajszifajtdk négy kiillonbozo
foldrajzi csoportba sorolhatdk: dzsiai, kaukdzusi, eurdpai €s a dzsungar-altdji (Kosztina,
1970), melyeket késObb a kinai (ide tartoznak a P. mandshurica €s P. sibirica fajtai) és a
kelet-kinai (pl. a P. ansu fajtdk) csoportokkal egészitettek ki (Bailey és Hough, 1975). A
Xinjiang, Afganisztian, Beludzsisztdn, Pakisztin és Eszak-India teriileteirdl szirmazé
kozép-azsiai csoport a legoregebb és leginkabb formagazdag, a fajtdk tobbsége dnmeddd.
Orményorszég, Gruzia, Azerbajdzsan, Dagesztan, Irdn, Irak, Sziria, Torokorszag és Eszak-
Afrika fajtdi a kaukdzusi csoport nagyobb gyiimolcsli, kisebb hidegigényi, tilnyomd
részben szintén o©nmeddd fajtakorébe tartoznak. A dzsungdriai-altaji csoportba a
dzsarszkenti, a taldikurgéni, a kazahsztdni és xinjiangi kis gyiimolcsii szelekciok tartoznak
(Mehlenbacher és mts., 1991). Az Eur6péban, Eszak-Amerikdban, Dél-Afrikdban és
Ausztrdlidban termesztett fajtak tilnyomo része egyardnt az eurdpai csoportba sorolhato.
Ez a csoport szdmit a termesztési szempontbdl jelentés négy csoport koziil a
legfiatalabbnak ¢és a legkevésbé valtozékonynak. A csoport fajtdinak zOmét
ontermékenyiilonek ismerik, de az utébbi 15 év sordn, a tobbi csoport fajtait is felhasznald
keresztezéses nemesités utjan egyre tobb, széles korben elterjedt, 6nmeddd fajtat hoztak
1étre (Nyujto és mts., 1985; Burgos és mts., 1993; Nyéki és Szabd, 1995; Pedryc, 2003).

A piac igényeinek megfelelo fajtdk elddllitasa feltétleniil megkoveteli a
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keresztezésekbe vont nemesitési alapanyagok korének szélesitését. Az Egyesiilt
Allamokban illetve Kanaddban létrehozott fajtikat gyiimolcstomegiik, sziniikk miatt nem
lehet kihagyni a nemesitési programokbol. A kozép-dzsiai fajtdk esetében a magas
cukortartalom, aszalvanykészitésre valé alkalmassag, hosszi mélynyugalmi éallapot azok a
tényezok, amelyek miatt a nemesitési miihelyekben ezek a fajtdk is potencidlis
sziilopartnernek szamitanak.

A mult szdzad kozepén két észak-amerikai fajtardl (‘Riland’ és ‘Perfection’) is
bebizonyosodott 6nmeddd jellegiik (Schultz, 1948). Egea és mts. (1991) szintén leirtak két
onmeddo fajtat, mikozben egy masik vizsgdlat sordn 123 eurdpai és amerikai fajta, illetve
hibrid koziil 42 bizonyult 6nmedddnek (Burgos és mts., 1997a). Lomakin (1975) szerint a
,,n01 sterilitds” az eurdpai fajtdk 24 %-at, az irdni-kaukdzusi fajtak 29 %-at, a kozép-azsiai
fajtak 31%-4at és a kinai fajtdk 39 %-ét jellemzi.

Magyarorszdgon a fajtdk tobbsége ontermékenyiilé (Horn, 1939), az elséként leirt
onmeddd fajta a ‘Szegedi mammut’ volt (Brézik és Nyéki, 1975). Maliga (1966) az
‘Anandsz’ fajtat is 5nmedd6ként hatdrozta meg. Késébb az Orids fajtacsoport tobbi tagjarél

is bebizonyitottak, hogy dnmedddk (Nyujtéd és mts., 1985; Szab6 és Nyéki, 1991).

3.5.9.2. Az inkompatibilitas oroklodése

Az inkompatibilitds Oroklodésének tanulmanyozdsa sordn 19  kiilonbozd
keresztezésbol (mindkét sziild onmeddd; mindkét sziild Ontermékenyiild; egyik sziild
onmeddd, masik ontermékenyiild) szarmazé utédokat vizsgéltak (Burgos és mts., 1997b).
A hasad6 nemzedékekben meghatdroztdk a autogdm gyiimolcskotddési ardnyokat, illetve a
pollentomlé novekedését. A szerzok eredményeik alapjdn azt a hipotézist fogalmaztak
meg, hogy az inkompatibilitds monofaktoridlis tulajdonsdg, mely a mendeli szabélyok
szerint 6roklédik. Burgos és mts. (1998) NEpHGE alapjan kilenc észak-amerikai és
spanyol fajtdban azonositottak 6 allélt, amelyek az dnmedddség kialakitdsdban jatszanak
szerepet (Si-¢), illetve az Ontermékenyiilést biztositd Sc-allélt. A ‘Moniqui’ x ‘Pepito’ és
‘Gitano’ x ‘Pepito’ keresztezésekbdl szarmazd magoncokon tesztelték az inkompatibilitds
oroklodését, és a hasaddsi ardny a kordbbi hipotézist igazolta. Az Ontermékenyiilésért
felelds S-allél domindns allélként miikodik, ezéltal a heterozigdta egyedek is
ontermékenyiilok. Az ontermékenyiilésért felelds (Sc) allél hatasara a pollentdmld barmely
termOben képes elérni az embridzsdkot, mig az Onmedddségért felelds allélok —
amennyiben ugyanaz az allél mind a pollenben, mind a bibében jelen van -
megakadalyozzdk a pollentoml6 novekedését.

Karyiannis és Tsaftaris (1999) az ontermékenyiild gorog ‘Bebeco’ és az onmeddd
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észak-amerikai ‘Veecot’ és ‘Sunglo’ keresztezésébdl szarmazé utdédokon vizsgaltdk az
inkompatibilitds 0roklodését. Az 1:1 ardnyd hasaddsbdl arra kovetkeztettek, hogy a
‘Bebeco’ heterozigdta, és inkompatibilitasi allélja kiillonbozik a ‘Sunglo’ és ‘Veecot’ fajtak
altal hordozott alléloktol.

Mis vizsgdlatok Burgos és mts. (1997b; 1998) hipotézisének ellentmondd
eredményre vezettek. Audergon és mts. (1999) 2 keresztezésbdl szarmazé 100 magoncot
vizsgaltak. Mindkét esetben az 6nmeddd ‘Goldrich’ volt az anya, pollenaddként pedig két
ontermékenyiild fajtat (‘Amabile Vecchioni’ és ‘Icapi 34/6’) hasznéltak, és eredményeik
alapjan nem lattdk megerdsitve az ontermékenyiilés monofaktoridlis meghatarozottsagat.
S-ribonukledz izoenzimek vizsgédlatdval azonban igazolhaté volt az egy gén altali
szabdlyozds, és az allélok oroklddése a domindns Sc-allél hipotézisét tdmasztotta ald

(Burgos és mts., 1998; Burgos €és Pérez-Tornero, 1999).

3.5.9.3. Gyiimolcskotodés és pollentomlé-analizis: a kezdeti vizsgalatok

Nyujté €és mts. (1985) szabadfoldi tesztkeresztezések alapjan megéllapitottdk, hogy
az Orids fajtakor tagjai (‘Ceglédi 6rids’, ‘Szegedi mammut’, ‘Nagykérosi Grids’ és ‘Ligeti
6rids’) onmeddék, rdaddsul egymdst kolcsdnosen sem termékenyitik. Igy e fajtdk alkotjdk a
kajszi elsOként leirt inter-inkompatibilitdsi csoportjit (Szabd és Nyéki, 1991). Egy masik
inter-inkompatibilitdsi csoportot is azonositottak, amely a ‘Moniqui Fino’ és a ‘Moniqui
Borde’ spanyol fajtakbol all (Egea és mts., 1991). E két fajta morfoldgiailag nagyon
hasonld, feltételezések szerint egyazon fajta két klonjardl van szd, ezért valdjdban nem
tekinthetok 6nallé csoportnak. Burgos €s mts. (1993) nyolc spanyol fajta tesztkeresztezése
alapjan nem talaltak kolcsondsen inkompatibilis fajtdkat. A spanyol fajtdk tobbsége észak-
amerikai (6nmeddd) és eurdpai (Ontermékenyiil0) fajtak keresztezésébdl szarmazik (Egea
és mts., 1988), ezért nagymértékii heterozigétasag jellemzi dket. Egea és Burgos (1996)
pollentoml6-analizissel €s  szabadfoldi  keresztezésekkel — észak-amerikai  fajtdk
kompatibilitdsi viszonyait vizsgdlva megéllapitottdk, hogy a ‘Lambertin-1’, ‘Goldrich’,
‘Hargrand’ és ‘Harcot’ fajtdk 6nmedddek, rdaddsul az elsé harom fajta k6zott semmilyen
kombindcioban nem tapasztaltak termékenyiilést. Mindharom fajta pedigréjében szerepel
az 6nmeddo ‘Perfection’ fajta (Schultz, 1948), tehdt rokonsdgban allnak egymdssal. Ezek
alapjan e harom fajta kozos S-genotipussal rendelkezik, melyet S;5,-ként jeloltek meg. A
‘Harcot’ (5154) kompatibilisnek bizonyult mindegyikkel.

Viti és mts. (1997) 2 év alatt 48 keresztezést elvégezve megerdsitették, hogy a
‘Harcot’, ‘Moniqui’ és ‘Hargrand’ fajtdk valéban énmedddk. Andrés és Duran (1998) 20

spanyol klon termékenyiilési sajatossdgat vizsgaltdk, és kideriilt, hogy a ‘Moniqui
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Azaraque’ kl6n esetében a pollentomld sokkal lassabban novekszik ugyanolyan
koriilmények kozott, mint a tobbiben, mig a megtermékenyiiléshez a ‘Chicanos Archena’
fajtdnak van a legrovidebb idére sziiksége. Alburquerque és mts. (2004) eredményei
alapjan két j6 termoképességli fajta, a ‘Beliana’ és a ‘Palstein’ pollentomldje gyorsabban
novekedett, mint a kevésbé j6 termoképességli ‘Guillermo’ és ‘Bergeron’ fajtdké. Hajilou
€s mts. (2006) 5 északnyugat-irdni fajtabdl kettdt taldltak ontermékenyiilonek szabadfoldi

keresztezéssel €s pollentomld-vizsgalattal.

3.5.9.4. Fehérje- és DNS-alapu technikak: nagy hatékonysagi molekularis vizsgalatok

Burgos és mts. (1998) nem egyensilyi izoelektromos fokuszaldssal (NEpHGE)
vizsgaltdk 9 észak-amerikai és spanyol fajta S-genotipusiat. Ennek alapjan 6k irtak le
elsoként 6 S-RN-4z izoenzimet, melyek az inkompatibilitds kialakitdsdban jatszanak
szerepet (51-Se), illetve az Sc-RN-4zt, melyet valamennyi ontermékenyiil6 fajta hordoz. Az
S-allélok szamat késobb kibovitették, amikor a korabban nem ismert S7-allélt azonositottak
NEpHGE alapjan (Alburquerque és mts., 2002). Tobb olyan fajtat €s magoncot is talaltak,
amelyek ScSc homozigétdk, igy kiillonosen értékes keresztezési partnerek lehetnek, hiszen
minden utdéduk orokli az Sc-allélt.

Kajszi esetében a DNS-alapu vizsgélatok elso 1épése a kiilonboz6 foldrajzi csoportok
genetikai rokonsdganak foltérképezése volt mikroszatellit markerekkel (Romero és mts.,
2003). Ezt kovetden egy spanyol kutatdcsoport elkészitette a kajszi kapcsoltsagi térképét
SSR- és  AFLP-markerek alapjan, mely az Onmedddség jellemvondsanak
meghatarozottsdgdrol is értékes informdaciot szolgaltatott (Vilanova és mts., 2003a;b).
Sutherland és mts. (2004a) harom konszenzus primert (EM-primerek) terveztek, melyek a
Prunus fajok S-alléljainak 2. intronrégiéjat amplifikdljak. Ezek segitségével az S1-Sg €s az
Sc-allélok agaréz gélelektroforézissel kimutathatok lettek. A kajszi 1. intronjat hatdrold
konzervativ szekvencidkra tervezett primerpdrral (SRc-F és SRc-R) (Romero és mits.,
2004; Vilanova és mts., 2005) 16 fajtaban 7 allélt azonositottak, melyek hossza 250 és 400
bp kozott valtozott, az Si- és S7-allél mérete azonban azonos volt, tehat 6Gnmagédban csak az
1. intronra végzett vizsgélatok nem elegenddek a genotipus meghatdrozasdhoz. Az Se-allélt
ezzel a primerpdrral nem sikeriilt amplifikalni, viszont a reverz primer helyett a kordbban,
cseresznyére kidolgozott Pru-T2 inditészekvencia (Tao és mts., 1999) hasznéltdval az Se-
allél is kimutathaté volt. A 2. intronrégié Pru-C2/Pru-C4R primerekkel tortént
amplifikdciGja sordn az Sz kivételével a tobbi allél detektalhat6 volt. Erdekes médon az S»-
és Ss-allélban egy mindkét intront tartalmazé fragmentumot sikeriilt amplifikdlni az SRc-

F/Pru-C6R primerparral, és ebbdl a PCR-termékbdl nested PCR-rel mér a 2. intronrégio is
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amplifikdlhat6é volt. Az S,-allél a ‘Moniqui’ (5,S56) fajtdban nem szaporodott fel, holott a
tobbiben igen, valdszintileg a preferencialis amplifikacié miatt. Az 2. tdblazat 6sszefoglalja

az eddig ismert kajszi S-genotipusokat.

2. tablazat. Kajszifajtak S-genotipusa (Vilanova és mits., 2005)

csoport fajta S-genotipus forras

I. inter- Goldrich

inkompatibilitasi Hargrand S182 Egea és Burgos (1996)

csoport Lambertin-1
Mauricio ScS Alburquerque és mts. (2002)
Canino ScSs Alburquerque és mts. (2002)
Pepito ScSs Burgos és mts. (1998)
Colorao* ScSs Burgos és mts.(1998)
Rial Fino ScSe Sutherland és mts. (2004a)

0. csoport: . (

univerzalis Beliana ScS7 Alburquerque ?s mts. (2002)

pollenadék Currot ScSc A?burquerque és mts. (2002)
Palau ScSc Vilanova és mts. (2005)
Ginesta ScSc Vilanova és mts. (2005)
Moniqui 5256 Burgos és mts. (1998)
Priana S$>287 Alburquerque és mts. (2002)
Sunglo 5283 Burgos és mts. (1998)

*A ‘Colorao’ fajtat S-genotipusa alapjan Vilanova és mts. (2005) az univerzalis
pollenad6khoz soroltdk és figyelmen kiviil hagytdk, hogy a fajta himsteril (Burgos és mits.,
1998)

Egy kinai kutatécsoport hat kinai fajtdbol osszesen 9 S-allélt azonositott kordbban
publikédlt primerekkel (Tao ¢és mts.,, 1999), Southern-blot technikdval és
tesztkeresztezésekkel (Jie és mts., 2005). Két fajta, a ‘Hongfeng’ €s ‘Xinshiji’ azonos S-
genotipustinak bizonyult, igy inter-inkompatibilis csoportot képeznek. Ezeket az
eredményeket azonban nem vetették Ossze a kordbban leirt rendszerrel (Burgos és mits.,
1998; Alburquerque és mts., 2002), igy az itt jelolt allélok (S;-Sy) nem azonosak az
elsoként leirt S;-S7 és Sc allélokkal.

3.5.9.5. A kajszi S-lokuszanak szerkezete

Az Onmeddd ‘Stark Early Orange’ és az Ontermékenyiild ‘Tyrinthos’ fajtdk
keresztezésébOl szarmazé F, nemzedék (az F; ‘Lito’ Ontermékenyitésébol 1étrejott
hibridek) alapjan készitett kapcsoltsagi térképen az S-Iokusz a 6. csoportban taldlhaté
(Vilanova és mts., 2003a). A hibridpopulaciéban AS1 és Pru-C4R primerekkel (Tao és
mts., 1999) végzett PCR-analizis soran az 6nmeddo egyedek mindegyikében egy 1,5 kb
hossziisagu fragmentum amplifikalodott, mig az Ontermékenyiiloknél semmilyen PCR-
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termék nem volt. Japankajsziban a Pru-C2 és Pru-C4R primerpar ugyanekkora
fragmentumot eredményezett, érdekes modon azonban forditva, csak az ontermékenyiild
fajtdk esetében (Tao és mits., 2000). A ‘Goldrich’ fajtdbdl késziilt BAC génkonyvtar
(Vilanova és mts., 2003b) alapjan Romero és mts. (2004) megéllapitottak, hogy a kajszi S-
16kusza is hasonlé szerkezetli, mint a kordbban leirt tobbi Prunus fajé (Entani és mits.,
2003; Ushijima és mts., 2003; Yamane €s mts., 2003b). A kajszi S-RN-4z gén is két intront
tartalmaz, melyek hosszit az S;-, S»- és Ss-allélok esetében pontosan meghataroztdk a
‘Goldrich’ (8515,) és ‘Harcot’ (5,S4) fajtdkbol. Az intronokat a GT/AG konzervativ
szekvencidk hatdroljdk, AT tartalmuk 65-78 % kozott taldlhatd. A harom allél aminosav-
szekvencidja 77,5 %-ban azonos, tiz masik Prunus S-RN-dzzal Osszevetve az azonossig
55-82 % volt. Késoébb az S3-, Ss-, S¢-, S7- és Sc-allélok intronhosszait (10. dbra) is leirtak
(Vilanova és mts., 2005).

308 1976

285 ~1100

329 ~1100

280 ~2500

s L] I |

10. abra. Az S-RN-az gén 1. és 2. intonjainak hossza (bp) 8 allél esetében (S;-S7, Sc). Az
tires téglalapok az exonokat, a vonalak az intronokat jelolik (Vilanova és mts., 2005).

Az SFB,, SFB, és SFB, allélok szintén nagymértékii polimorfizmust mutatnak,
aminosav-sorrendjiik 79,4 %-ban azonos, az eddig leirt Prunus fajok SFB-szekvencidival
Osszehasonlitva a homolégia 67-83 % volt. Az S,- és Si-haplotipusban az SFB, és az S,-
RN-4z egymdstol pontosan 2,9 kbp tdvolsigra, az SFB; és az §1-RN-dz legfeljebb 49 kbp
tavolsagra helyezkedik el, az Ss-haplotipusban még nem sikeriilt megallapitani a két gén
pontos pozicidjat (Romero és mts., 2004). Az §;-RN-dzban a TATA-box a -74 és -79

régiéban taldlhaté. Erdekes médon, egy, a transzlacids startkodontdl elég messze (-1667 és
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-1851 kozott) 1€vo régié 91 %-ban azonosnak bizonyult a Prunus dulcis Sc-alléljaval. A
régidban sok repetitiv, mikroszatellit és palindrom szekvencia taldlhat6. Az S»,-RN-4z és az
SFB, transzkripcids orientdcidja azonos, ellentétben a japankajsziban, manduldban és
cseresznyében megfigyelt inverz orientdcidval (Ushijima és mts., 2003; Entani és mits.,
2003; Yamane és mts., 2003b). Szovetspecifikus expresszids vizsgélattal bizonyitottak,
hogy az S-RN-4z gén csak a bibében, az SFB pedig csak a pollenben fejezddik ki,
semmilyen mds szovetben nem (Romero és mts., 2004).

Vilanova és mts. (2006) a ‘Currot’ (ScSc) fajtabdl izoldltdk és klonoztdk az Sc-RN-
azt és az SFBc-allélt. Egy 358 bp hosszisdgu inszerciét azonositottak az SFB¢ nyilt
leolvasési keretében, melynek hatdrol6 szakaszai, a kb. 52 bp inverz ismétlddésii
szekvencidk, hasonléak a transzpozonok ITR (forditott termindlis ismétlddés)
szakaszaihoz. Az inszerci6ban taldlhaté stop kodon miatt a transzlalodé fehérjébdl
legalabb 75 aminosav hidnyzik, koztiik a két hipervaridbilis régié is (HVa és HVb). Mivel
az Sc-RN-4z enzimaktivitdsa sértetlen, feltehetden ez a pollenkomponensben bekovetkezett
mutacid okozza az Ontermékenyiilést. A ‘Goldrich’ (§15,) x ‘Canino’ (ScS») keresztezésbol
szarmazd populdciéban négy genotipus fordult eld (S1Sc; S152; 52825 S28¢) a vart kettd
helyett (S1Sc;. S2Sc¢). Mindegyik hibrid bizonyitottan ontermékenyiilé volt. Ezek szerint a
‘Canino’ fajtabdl szdrmazd S,-haplotipust hordozé pollenek szintén képesek 4ttorni az
inkompatibilitasi gatat, holott az SFB,-ben semmilyen mutacié nyoma nem mutathat6 ki.
Ebben az esetben feltehetden egy S-16kusztdl fiiggetlen régidban bekovetkezett mutaciod
hatdsara veszitette el aktivitdsat a pollenkomponens, melynek biol6giai funkcidja jelenleg

nem ismert.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Novényanyag

A vizsgélt fajtdk és hibridek a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszék szigetcsépi liltetvényébdl, az Orszdgos Mezdgazdasagi
Mindsité Intézet tordasi génbankjabol, a Mendel Egyetem (Csehorszdg) lednicei
tiltetvényébdl, a Ceglédi Gyiimolcstermesztési Kutatd-Fejlesztd Intézet génbankjabol, a
Kecskeméti Foiskola gyiimdlcsiiltetvényébdl, illetve egy boldogkdvaraljai iiltetvénybdl

szarmaznak (3. tablazat).

4.2. Szabadfoldi tesztkeresztezések

A mesterséges megporzasi kisérleteket a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszékének szigetcsépi gylimolcsiiltetvényében végeztiik 2005 és 2006

soran.

4.2.1. Ontermékenyiilés-vizsgalat

A nem ismert vagy vitatott termékenyiilésii kajszifajtdk  szabadfoldi
gylimoleskotodés-vizsgalatit  geitonogdm megporzdssal — értékeltiik. A polleneket
rézsaszinbimbods allapotd virdgokbodl kipergetve szobahdmérsékleten kiszaritottuk, majd a
megporzandd fajtdkat fehérbimbds éllapotban csipesszel kasztraltuk, a méar kinyilott
virdgokat eltavolitottuk a kijelolt dgakrdl. Ezutdn a bibéket a sajat fajtar6l szdrmazd
virdgporral beporoztuk. A megporzott bibéket minden esetben megszdmoltuk. Izolator
pergamenzacsk6t nem hasznéltunk, mert a rovarporozta fak esetében a szirmaitol
megfosztott virdgokat nem latogatjdk a rovarok. A kotddott gyiimolcsok ardnyat hetente
ellendriztiik, véglegesen a 8. héten, illetve az adott fajta teljes érési idejében szamoltuk
meg.

A vizsgélt fajtdk és hibridek: ‘Krimszkij Medunec’, ‘Morden 604’, ‘Korai piros’,

‘Harmat’, ‘Korai zamatos’ és ‘NJA-8’.
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3. tablazat. A dolgozatban vizsgalt fajtak és hibridek szarmazdsa, a mintagytjtés helyszine, a fajtak pedigréje és termékenyiilési fenotipusa

Genotipus Sziarmazas | Génbank Pedigré Termékenyiilés
1)  Auréra USA Sz. RR17-62 x NJA-13 Onmeddd
2) Ananasznij cjurpinszkij Ukr. Sz. Ismeretlen Ontermékenyiilé
3) Andornaktédlyai magyarkajszi Mo. T. Magyarkajszi tajszelekcidja Ontermékenyiilé
4) Antonio Errani Ol B. Reole d’Imola szabadmegporzdsi magonca ?
5) Bayoto USA L. Ismeretlen Ontermékenyiilé
6) Beixan Heda Huang K. L Ismeretlen ?
7) Beliana Mar. L. Canino x Hamidi Ontermékenyiilé
8) Bergeron Fro. T. Véletlen magonc (1920) Ontermékenyiilé
9) B Liaoning K. L. Ismeretlen ?
10) Borsi-féle kései rozsa Mo. T. Ismeretlen, Kecskemét Ontermékenyﬁlé
11)  Budapest Mo. Sz. Nancy x (Acme, Magyarkajszi, Kései r6zsa) Ontermékenyiilé
12)  Csacsanszko zlato Szb. T. Magyarkajszi tajszelekcidja Ontermékenyiilé
13)  Ceglédi arany Mo. Sz. Rézsabarack C. 1668 x Ceglédi Orids Ontermékenyiil6
14)  Ceglédi biborkajszi Mo. Sz. Véletlen magonc Ontermékenyiilé
15)  Ceglédi kedves Mo. T. Ceglédi 6rids szabadbeporzdsti magonca Ontermékenyiilé
16)  Ceglédi Orids Mo. T. Téjszelekcio, Izsdk (1953) Onmeddé
17)  Ceglédi Piroska Mo. Sz. Ceglédi 6ridas x Magyarkajszi C. 1789 Onmeddb
18)  Chuang Sin K. L. Ismeretlen ?
19) CLR8 K. L. Ismeretlen ?
20)  Crvena ungarska Mac. T. Magyarkajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
21)  Da Bai Xing K. L. Ismeretlen ?
22)  Da Sie Xing K. L. Ismeretlen ?
23)  Darunek malahojeva Ukr. T. Ismeretlen ?
24)  Effekt Ukr. Sz. Krupnolodnij szabadbeporzasti magonca ?
25)  Goldrich USA Sz. Sunglo x Perfection Onmeddb
26)  Gonci magyarkajszi Mo. T. Magyarkajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
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Genotipus Sziarmazas | Génbank Pedigré Termékenyiilés
27)  Harcot Kan. T. (Geneva x Narmata) x Morden 604 x NJA1 Onmeddé
(Perfection x Phelps) (1977)
28)  Hargrand Kan T. NJAT (Perfection x Phelps) x V51092 (1981) Onmeddé
29)  Harmat Mo. Sz. Salah szabadbeporzdsi magonca ?
30) In Bei Sin K. L. Ismeretlen ?
31)  Juan Sin K. L. Ismeretlen ?
32)  Kecs-psar Uzb. Sz. Helyi fajta ?
33)  Konzervnij Pozdnij Ukr. Sz. Véleltlen magonc Ontermékenyiil6
34)  Korai piros Mo. Sz. Ismeretlen eredetii tajfajta ?
35)  Korai zamatos Mo. Sz. Jubilar szabadbeporzasii magonca ?
36)  Készna ungarska Bul. T. Magyarkajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
37)  Krimszkij Amur Ukr. T. Mulla sadik x Udarnik ?
38)  Krimszkij Medunec Ukr. Sz. Stepniak (Oranshevo krasznij x Krasnoscsekij) x Onmeddb
Salah
39) LE-3276 K. L. Ismeretlen ?
40)  Liaoning B K. L. Ismeretlen ?
41)  Ligeti Orias Mo. T. Téjszelekcid, D6zsamajor (1959) Onmeddé
42)  Magyar kajszi C. 235 Mo. T. Magyarkajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
43)  Mamaia Rom Sz. (Ananas x Ananas) x (Tarzii de Bukuresti x Ontermékenyiilé
Ananas)
44)  Mandulakajszi Mo. T. Ismeretlen (1954)
45)  Marculesti 5/5 (szin. Callatis) (Tarzii de Bukuresti x Ananas) x (Luizet x
Rom Sz.
Umberto)
46)  Mari de Cenad Rom. Sz. Ismeretlen eredetii helyi fajta Ontermékenyiilé
47)  Mai Che Sin K. L. Ismeretlen ?
48)  Modesto USA Sz. Ismeretlen Ontermékenyiilé
49)  Morden 604 Kan. Sz. P. mandshurica (Scout x McClure) ?
50)  Nagygylimolcsli magyarkajszi Mo. T. Magyarkajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
51) Ninfa Ol B. Ouaroy x Tyrinthos ?
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Genotipus Sziarmazas | Génbank Pedigré Termékenyiilés
52)  Nyikitszkij Ukr. Sz. Krasznoscsokij szelektélt klonja Ontermékenyiil§
53) NJA-8 USA Sz. Ismeretlen ?
54)  Nyujt6 Ferenc emléke Mo. C. Kései rozsa C.320 x Ceglédi biborkajszi Ontermékenyiilé
55)  Paksi magyarkajszi Mo. T. Magyarkajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
56)  Pannénia Mo. Sz. Magyarkajszi x Borsi-féle kései rézsa Ontermékenyiilé
57)  Pasinok Ukr. Sz. Vinoslivij x Salah ?
58)  Pisana Ol. Sz. Ismeretlen Ontermékenyiilé
59)  Priboto Fro. L. Goldrich mutici6ja Onmeddb
60)  Rakovszky Mo. T. Véleltlen magonc, Kocsoc Ontermékenyiilé
61) Roxana Afg. Kecs. Ismeretlen ?
62)  Rozsakajszi C.1406 Mo. T. Téjszelekcio, NagykOros Ontermékenyiilé
63)  ShaJin Hong K. L. Ismeretlen ?
64)  Sirena Rom. Sz. (Ananas x Ananas) x (Luizet x Umberto) Ontermékenyiilé
65) S Liaoning K. L. Ismeretlen ?
66)  Sulmona Rom. Sz. (Luizet x Umberto) x (Ananas X Ananas) ?
67)  Sunglo USA L. Ismeretlen (1942) Onmeddé
68) Toyuda USA L. Goldrich leszarmazottja Ontermékenyiilé
69) T-8 Mo. Sz. Salah szabadmegporzisi magonca ?
70)  YangJi Yuang K. L. Ismeretlen ?
71)  Venus Rom. Sz. (Umberto x Ananas) x (Luizet x Umberto) ?
72)  Voszki Ukr. Sz. Sateni szabadbeporzasti magonca ?
73)  Zaposzdolje Ukr. Sz. Ismeretlen ?
74)  Zard Uzb. Sz. Zardalju szabad megporzasi magonca, VIR ?

intézet

Afg.: Afganisztin; Bul.: Bulgéaria; Fro.: Franciaorszdg; Kan.: Kanada; K.: Kina; Mac.: Maceddénia; Mar.: Marokkd; Mo.: Magyarorszag;

Ol.: Olaszorszag; Rom.: Romdnia; Szb.: Szerbia; USA: Amerikai Egyesiilt Allamok; Ukr.: Ukrajna; Uzb.: Uzbegisztén

B.: Boldogkdvdralja; C.: Cegléd; Kecs.: Kecskemét; L.: Lednice; Sz.: Szigetcsép; T.: Tordas
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4.2.2. Kompatibilitasi vizsgalat

A NEpHGE ¢é&s PCR-technikdkkal kapott eredmények igazoldsdra irdnyitott
keresztezést végeztiink néhany fajtakombindcié esetében (4. tdblidzat). A keresztezések
elOkészitését a 4.2.1. pontban ismertetett Ontermékenyiilés-vizsgélatndl leirt mddon
végeztiikk. Az eltérd virdgzasi idok miatt, tobb esetben a pollen kinyeréséhez a zart bimbds
allapoti &dgakat vizbe dllitva egy napig szobahOmérsékleten hajtattuk. A beporzott
virdgokat megszdmoltuk, az 4agakat a 6. héten haldval izolaltuk, a gylimolcskotddési
ardnyokat és a fejlodo gyiimolcsok méretét a megporzast kovetd 13., 21., 28., 34., 48. és
64. napon ellendriztiik. Az utédpopuldcidk jellemzéséhez a gyiimolcsoket teljes érési
allapotban megszdmoltuk, majd leszedtiik. A megtisztitott csontdrokat perlitben 90 napig 4
°C-on taroltuk. Csirdzdst kovetéen cserepekbe iiltettik a magoncokat, és az elsd

lomblevelekbdl DNS-kivonast végeztiink (lasd 4.5.1. fejezet).

4. tablazat. Fajtakombindciok a kompatibilitasi vizsgalatokhoz

P d
1. | Ceglédi 6rids Ceglédi arany
2. | Ceglédi arany Ceglédi 6rids
3. | Gonci magyarkajszi | Ceglédi 6rids
4. | Korai piros Ceglédi 6rids
5. | Ceglédi arany Korai piros
6. | Konzervnij Pozdnij | Bergeron
7. | Bergeron Konzervnij Pozdnij

4.3. Pollentomlé novekedésének vizsgalata

A pollentomldk novekedésének UV-fluoreszcens mikroszkopos vizsgédlatat Martin
(1959) moédositott mddszerével végeztiik, melyet Hauck és mts. (2002) meggyre, illetve
Ortega és mts. (2002) manduldra adaptaltak. A pollent a virdgok felnyilasidt kdvetéen
Osszegyujtottiik, majd 24 6ran keresztiil szobahdmérsékleten széritottuk. A vizsgdlathoz a
termoket a kovetkez0 modon készitettiik eld: a viragbimbodkat tartalmazé dgakat a virdgok
kinyilasat megel6zden a laboratériumba szallitottuk, majd megfosztottuk szirmaiktdl €s
porzoiktdl (kasztralds). A begyljtott pollenmintdkkal elvégeztiik a megporzast a kasztralast
kovetd 24 ora elteltével, amikor a maghaz termékenyiilési képessége a legnagyobb. A
megporzast kovetd 72 o6ra elteltével a termdket az 4grdl eltavolitva fixdlé oldatba
(kloroform, 95 %-os etanol, jégecet 1:3:1 térfogatardnyd keveréke) helyeztiik 24 Oréra,
majd 96 %-os etanolban 4 °C-on taroltuk. A termdket ezt kdvetden csapvizben alaposan
atmostuk, majd a szovetek fellazitdsa érdekében egyik esetben 5-6 6rdn 4t 10 M NaOH-
oldatban aztattuk (Hauck és mts., 2002), illetve 30 percen at autokldvban 1 kg - cm’
nyomdson 5 %-os Na-szulfit oldatban inkubdltuk (Ortega és mts., 2002). Az utébbi
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modszer sordn a bibeszdlak fellazult, sz6ros epidermiszét csipesszel és tiikkel, nagyon
Ovatosan eltavolitottuk. A pollentomldk fluoreszcens festéséhez a mintdkat 0,1 %-os
anilinkék- és 33 mM K3POs-oldatban dztattuk 1 6ran at. A pollentomlok novekedését UV-
fluoreszcens adapterrel felszerelt mikroszkép (Olympus BH2) alatt vizsgaltuk,
fényforrasként Osram HBO 100 W/2 higanygdzlampéat hasznédltunk. A metszetek készitése
sordn a bibeszdlat a maghazzal egyiitt egy csepp glicerinnel targylemezre helyeztiik, majd
a feddlemezzel szétnyomtuk, tn. quash-technikdat alkalmazva. A  vizsgélatot
ontermékenyitett ‘Ceglédi arany’ ¢és ‘Ceglédi Orids’ fajtdkon, valamint a ‘Gonci
magyarkajszi’ x ‘Ceglédi o6rias’, ‘Ceglédi orids’ x ‘Ceglédi arany’ és a reciprok ‘Ceglédi

arany’ x ‘Ceglédi 6rids’ kombinédcidkban végeztiik el.

4.4. Az S-ribonukleaz izoenzimek vizsgalata
4.4.1. S-ribonukleaz-aktivitas vizsgalata agaro6z diffiiziés plate-en

Az S-RN-4zoknak a bibe fejlettségi dllapotdval Osszefiiggd aktivitdsvéltozasit 19 cm
atmérdjli Petri-csészékben vizsgaltuk Roiz és Shoseyov (1995) mddositott mddszerével. A
Petri-csészébe 100 mM natrium-acetdtot (pH 5,8), 1 % agar6zt és 0,1 % Torula élesztd
RNS-t tartalmazé oldatbdl gélt készitettiink. A kiilonbozd fejlédési stddiumban 1€vo
virdgokbol kiemeltiik a bibeszélat, majd a gél feliiletére helyezve 2 6ran 4t 37 °C-on
inkubdltuk azokat. A bibék eltavolitdsat kovetden a géllapokat 0,5 %-os ecetsavban oldott
0,02 % toluidinkék oldattal festettik meg. Az RN-dz aktivitds mértékét a kék szinl

hattéren megjelend akromatikus udvarok mutatjék (Broothaerts és mts., 1995).

4.4.2. A ribonukleaz-aktivitas spektrofotometrias meghatarozasa

Kb. 50 bibeszalat gytijtottiink be 48 o6rdval a portokok felnyildsa (antézis) elott,
illetve az antézis 1. napjdn. Doérzsmozséarban, folyékony nitrogénben eldorzsoltiik, majd
hitott kivondpufferben (100 mM natrium-acetat pH 5,8, 100 uM fenilmetan-szulfonil-
fluorid, 1 % (v/v) 2-merkaptoetanol, 100 mM KCl) homogenizdltuk a mintdkat. A
homogenizdtumokat Mikro 22 R centrifugdban (Hettich Zentrifugen) iilepitettiik (2 °C, 25
min, 18750 g). A mérésekhez a feliilisz6t haszndltuk. Az RN-4z aktivitds kvantitativ
spektrofotometrids vizsgélatiat 260 nm-en a Cuatrecasas €s mts. (1967) 4ltal kidolgozott
modszer alapjan végeztikk kisebb moddositasokkal, Nicolet Evolution 300 BB
spektrofotométerrel (Thermo Electron Corporation) a BCE Alkalmazott Kémia Tanszékén.
Az enzimreakciét a szovetkivonattal inditottuk, az abszorbancidat 1 percen at 10
masodpercenként mértiik. A reakcidelegy 100 mM natrium-acetdtot (pH 35,8), 25 pg/ml
Torula élesztd6 RNS-t, ImM ditiothreitolt és 100 mM kalium-kloridot tartalmazott. A
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fehérjemennyiséget Bradford (1976) modszere alapjan hatdroztuk meg marhaszérum

albumin kalibréci6 alapjan.

4.4.3. Minta-elokészités az izoelektromos fokuszalashoz

A portokok felnyilasat kozvetleniil megel6zdéen mintegy 40, pollentdl mentes
bibeszdlat gylijtottiink fajtdnként. A kivonatok elkészitését a cseresznyére kidolgozott
modszer alapjan végeztik. A 40 bibeszalat folyékony nitrogénben és 1 ml izoldld
pufferben homogenizéaltuk. Az izoldl6é puffer Osszetétele: 30 % dimetil-szulfoxid, 10 %
szachar6z, 0,1 % Na-metabiszulfit, 0,2 % Pharmalyte pH 3—-10 (Fluka) és 0,5 % 10 %-os
Triton X-100-oldat (BoSkovi¢ és Tobutt, 1996). Az iilepités Hettich Zentrifugen Micro 22
R centrifugdban tortént (-4 °C, 35 perc, 18750 g). A feliilisz6t —80 °C-on taroltuk.
Valamennyi vizsgalt fajtabol készitettiink levélkivonatokat is, a levél mintatomeg €s az

izolalo6 puffer térfogatdnak ardnya 1:6 volt.

4.4.4. 1zoelektromos fokuszalas (IEF) és nem egyensilyi izoelektromos fokuszalas
(NEpHGE)

A kivonatokat vertikdlis gélen futtattuk, amely 7,5 % poliakrilamidot, 10 %
szachardzt €s kiilonféle hordoz6 amfolinokat tartalmazott az elvdlasztdsi paramétereknek
megfelelden. Az elsd gél Burgos és mts. (1998) mddszere alapjan késziilt, 4 % Pharmalyte
pH 5-8 (Fluka) hozzdaddsdval. KésObb, az elvdlasztds hatékonysdgdnak novelése
érdekében a 4 % Pharmalyte pH 5-8 és 1,2 % Ampholine pH 7-9 (Sigma) kombinéci6t
hasznaltuk. A 30 perces prefokuszildst (100 V) kovetéen 40 pl kivonatot vittiink fel
mintdnként a gél andd felé esd oldaldn, a fokuszalds az aldbbiak szerint tortént: 1 éra 130
V, 2 6ra 260 V, 1 6ra 350 V, 1 6ra 400 V (NEpHGE 1); illetve tovdbbi 30 perc 450 V
(NEpHGE II). A NEpHGE IlI-protokoll a 4 % Pharmalyte pH 3-10 és 1,2 % Ampholine
pH 7-9 tartalmu gélek és a fentiekben részletezett NEpHGE II futdsi paraméterek otvozetét
jelenti. Az an6doldat 0,04 M DL-glutaminsav, a katédoldat 0,1 M nétrium-hidroxid volt. A
gélt a futtatds sordn végig 4 °C-on tartottuk.

Az izoelektromos fokuszéldst 4 % Pharmalyte pH 3—10 amfolint tartalmaz6 gélekkel
végeztiik az alabbi program szerint: 1 6ra 150 V, 1 6ra 300 V, 2 6ra 450 V és 2 6ra 550 V.
Az izoelektromos pont meghatdrozasdhoz pl 5,9-9,3 tartomanyd pl-markerkitet (Sigma)
hasznaltunk. A markerfehérjéket Coomassie Brilliant Blue R 250 festékkel tettiik

lathatéva.
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4.4.5. S-ribonukleaz izoenzimek kimutatasa specifikus festéssel

A ribonukleazok aktivitidsanak detektalasahoz Wilson (1971) mddszerét hasznaltuk
Bogkovi¢ és Tobutt (1996) médositdsainak megfeleléen. A géleket 10 percig 37 °C-on
preinkubécids pufferben (0,1 M Na-acetat pH 5,8, 0,1 M KCl) razattuk, majd 30 percen at
0,1 % Torula élesztd RNS-sel kiegészitett, az eldbbivel azonos Osszetételli pufferben
inkubdltuk 37 °C-on. Ezt kiovet6en a géleket az RNS-t nem tartalmazd, preinkubdciés
pufferben inkubdltuk 10 percen &t, szintén 37 °C-on. A géleket a fixdlast (3 perc, 7 %
ecetsav) kovetden 0,5 % ecetsavoldatban oldott 0,2 %-os toluidinkékkel festettiik, majd az
RN-4z aktivitdst reprezentdlé akromatikus foltok megjelenéséig csapvizben tobb

alkalommal atmostuk.

4.5. DNS-alapi vizsgalatok
4.5.1. DNS-Kkivonas

A genomi DNS-t fiatal levelekbdl a DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki (Qiagen). A
DNS-koncentraciot GeneQuant II RNA/DNA spektrofotométerrel mértiik (Pharmacia
Biotech).

4.5.2. S-PCR-analizis
4.5.2.1. Az S-RN-az gén PCR-vizsgalata

Az S-RN-dz allélok amplifikdcidjdhoz hasznalt konszenzus primerek szekvencidit a
5. tablazat mutatja. A PaConsI-F, PaConsI-R, SRc-F (fluoreszcens jelolés: JOE) és SRc-R,
EM-PClconsRD az elsd intronrégié amplifikdcidjdhoz (Sonneveld és mts., 2003; Romero
és mts., 2004; Ortega és mts., 2005), mig a PaConslI-F, PaConslII-R, valamint az EM-
PC2consFD és EM-PC3consRD primerpart a madsodik intronrégié felszaporitdsdhoz
(Sonneveld és mts., 2003; Sutherland és mts., 2004a) haszndltuk. A PCR-hez kb. 20-80 ng
DNS-t hasznéltunk 25 pl végtérfogatban. Az 1 x PCR puffer (Sigma) végs6 koncentricidja
10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KClI és 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM az adott
primerekbdl és 0,625 U Tag DNS-polimeraz (Sigma). A PCR-t PTC 200 (MJ Research)
tipusu késziilékben végeztiikk a primerekhez kozolt, eltérd protokollok alapjan. A PCR-
termékeket 2 %-os TAE agar6z gélben valasztottuk szét (2 h 100 V) és etidium-bromidos
festéssel, UV-fénnyel atvilagitva tettiik lathatova. Az 500 bp-ndl nagyobb fragmentumok

méretének megéllapitdsdhoz 1-kb + DNS-markert (Promega) hasznaltunk.
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4.5.2.2. Az F-box gén PCR-vizsgalata

Az F-box gén kbdold szakaszainak amplifikdldsdhoz konszenzus primereket
terveztiink: AprSFB-F1, AprSFB-F2 és AprSFB-R (5. tdblazat) a P. armeniaca SFB,
(AY587563), SFB, (AY587562) és SFB4 (AY587565) (Romero és mts., 2004) és P. mume
SFB, (AB101440), SFB; (AB101441) (Yamane és mts., 2003d), illetve SLF, (AB092645)
(Entani és mts., 2003) ismert, konzervativ szekvencidk alapjan. A PCR sordn alkalmazott
hémérsékleti ciklus a kovetkez6 1épésekbdl éllt: 94 °C 2 min, 35 ciklus sordn 94 °C 30 s,
50 °C 1,5 min és 72 °C 2 min, majd 72 °C 5 min. A PCR-reakcidelegy Osszetétele, illetve a
gélelektroforézis mindegyik amplifikdcié sordn azonos volt az S-RN-dzndl ismertetett

adatokkal.

5. tablazat. A PCR soran felhasznalt primerek nukleotidsorrendje

primer szekvencia 5’3" forras
PaConsl-F MCT TGT TCT TGS TTT YGC TTT CTTC Sonneveld és mts., 2003
PaConsI-R CAT GRA TGG TGA ART WTT GTA ATG G Sonneveld és mts., 2003
PaConslI-F GGC CAA GTA ATT ATT CAA ACC Sonneveld és mts., 2003
PaConslII-R CAW AAC AAA RTA CCA CTT CAT GTA AC Sonneveld és mts., 2003
EM-PClconsRD GCC AYT GTT GMA CAA AYT GAA Ortega és mts., 2005
EM-PC2consFD TCA CMA TYC ATG GCC TAT GG Sutherland és mts., 2004a
EM-PC3consRD AWS TRC CRT GYT TGT TCC ATT C Sutherland és mts., 2004a
EM-PC5consRD CAA AAT ACC ACT TCA TGT AAC ARC Sutherland és mts., 2004a
SRc-F j05-CTC GCT TTC CTT GTT CTT GC Romero és mts., 2004
SRc-R GGC CAT TGT TGC ACA AAT TG Vilanova és mts., 2005
AprSFB-F1 AAG AAW GAR AYY TTR RTC GAC AT Sajit tervezésii
AprSFB-F2 TCY CTY RTT CGR TTT MTK TG Sajét tervezésii
AprSFB-R ATY GAG WAA AAC CAW RCT YTC Sajit tervezésii

"M=A+C, S=C+G, Y=C+T, R=A+G, W=A+T, ,oe=fluoreszcens festék

4.5.3. RT-PCR

A 0ssz-RNS kivonasat 40-50 érett bibeszalbdl E.Z.N.A. Plant RNA kittel végeztiik, a
kivonatokat 1%-os TBE agar6zgélen ellendriztiik. A cDNS-szintézishez 0,1-5 pg 0ssz-
RNS-t hasznaltunk 20 pl végtérfogatban, a reakcidelegy a kovetkez6 komponensekbdl allt:
0,5 nug Oligo(dT);s primer, 5x puffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 250 mM KCI, 20 mM
MgCl,, 50 mM DTT), 20 U RiboLock ribonukledz inhibitor, 0,1 mM dNTP-mix, 40 U M-
MuLV reverz transzkriptdz, DEPC-vizzel kiegészitve (Fermentas). A reverz transzkriptaz
hozzdadésa elbtt az elegyet 65 °C-on 10 percig inkubdltuk, majd 2 percig jégen hiitottiik, a
reverz transzkripcié 42 °C-on 1 6rdig tartott, végiil 70 °C-on 10 percig inkubdltuk, €és
kozvetleniil PCR-hez hasznaltuk vagy a cDNS-t —20 °C-on tdroltuk. A PCR sordn a cDNS-
bdl az SRc-F és az EM-PC5consRD primerekkel amplifikdltunk egy megkozelitdleg 600

bp hosszi fragmentumot az aldbbi PCR-programon: 94 °C 2 min, 35 cikluson keresztiil
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94 °C 10 s, 55 °C 2 min és 72 °C 1 min, végiil 72 °C 10 min. A gélelektroforézis 1 % TAE

agar6zgélen tortént a korabban emlitett koriilmények kozott.

4.54. A PCR-termékek fragmentumhossz-analizise, klonozasa, szekvenalasa és a
szekvenciak vizsgalata

Az S-RN-dz els6 intronrégiét tartalmazé6 PCR-fragmentumok méretének
meghatdrozasa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata DNS-
szekvendtorral tortént, amihez az 5’ végen fluoreszcensen jelolt forward primereket
hasznaltunk a PCR sordn. A kapott adatokat a Genotyper programmal (Applied Biosystem)
elemeztiik.

Az S§-RN-dz mésodik intronrégi6 és a kodolo F-box szakaszok PCR-fragmentumait,
illetve az RT-PCR soran nyert cDNS-szakaszok tisztitdsat 1 %-os agardz gélbol QIAquick
Gel Extraction Kittel (Qiagen) végeztiik. A PCR-termékek 3° végén extra adenin van, ezért
klonozdsuk éltaldban olyan plazmiddal torténik, melynek 3’ végén extra timin talalhato.
Vizsgdlatainkhoz a pGEM-T Easy Vector Systemet (Promega) haszndltuk. A ligdlas egy
éjszakan at 4 °C-on 10 ul végtérfogatban tortént: 20-50 ng kitisztitott PCR-termék, 3 U T4
DNS-ligéz, 50 ng pGEM-T Easy Vector, 2x puffer (60 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl,, 20
mM DTT, 2 mM ATP, 10 % polietilén-glikol) (Promega), desztillalt vizzel kiegészitve.

A klénozott fragmentumokkal JM109 kompetens sejteket transzforméltunk. A teljes
ligacios elegyet 80 ul —70 °C-on tarolt kompetens baktériumszuszpenziéval finoman
osszeraztuk, majd 20 percen &t jégen tartottuk, azutdn 45 mdsodpercig 42 °C-os vizfiirddbe
helyeztiik, majd azonnal jégre tettiik 2 percig. Végiil 950 ul 37 °C-os folyékony,
antibiotikummentes LB tdptalajt adtunk hozz4, és mésfél 6raig razattuk 37 °C-on, 150 rpm
fordulatszdmmal.  Ezutdan 100400 ul-nyi  szuszpenziét  szélesztettink LB
/ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalajon: 10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztokivonat,
10 g/1 NaCl, 7 g/1 agar, 100 pg/ml ampicillin pH=7; a plate felszinén 100 mM IPTG-t és 50
mg/ml X-galt oszlattunk szét, fél 6raig 37 °C-on tartottuk a szélesztés el6tt. A kész plate-
eket forditott helyzetben 37 °C-on inkubadltuk egy éjszakdn keresztiil.

A ligélas sikerességére a baktériumkolonidk szinébdl kovetkeztethetiink, minden
plate-rél legalabb 3 db kiilonéll6, nagyméretli, fehér szinli telepet oltottunk le steril
fogpiszkald segitségével, melyet el0szor egy masterplate-hez érintettiink, majd beletettiik
egy 2 ml folyékony LB taptalajt és 50 mg/ml ampicillint tartalmazé Falcon-csébe. A
csoveket jol lezarva egy éjszakan at 37 °C-on razattuk 250 rpm fordulaton. A masterplate-

en az eredeti telepeket szaporitottuk fel egy éjszakan 4t 37 °C-on.
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A plazmidokat Rapid Plasmid DNA Daily Mini-prep kittel (V-gene) izoladltuk. Az
inszertek ellendrzését EcoRI restrikciés enzimmel (Fermentas) végeztiik 37 °C-on 2 6rds
emésztéssel. Szekvencidjuk meghatdrozédsa szintén ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem) automata DNS-szekvendtorral tortént. Minden fajta és haplotipus
esetében harom—ot klon szekvendldsat végeztiik el mindkét irdnyban.

A DNS és aminosav-szekvencidk homoldgiavizsgdlatdhoz az NCBI BLAST
szoftverét (Altschul és mts., 1990) hasznéltuk. Az illesztéseket a CLUSTAL W (Thompson
és mts., 1994) és a Vector NTI 10.3.0 (Invitrogen) programokkal hoztuk létre. A
filogenetikai és molekuldris evoldciés analiziseket a MEGA version 3.1 szoftver

segitségével végeztiikk (Kumar és mts., 2004).

4.6. Statisztikai analizis

A ‘Konzervnij Pozdnij” x ‘Bergeron’ utédnemzedéket jellemzd S-genotipusok
szegregacidjanak illeszkedését az elméletileg varhaté ardnyhoz khi-négyzet prébaval
vizsgaltuk. P<0,05 szignifikancia szinten. A kiilonb6zd S-genotipusi fajtdk 0Osszes
ribonukledz-aktivitdsanak  eredményeit 3  ismétlés  atlagdbol  szamitottuk. A
szignifikanciavizsgdlathoz egytényezds varianciaanalizist végeztiink (P<0,05). A
statisztikai prébakat a Microsoft Excel 2000 program haszndlataval hajtottuk végre.

A filogenetikai fa megbizhat6sdganak becslésére a nukleotidszekvencia-poziciok
véletlenszerli ismétléses mintavételét €s ezt kovetd faszerkesztést 1000-es ismétlésben

alkalmaz6 bootstrap analizist végeztiink a MEGA 3.1 szoftverrel.
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5. EREDMENYEK

5.1. S-genotipus meghatarozasa ribonukleaz izoenzimek kimutatasaval

Az S-ribonukledz izoenzimeket izoelektromos fékuszalassal (IEF) és un. nem
egyensulyi izoelektromos fokuszaldssal (NEpHGE) vélasztottuk szét poliakrilamid gélen,
az egyes izoformdkat specifikus festéssel tettiik lathatova. A 24 ismeretlen S-genotipusu
fajta mellett a mar kordbban leirt genotipusu fajtdk bibeszdlaibdl késziilt kivonatokat
hasznaltuk kontrollként: ‘Hargrand’ (S;S2), ‘Goldrich’ ($;S;) és ‘Harcot’ (S154). A
levélkivonatok a vizsgalt pH-tartomdnyban nem mutattak RN-4z aktivitast.

Az elsé gélek Burgos és mts. (1998) moddszerét kovetve késziiltek 4 % Pharmalyte
pH 5-8 haszndlataval, de ezek nem eredményeztek megfeleld mindségli elvalasztast. Ezt
kovetden tobb Ampholine és Pharmalyte kombinaciot probéltunk ki, melyek koziil a 4 %
Pharmalyte pH 5-8 és az 1,2 % Ampholine pH 7-9 egyiittes hasznélata eredményezte az
izoenzimek legtokéletesebb szétvalasztasat. Az dltalunk kidolgozott NEpHGE 1
fokuszélasi paraméterek kozott vizsgdlt 14 kajszifajta koziil 8 fajta két kiilonbozo
ribonukledz izoenzimet mutatott, mig 4 fajta csak egyet (11. dbra). A NEpHGE II
paraméterek hatdsara 15 fajtdbol 5 fajta kettd, 8 pedig csak egy izoenzimet mutatott. A
‘Hargrand’, ‘Goldrich’ és a ‘Korai zamatos’ fajtdk esetében 3 izoenzim volt kimutathatd,
jollehet a harmadik siv intenzitdsa mindkét fajtdndl elmaradt a masik kettd sav
intenzitdsatol. Ezért ezeket nem S-specifikus izoenzimeknek tekintettiik.

A korédbban leirt S-RN-az alléltermékeket az ismert genotipusu fajtdk zimogramja
alapjan azonositottuk: az §S; genotipusi ‘Harcot’ és az S;S, genotipusi ‘Hargrand’
(Burgos és mts., 1998) egy kozos izoenzimet mutatott, amely valdsziniileg a mindkét fajta
altal hordozott S;-allélnak felel meg. A ‘Hargrand’ S»-allélja a pH-gradiens gél lugosabb
tartomanydaba, a ‘Harcot’ Ss-allélja a kevésbé lugos tartomanyba fokuszalddott. A korabban
valamennyi ontermékenyiild fajtdbdl kimutatott Sc-RN-dz izoenzimet (Burgos és mits.,
1998) a szintén Ontermékenyiildé ‘Bergeron’ izoenzim-mintdzata alapjan tudtuk
azonositani.

A ‘Ceglédi orias’ és ‘Ligeti Orids’ mintdzata teljesen azonos volt. A kevésbé
alkalikus pH-tartomdnyban taldlhaté izoenzim véandorlédsi pozicidja mind a NEpHGE I,
mind a NEpHGE II fokuszdldsi koriilmények kozott megegyezett az Sc-RN-dz
pozicigjaval. Mivel azonban mindkét fajta bizonyitottan 6nmeddo, ezt az allélt Ss-ként
jeloltiik, folytatva az allélok azonositdsara kordbban leirt numerikus ndmenklatdrat. Az Ss-
RN-dz enzim a ‘Krimszkij Medunec’ fajtdban is kimutathaté volt. Az Orids fajtakorbe

tartoz6 kajszifajtdk masik S-RN-4z izoenzimét a kordbban leirtaktdl teljesen kiilonb6z6
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vandorlasi pozicié jellemzi, ezért ezt So-nek neveztiik el. Az Sc-allél mellett a ‘Bergeron’,
‘Mandulakajszi’, ‘Mamaia’ és ‘Konzervnij Pozdnij’ fajtdk masik allélja is azonos, ez az S,-
RN-4zhoz hasonlé helyzetbe foékuszalédik, de azonossdguk igazoldsahoz tovébbi
vizsgilatok sziikségesek, igy ezt az allélt ideiglenesen Sy-allélként jeloltiik. Ot tovabbi
ontermékenyiild fajtdban mindossze egy izoenzimet (Sc) detektaltunk.

A NEpHGE-vizsgélat alapjan a ‘Harmat’ és ‘Korai zamatos’ genotipusa S;0S1i,
illetve S1,513-nak hatarozhaté meg. Az Ss és az Sy, illetve az Sp és az S;3 vandorlasi
pozici6ja csak kismértékben kiilonbozott, de a fokuszélasi paraméterek megvaltoztatiasa
(NEpHGE 1I, 11. 4bra) aldtdmasztotta kiillonbségiiket. Igazoltuk, hogy az Onmeddd
‘Voszki’ és az ontermékenyiild ‘Modesto’ is hordozza az S;3-allélt, és egy tovédbbi allélt is

kimutattunk a T-8 hibridben (S;4).
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11. abra. A bibeszdlakban kifejez6do S-ribonukledz izoenzimek NEpHGE I és II fokuszalasi protokoll mellett kapott elektroforogramja és magyarazé
diagramja. HG: ‘Hargrand’, HC: ‘Harcot’, CO: ‘Ceglédi 6rids’, LO: ‘Ligeti 6rids’, BG: ‘Bergeron’, HA: ‘Harmat’, KZ: ‘Korai zamatos’, MdK:
‘Mandulakajszi’, GM: ‘Gonci magyarkajszi’, VE: ‘Venus’, Mam: ‘Mamaia’, SU: ‘Sulmona’, NI: ‘Nyikitszkij’, KP: ‘Konzervnij Pozdnij’, GR:
‘Goldrich’, MCe: ‘Mari de Cenad’, KM: ‘Krimszkij Medunec’, V: ‘Voszki’, MO: ‘Modesto’, NJ: ‘NJA-8’, M5: ‘Marculesti 5/5°, Z: ‘Zard’, T8: T-8
hibrid, AU: ‘Auréra’, KPs: ‘Kecs-psar’, ZP: “Zaposzdolje’. A magyardzé dbrdn az egyes inkompatibilitdsi allélokat reprezentdlé izoenzimeket
folytonos vonallal, mig a nem specifikus (a termékenyiilési folyamatokhoz nem kéthetd) savokat szaggatott vonallal jeloltiik.
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A ‘Zard’ és az ‘Auréra’ egyetlen, nagy intenzitdsi RN-dz sdvot mutatott, mig a
‘Kecs-psar’ tobb, diffiz savot. A futtatdsi paraméterek tovabbi mddositdsaval (NEpHGE
II) azonban a ‘Kecs-psar’ izoenzimei egyértelmiien szétvéltak, genotipusa S;557 (12.
abra). Az Sz-RN-dzt az alkalmazott futtatdsi koriilmények kozott az Ss-hez hasonld
migricids tulajdonsdg jellemzi, de azonossdguk nem egyértelmli. Ugyanigy kétséges a
szemre azonos pozicidban megjelend ‘Kecs-psar’ S;s- €s a ‘Zard’ S;5-RN-dz allélok
azonossaga. Eredményeink alapjan valoszinilisithetd, hogy a ‘Zard’ szintén hordoz egy
kordbban nem azonositott allélt, az Sj¢-ot. Az ‘Aurérd’-ban egyetlen, az S;-re illetve az Sy¢-
ra hasonlité izoenzimsdv jelent meg, amit ideiglenesen Sx-nek neveztiink el. Az ‘NJA-8’
egyik izoenzime valdsziniileg az Sc- vagy Sg-RN-dzzal azonos, mig a ‘Morden 604’
elmosddott, halvdny sdvokat mutat, melyek azonositdsa (S4, Ss, Sc, Si2 vagy Sz?7) az

alkalmazott koriilmények kozott nem lehetséges.

S,—{----- _ e . —  ____zzzz: -8,

S —— —— — — — S Sx

e s, S10
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GR HC HA v KPs V4 K7 S NJ AU M6
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12. abra. A NEpHGE III fékuszalasi paraméterekkel kapott S-ribonukledz izoenzim-
mintdzat. GR: ‘Goldrich’, HC: ‘Harcot’, HA: ‘Harmat’, V: ‘Voszki’, KPs: ‘Kecs-psar’, Z:
‘Zard’, KZ: ‘Korai zamatos’, T8: T-8 hibrid, NJ: ‘NJA-8’, AU: ‘Auréra’, M6: ‘Morden
604°.
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Az tjonnan leirt 9 S-allél, a pontosan nem azonosithaté 3 és a kordbban leirt 4 allél
(Burgos és mts., 1998) altal kodolt ribonukledzok izoelektromos pontjdnak (pl)
meghatarozasa érdekében izoelektromos fokuszalast végeztiink. Az izoelektromos pontok
pH 8,46 és 10,11 értékek kozott valtoztak (6. tablazat). Két par allél esetében a pl értékek
teljesen azonosak voltak: az S4 és S1, esetében pl=9,38; az S;3 és Sx esetében pl=9,98, de a
kiilonboz6 nem egyensulyi izoelektromos fokuszalasi protokollok hasznalataval ezek az

izoenzimek is jOl elkiilonithetdk.

6. tablazat. A kiilonbo6z6 allélok altal kédolt S-ribonukledzok izoelektromos pontjai (pH)

Allél pl Allél pl
S 9,80 Ss 9,22
S 10,06 So 9,91
S, 9,38 S1o 9,74
Sc 9,22 Su 10,11

Siz 9,38
Sx 9,98 S13 9,08
Sy 10,06 S14 9,53
Sz 941 Sis 8,46
S1s 9,85

5.2. S-RN-az gén alapd, DNS-szintii genotipus-meghatarozas

A fehérjevizsgalatok eredményeinek aldtdmasztasa €s a kérdéses allélok azonositasa
érdekében PCR-analizist végeztiink. Ennek elméleti lehetdségét az adja, hogy az S-
ribonukledz gén intronjainak mérete allélspecifikus variabilitdst mutat, és az intronokat
hatdrolé6 konzervativ  exonrégiokra primerek tervezhetok. Az  S-genotipusok
meghatarozasdnak alapja, hogy a diploid fajtak esetében PCR-rel felszaporitott két
kiilonboz6é méreti fragmentum megfeleltethetd egy-egy S-allélnak. Vizsgdlataink
kezdetekor a Prunus fajok koziil csak cseresznye S-RN-dz génszekvencidk voltak ismertek,
€s az ezen génekre tervezett primerek voltak elérhetok. Ezért az elsé néhany kisérletben
arra kerestiink vdlaszt, hogy a cseresznye S-RN-4z gén konzervativ régidira tervezett
konszenzus primerek haszndlhatok-e kajszifajtdk S-genotipusdnak vizsgédlatara. A
vizsgalatokban alkalmazott két primerpar (Sonneveld és mts., 2003) koziil a PaConsI-F és
PaConsI-R primerek az S-RN-4z gén szignélpeptid €s C1 konzervativ régidjahoz kotddnek,
€s a gén 1. intronjat amplifikdljdk. A mésodik primerpar (PaConslI-F és PaConsII-R) a C2
€s C5 régiokhoz kotddik, €s hasznalatdval a gén hipervaridbilis régidja, valamint az abba

€kelddo 2. intron amplifikdlhat6 (13. a. €s b. dbrak).
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Az elsé intront felszaporité primerpar 260-460 bp méretli fragmentumokat
eredményezett, mig a masodik intront kézrefogé PaConslI-F és PaConslI-R primerek 550-

2900 bp hosszu szakaszokat amplifikéltak.

13. abra. Kajszifajtak PCR-analizise cseresznye S-RN-az gén 1. (a) és 2. intronjara (b)
tervezett konszenzus primerekkel. M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Hargrand’, 2. ‘Harcot’,
3. ‘Bergeron’, 4. ‘Gonci magyarkajszi’, 5. ‘Ceglédi 6rids’, 6. ‘Ligeti 6rids’, 7. ‘Harmat’,
8. ‘Korai zamatos’, 9. ‘Mandulakajszi’, 10. ‘Venus’, 11. ‘Mamaia’, 12. ‘Mari de Cenad’,
13. ‘NJA-8’, 14. ‘Kecs-psar’, 15. ‘Marculesti 5/5°, 16. ‘Krimszkij Medunec’,
17. ‘Zaposzdolje’, 18. ‘Zard’, 19. ‘Voszki’, 20. ‘Auréra’, 21. ‘Morden 604°, 22. ‘T-8’,
23. ‘Nyikitszkij’, 24. ‘Konzervnij Pozdnij’.

A kordbban leirt S-genotipusd ‘Hargrand’ (S5152) és ‘Harcot’ (S1Ss) fajtdk csak
egyetlen, azonos méretli fragmentumot mutattak az 1. intron amplifikdcidjat kdvetden, mig
a 2. intron analizisekor a kozos fragmentumon kiviil mindkettdben megjelent egy-egy,
egymastol eltérd hosszisagu szakasz. Ezek alapjan a kozos fragmentum megfeleltethetd az
Si-allélnak, mig a ‘Hargrand’ masik fragmentuma az S,-, a ‘Harcot” mdsik fragmentuma az
Sy-allélnak. Az Orids fajtakor tagjainak azonos DNS-mintizata tovabb erdsiti, hogy S-
genotipusuk megegyezik. A PCR-analizis alapjdn biztossa valt, hogy az izoelektromos

fokuszdlast kovetéen nagyon hasonlonak tlind Ss- €s Sip-, illetve az Sjp- és Si3-allélok
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kiilonbozdek, tovabba, hogy a ‘Harmat’ genotipusa S;9S1; €s a ‘Korai zamatos’-€ S1,513,
megerdsitve ezzel a NEpHGE-eredményeket.

Az 0Osszes Ontermékenyiillo fajtdban (‘Bergeron’, ‘Gonci magyarkajszi’,
‘Mandulakajszi’, ‘Venus’, ‘Mamaia’, ‘Mari de Cenad’, ‘Nyikitszkij’ és ‘Konzervnij
Pozdnij’) az 1. intron amplifikdcidja sordan egy kozel 420 bp méretli fragmentumot
kaptunk, mig a 2. intronndl semmilyen PCR-termék nem jelent meg. Ennek alapjén
feltételezhetd, hogy az elso intront tartalmazé k6zos fragmentum az Sc-allélt reprezentdlja,
tovabbd, hogy a madsodik intront tartalmazé fragmentum hidnya is valamennyi
ontermékenyiilo fajta esetében ehhez az allélhoz kothetd. Az Sg-allél 1. intronja a ‘Ceglédi
orids’, ‘Ligeti orids’ és ‘Krimszkij Medunec’ fajtdkban azonos fragmentumhosszal
jellemezhetd, mint az Sc, rdadédsul a 2. intronrégié amplifikdcidja ez esetben is sikertelen
volt.

Az ismeretlen termékenyiilésti ‘NJA-8’ és a ‘Zaposzdolje’ szintén hordoz egy Ss-
vagy Sc-RN-dzt. Az els6 intron esetében a ‘Zaposzdolje’ és a ‘Zard’ hasonlé méretli
fragmentumot adott, mint a ‘Harmat’ Sjp-allélja, mivel azonban e hirom fajta RN-dz
izoenzimei kiillonbozdének bizonyultak, valészintileg nincs kozos alléljuk. A T-8 hibridben
mindkét intron amplifikécidja sordn csak egyetlen allél, az S5 volt detektdlhatd, amelyet a
‘Korai zamatos’ és ‘Voszki’ fajtak is hordoztak.

Az elsO intront felszaporitd primerpdr termékeit a kovetkezd ot allél esetében

klénoztuk, ¢és meghataroztuk DNS-szekvencidjukat: Sc — ‘Gonci magyarkajszi’,
‘Panndnia’, ‘Borsi-féle kései rozsa’; Sg és So — ‘Ceglédi 6rids’; 11 — ‘Harmat’; S;3 — ‘Korai

zamatos’. A szekvencidkat Osszevetettik az NCBI-adatbazissal, ami igazolta, hogy az
altalunk szekvendlt fragmentumok az inkompatibilitdsi reakcidkban résztvevd
ribonukledzok nukleotidsorrendjével mutatjdk a legnagyobb mértékii homologiat.
Idékozben Sutherland és mts. (2004a) egy dj, a Prunus S-RN-dz gén 2. intronjat
felszaporit6, degenerdlt PCR-primerpart (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD)
publikéltak, amely a spanyol kutatdk 4ltal leirt 8 kajszi S-allél (S;-7; Sc) mindegyikénél
sikeres amplifikaciét eredményezett. A primerpar alkalmazhatésdganak tesztelésére tovabb

bdvitettiik az ismeretlen S-genotipusu, vizsgalando fajtak korét (14. abra).
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14. abra. Kajszifajtak EM jeltit (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD), a Prunus S-RN-az
gén masodik intronrégidjat amplifikdld, konszenzus primerekkel végzett PCR-
vizsgélatdnak eredménye, az ujonnan azonositott allélok piros szinnel jelolve. M: 1 kb
DNS-marker, 1. ‘Hargrand’, 2. ‘Harcot’, 3. ‘Bergeron’, 4. ‘Ceglédi Piroska’, 5. ‘Ceglédi
orids’, 6. ‘Ligeti 6rids’, 7. ‘Harmat’, 8. ‘Korai zamatos’, 9. ‘Korai piros’, 10. ‘Mari de
Cenad’, 11. ‘NJA-8’, 12. ‘Kecs-psar’, 13. ‘Zard’, 14. ‘Voszki’, 15. ‘Aurdra’, 16. ‘Morden
604°, 17. “T-8 hibrid’, 18. ‘Nyikitszkij’, 19. “Toyuda’, 20. ‘Beliana’, 21. ‘Sunglo’.

Ezzel a primerparral is kimutathaté volt mindaz a 11 allél, amelyeket a cseresznye 2.
intronjdra tervezett primerekkel azonositottunk: Sy, Sz, S4, So, S10, S11, S13, S15, S16, Sz €S Sx.
Az el6z6 PCR-vizsgdlattal szemben e primerekkel valamennyi vizsgalt ontermékenyiild
fajtdban (‘Bergeron’, ‘Korai piros’, ‘Mari de Cenad’, ‘Nyikitszkij” és ‘Toyuda’)
amplifikdlni tudtunk egy kb. 2800 bp hosszusagu fragmentumot, ami az Sc-allélnak
feleltethet6 meg. Ugyanekkora méretli fragmentumot kaptunk hédrom bizonyitottan
onmeddoé fajta (‘Ceglédi Piroska’, ‘Ceglédi orids’ és ‘Ligeti 6rids’) Ss-allélja esetében,
tovabbd az ismeretlen termékenyiilésii ‘NJA-8’ hibridnél. Sikeriilt kimutatni a ‘Korai
zamatos’-ban az Syy-allélt, illetve a T-8 hibridben az S4-allélt, melyeket kordbban csak a
NEpHGE segitségével tudtunk azonositani. A ‘Morden 604’ kanadai hibrid, melynek
pedigréjében P. mandshurica is taldlhat6, az S;- és Ss-allélokhoz nagyon hasonld
fragmentumméretii allélokat hordoz.

Kontrollként ezittal az S;-, S»-, Ss- és Sc-allélokat reprezentdlé fajtdk mellett a
‘Beliana’ (ScS7) (Alburquerque és mts., 2002) és a ‘Sunglo’ (5,53) (Burgos €s mts., 1998)
fajtdkat is haszndltuk (14. 4dbra). Harom fajtandl csak egy-egy allél amplifikdlédott, a
‘Beliana’ esetében az S7, a ‘Sunglo’-ndl az S5 és a ‘Zard’-ndl az S6. Az ‘Aurérd’-ban két
allélt detektéltunk, a kisebbet az Si¢-allélhoz hasonlé méret jellemezte, de a PCR-termékek
szekvendldsa utdn megéllapitottuk, hogy azzal nem azonos. Az uj allélt S;7-allélként
neveztiink el. A ‘Kecs-psar’ fajtdban kimutatott Sz-allél azonos méretli PCR-fragmentumot

adott az Sy-alléllal, és a megfeleld fehérjetermékek izoelektromos pontja csak
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kismértékben kiilonbozott egymastol (Sz: 9,41; Si: 9,38). A hipervaridbilis régiot is
tartalmaz6 fragmentumok szekvendldsa utdn egyértelmiivé valt, hogy dj allélrél van szd,
melyet S;g-nak neveztiink el. Az ontermékenyiild ‘Mari de Cenad’ fajta az Sc-allélon kiviil
egy olyan allélt is hordozott, amelynek mérete minden eddigitdl kiilonbozott, ezt Sio-
allélként jeloltik. A ‘Ceglédi Piroska’ és ‘Korai piros’ fajtdkban amplifikalt kisebb
fragmentum hasonlé méretii volt, mint az Sy-allél. A hipervaridbilis régiéjuk szekvenalasit
kovetden megerdsitést nyert, hogy egymadssal teljesen azonosak, de a ‘Ceglédi 6rids’-bol
szintetizalt So-cDNS-t0l kiillonboznek, igy ezeket Syp-allélként neveztiik el. Osszesen 13 Uj

S-RN-4z allélt (Sg-S20) azonositottunk a vizsgalt fajtakban.
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15. abra. Kajszifajtdk EM jelti (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD), a Prunus S-RN-az
gén masodik intronrégigjat amplifikdlo, konszenzus primerekkel végzett PCR-
vizsgalatdnak eredménye. M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Ceglédi 6rids’, 2. ‘Ceglédi bibor’.
3. ‘Mandulakajszi’, 4. ‘Panndnia’, 5. ‘Roxana’, 6. ‘Mamaia’, 7. ‘Bergeron’, 8. ‘Konzervnij
Pozdnij’, 9. ‘Borsi-féle kései rézsa’, 10. ‘Rézsakajszi C. 1406°, 11. ‘Gonci magyarkajszi’,
12. ‘Paksi magyarkajszi’, 13. ‘NagygyiimOlcsii magyarkajszi’, 14. ‘Andornaktélyai
magyarkajszi’, 15. ‘Kéaszna ungarska’, 16. ‘Ceglédi kedves’, 17. ‘Ceglédi arany’,
18. ‘Rakovszky’, 19. ‘Crvena ungarska’, 20. ‘Venus’, 21. ‘Budapest’, 22. ‘NJA-8’,
23. ‘Nyikitszkij’.

Mivel az Sc-allél jelenléte minden kordbbi és sajat vizsgdlatunk alapjan is
egyértelmiien Osszefiigg a kajszi ontermékenyiilé fenotipusdval, ezen allél markerezése
kiemelkedd jelentdségli. Ezért a fent bemutatott 5 bizonyitottan Ontermékenyiild fajtan
kiviil tovabbi 20 ontermékenyiild kajszifajta PCR-analizisét is elvégeztiik (15. dbra), és az
EM-primerek valamennyi esetben sikeres amplifikaciot eredményeztek. E primerek az Sc-

allélon kivill a ‘Hargrand’ (S,5,), ‘Bergeron’, ‘Toyuda’ (14. 4&bra), tovdbba a
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‘Mandulakajszi’, ‘Roxana’, ‘Mamaia’, ‘Konzervnij Pozdnij’, ‘Rakovszky’ és ‘Budapest’
(15. abra) fajtdkban egy madsik, azonos méretli (kb. 900 bp hosszisigi) fragmentumot is
felszaporitottak. A PaConslI-primerek haszndlataval ez az allél nem volt amplifikalhat6. A
NEpHGE-vizsgdlatok alapjdn kordbban ezt az allélt Sy-nak neveztik el, és
megallapitottuk, hogy az Sy-allél dltal kédolt RN-4z izoelektromos pontja azonos az S»-
RN-4z izoelektromos pontjaval (10,06). Feltételeztiik, hogy ez a fragmentum kozos
inkompatibilitasi allélra utal, ezért irdnyitott keresztezéssel ‘Konzervnij Pozdni)” x
‘Bergeron’ hibrideket hoztunk létre, és az utédpopuldciéban meghatdroztuk az S-
genotipusok szegregacidjat (16. dbra). Az EM-primerekkel végzett PCR-analizis igazolta,
hogy a varakozasoknak megfeleléen mindegyik hibrid hordozza az Sc-allélt. A homozigdta
€s heterozigbéta genotipusok 19:15 ardnyd hasaddsa statisztikailag (P<0,05) azonos az
elméletileg varhat6 1:1 ardnyd hasaddssal, ami aldtdmasztja, hogy a két sziil egy azonos
inkompatibilitdsi allélt hordoz. Az emlitett 5 fajtabdl a hipervaridbilis régiét és a 2. intront
magdaba foglalé fragmentumokat klénoztuk és DNS-szekvencidjukat meghatdroztuk. Az
NCBI génbanki adatbazis haszndlatival elvégzett homoldgia-keresés (BLASTN) sordn
kideriilt, hogy a szekvencidk megegyeznek a ‘Goldrich’-bdl izolélt S,-allél szekvencidjdval
(Romero és mts., 2004), tehat az Sy azonos az S>-vel. fgy a ‘Bergeron’, ‘Mamaia’ és
‘Konzervnij Pozdnij” genotipusa bizonyosan, de feltételezhetden a ‘Toyuda’ (14. édbra),
‘Roxana’, ‘Rakovszky’ és ‘Budapest’ fajtdk genotipusa is ScS>. A ‘Mandulakajszi’ S,-
alléljanak hipervaridbilis régidjdban egy guanin helyett adenin szerepel, mely a
transzldlodott fehérjében egy glutamin — arginin aminosavcseréhez vezet, ezért a

‘Mandulakajszi’ ezen alléljat Spn-ként jeloljiik.

M123 45678 91011121314 1516171819 202122 23 24 26 2627 282930 313233 343536 M

B ;o =%

B AT AN FABRE BB BT ANADA GGG X
0O L L O L. L LO.L LV .L O L O L O O LV O L LV L . L L L O O u 0 o
DR RANNBRB BHRBRG BB BHDBBNADD B GG w o

16. abra. A ‘Konzervnij Pozdnij’ x ‘Bergeron’ keresztezésekbdl szarmazé utédok PCR-
mintdzata EM-PC2consFD és EM-PC3consRD primerekkel. M: 1-kb + DNS-marker, 1.
‘Bergeron’, 2. ‘Konzervnij Pozdnij’, 3-36. 34 hibrid.

zzzzz

tilmenden az 1. intronrégié hasonlé PCR-analizise is segitheti. Mivel azonban a Prunus S-
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RN-4z gén 1. intronrégidjanak méretbeli polimorfizmusa sokkal kisebb mértékii, mint a 2.
intronméretek kozotti variabilitds, a felbontoképesség novelése érdekében a mikroszatellit
vizsgédlatok sordn alkalmazott megkozelitést alkalmaztuk: a kajszi 1. intronjat hatarold
konzervativ régidra tervezett SRCg forward primert (Vilanova és mts., 2005) JOE
fluoreszcens festékkel jeloltiik, igy az amplifikdlt fragmentumok méretei automata
szekvendtor haszndlatdval pontosan meghatdrozhatok. Az SRCg/r primerpir 29 fajta
esetében kettd, 26 fajta esetében egy fragmentumot amplifikdlt (7. tdblazat). Valgjdban e
26 utobbi fajta esetében is megjelent egy masik, 336 bp méretii fragmentumot reprezentald
jel, de ennek intenzitdsa a tobbi allélt reprezentdlo jel intenzitdsanak fele-negyede volt (18.
a—c. abra). Mivel ez a fragmentum az Ontermékenyiild ScSc homozigéta fajtdkban is
kimutathatd volt az Sc-allél 355 bp hosszi fragmentuma mellett, ezeket PCR-
mitermékekként kezeltik. Az Sg-allélt (‘Ceglédi orids’, ‘Ceglédi Piroska’, ‘Krimszkij

Medunec’ és ‘Ligeti 6rids’) szintén 355 bp hosszu fragmentum jellemezte.

7. tablazat. Kajszifajtdk Vilanova és mts. (2005) altal tervezett, fluoreszcens festékkel
jelolt SRCg/r primerekkel felszaporitott 1. intronrégiéjanak automata szekvendtorral
meghatdrozott méretei (bp)

Ananasznij cjurpinszkij 355 |- Ligeti 6rids 203 | 355
Andornaktdlyai magyarkajszi | 355 |- Mamaia 332 | 355
Antonio Errani 244 401 Mandulakajszi 332 | 355
Aurdra 401 1412 Marculesti 5/5 355 |-
Bayoto 332 | 355 Mari de Cenad 355 [334
Bergeron 332 | 355 Morden 604 245 |360
Borsi-féle kései rozsa 355 |- Nagygyiimolcst 355 |-
Budapest 332 | 355 magyarkajszi

Csacsanszko zlato 355 |- Ninfa 332 401
Marculesti 5/5 355 |- Nyikitszkij 355 |-
Ceglédi arany 203 | 355 NJA-8 355 |-
Ceglédi biborkajszi 203 | 355 Nyujté Ferenc emléke 355 |-
Ceglédi kedves 355 |- Paksi magyarkajszi 355 |-
Ceglédi Orids 203 | 355 Panndnia 355 |-
Ceglédi Piroska 222 |355 Pasinok 355 |-
Crvena ungarska 355 |- Pisana 355 |-
Darunek malahojeva 355 |- Priboto 332 401
Effekt 355 |- Rakovszky 332 | 355
Goldrich 332 401 Roxana 332 | 355
Gonci magyarkajszi 355 |- Rézsakajszi C.1406 355 |-
Hargrand 332 401 Sirena 355 |-
Harmat 285 | 306 T-8 378 380
Kecs-psar 324 |332 Toyuda 332 |355
Korai piros 222 | 355 Venus 355 |-
Konzervnij Pozdnij 332 |355 Voszki 306 |378
Korai zamatos 261 | 378 Zaposzdolje 355 |-
Kaszna ungarska 355 |- Zard 316 |337
Krimszkij Amur 355 |-

Krimszkij Medunec 355 |-
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Az S;-allélt hordozé 8 fajtdban egy 401 bp hosszi PCR-termék volt jelen. Az S»-
allélt tartalmaz6 16 fajtdban ugyanakkor egy 332 bp hosszu szakasz jelent meg. Az So-
allélt 203 bp (‘Ceglédi arany’, ‘Ceglédi biborkajszi’, ‘Ceglédi 6rids’ és ‘Ligeti Orids’), az
Sio-allélt 285 bp (‘Harmat’), az S;;-allélt 306 bp (‘Harmat’ és ‘Voszki’), az Si,-allélt 261
bp (‘Korai zamatos’), az Sj3-allélt 378 bp (‘Korai zamatos’, ‘Voszki’ és T-8 hibrid), az Sy4-
allélt 380 bp (T-8 hibrid), az S;7-allélt 412 bp (‘Aurdra’), az Sje-allélt 334 bp (‘Mari de
Cenad’) és az Sy-allélt 222 bp (‘Ceglédi Piroska’ és ‘Korai piros’) hosszusigu fragmentum
jellemzi. Az Sis-, Si6- €és Sig-allélokhoz tartozé fragmentumméretek nem allapithatok meg,
mert az S;551g genotipusu ‘Kecs-psar’ 324 és 332 bp, az S5 genotipusu ‘Zard’ pedig 316
€s 337 bp hosszud fragmentumokat mutatott.

A 2. intronrégié amplifikdldsa €s az 1. intronok hosszdnak meghatdrozédsa alapjan
azonos S-genotipussal rendelkeznek a ‘Ninfa’ és ‘Priboto’ fajtdk, ami megegyezik a
‘Goldrich’ és ‘Hargrand ° fajtdk S-genotipusaval, tehat feltételezhetéen S;S,. A 2.
intronrégié PCR-analizise alapjdn meghatarozott S¢S, genotipusu fajtdk (14. és 15. abrdk)
S-genotipusat az 1. intronrégio vizsgélata tovdbb erdsiti, sot a ‘Bayoto’ nevii fajtdval boviti
e csoportot. Az ‘Antonio Errani’ a ‘Harcot’-hoz hasonléan §;Ss-genotipusi. A NEpHGE és
az S-RN-4z gén 1. és 2. intronjdnak PCR- analizise alapjan 0sszesen 26 fajta S-genotipusat
tudtuk meghatédrozni (11. tdblazat).

A kajszi Oshazdja Kina, ezért érdekes kérdés, hogy a napjainkban termesztett kinai
fajtdk milyen S-allélokat hordoznak. Kisérletiinkbe 14 kinai eredetli fajtit vontunk be,
melyek genotipus-meghatdrozdsat a két intron hosszdnak markerezésével hajtottuk végre
(17. ébra). Ezek alapjan megallapithatd, hogy legalabb 13 eddig nem azonositott allélt
taldltunk. Mivel még szekvenciaadatok nem dllnak rendelkezésiinkre, az egyes allélokat
nem neveztiik el. A fajtdk mindegyike dnmeddd, Sc-allél egyikben sem fordult el6. A ‘Juan
Sin’ és a ‘Chuang Sin’ fajtdk S-genotipusa azonos, vagyis inkompatibilisek, mig a ‘Yang Ji
Yuang’, ‘Da Sie Xing’, ‘B Liaoning’, ‘LE-3276’, ‘In Bei Sin’, illetve a ‘Beixan Heda
Huang’ és a ‘Sha Jin Hong’ fajtdk egy azonos inkompatibilitasi allélt hordoznak, tehat
egymassal szemi-kompatibilisek. Harom fajta (‘B Liaoning’, ‘LE-3276’ és ‘In Bei Sin’)
egyik alléljanak elsd intronrégio-méretét 357 bp hosszinak hatdroztuk meg. A masodik
intronrégiot amplifikdlé PCR sordn ugyanezen fajtdkban egy azonos, kb. 800 bp hosszu
fragmentumot mutattunk ki. Ez a két fragmentum feltételezhetéen ugyanazon allél 1. és 2.
intronrégidjat reprezentdlja, hiszen ezek a fragmentumok két masik fajtdban (‘Da Sie Xing’
és ‘Yang Ji Yuang’) is egyiittesen voltak kimutathatok. A ‘B Liaoning’, ‘LE-3276’ és ‘In
Bei Sin’ fajtdkban a 357 bp hosszu, 1. intront tartalmazé fragmentum mellett egy 336 bp

hosszud fragmentum is eléfordul. Ez azonban valésziniileg PCR-miitermék, ugyanis az ezen

66



allélhoz kothetd 2. intronrégié hossza e harom fajtdban eltéré. A ‘Sha Jin Hong’ fajtaban
az elsO intron amplifikdcidja sordn csak egyetlen fragmentumot detektdltunk, holott egy
onmeddo6 fajta sziikségszerlien heterozigéta kell legyen. A fajta heterozigétasdgat a 2.

intronrégidt felszaporité PCR-reakcid igazolta, mellyel két kiillonbozo allél jelenléte volt

kimutathatd.
Beixan Heda Huang | 387 | 413
L : S Liaoning 380 | 397
2500 — I:I Da Bai Xing 305 | 407
2000 — iy E] £ ¢ Sha Jin Hong 413
1500 — - — Yang Ji Yuang 350 || 357
; : g ; Da Sie Xing 357 | 390
1000 S - — B Liaoning 336 | 357
750— -t] l!l- |Q| 2 I - I CLR$ 281 | 300
- - —
) LE-3276 336 | 357
500~ : -
- - ¢ K . Juan Sin 262 | 280
250— i v Chuang Sin 262 | 280
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [wsasn 336 | 357

17. abra. Kinai kajszifajtak 2. intronrégidjanak PCR-analizise EM-PC2consFD és EM-
PC3consRD primerekkel (balra), valamint az 1. intronrégié fragmentumhosszai SRCg/g
primerekkel felszaporitva (jobbra). Az azonos szinek az ugyanazon allél &ltal kodolt
fragmentumokat jelolik. M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Beixan Heda Huang’, 2. ‘S Liaoning’,
3. ‘Da Bai Xing’, 4. ‘Sha Jin Hong’, 5. ‘Yang Ji Yuang’, 6. ‘Da Sie Xing’, 7. ‘B Liaoning’,
8. ‘CLR 8, 9. ‘LE-3276’, 10. ‘Juan Sin’, 11. ‘Chuang Sin’, 12. ‘In Bei Sin’.

Tekintve, hogy az S-RN-4z gén vizsgalataval az Sc- és az Sg-allélokat nem tudtuk
egymastol megkiilonboztetni, a két allél barmelyikét hordozd, ismeretlen termékenyiilésii
fajtardl e vizsgalatokkal nem donthetd el, hogy ontermékenyiilé vagy énmeddd fenotipusu.
Tovabba, ha az eddigi eredményeink alapjan (izoelektromos pont, intronméretek)
egyforménak 14tsz6 Sc- és Ss-RN-dzok azonossédga igazolhatd lenne, mindez igen jelentOs
mértékben hozzdjarulna az Ontermékenyiilés molekularis okainak tisztazasahoz is. Ezért

vizsgalatainkat ebben az irdnyban folytattuk tovabb.

5.3. Az ontermékenyiilés molekularis hattere

5.3.1. Az Sc- és Ss-RN-az allélok molekularis analizise

Eredményeink alapjan az Sc- €s Sg-allélok 2. intronrégidjat azonos fragmentumméret
(kb. 2800 bp) jellemezte (14. és 15. dbrdk). A 2. intronrégié vizsgdlata alapjan ScSc
homozigétanak feltételezhetd fajta (15. dbra), a ‘Panndénia’ az 1. intronrégio
fragmentumhossz-analizise sordn két fragmentumot mutatott, egy 336 bp és egy 355 bp

méretlit (18. a. dbra), j6llehet az eldbbi fragmentum jele sokkal kisebb intenzitasu volt. Ez
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a 336 bp hossziusdgid fragmentum a heterozigéta ontermékenyiilo fajtadkban (18. b. dbra),

sOt, az Ss-allélt hordoz6 genotipusokban is megjelent (18. c. abra).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 200 220 240 260 280 300 320 390 360 380 180 200 220 240 260 280 300 320 240 360 380 180 200 220 240 260 280 200 30 40 360 80
4000 4000 A0,
3000 3000 3000
2000 2000 2000
[ 1000 1 1 1000 " - 1000
336.02 a2 61| [366 41 203.00 336 21
355 ] ERGH] 365 38
d 1 107

S8-RNase (EF101909) CTCGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCACTAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATATCATATATGCATATAAT

SC-RNase (EF101911) CTCGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTECATTATGAGCACTAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATATCATATATGCATATAAT
e oIl

SRc-F SRc-F
108 214
S8-RNase (EF101909) TAGAATTACGAAGGAGAAGTAGGCAGGAAATGTCATTAATTAGTACATAACTTTCTTTGGATGAGTTACTATTTGGGAATTATTTTTCTGCATGGTATCTTTCGATT
SC-RNase (EF101911) TAGAATTACGAAGGAGAAGTAGGCAGGAAATGTCATTAATTAGTACATAACTTTCTTTGGATGAGTTACTATTTGGGAATTATTTTTCTGCATGGTATCTTTCGATT
215 321

S8-RNase (EF101909) ACTCTGGTAGTTGTTGAAATAAGTGCAGTATTCATCATTGGAAGCTAAAATGGTGTTCTTCCTGCATAAAATCCATTAACCTTCTCACAATAATTTTCGCAGGATCT
SC-RNase (EF101911) ACTCTGATAGTTGTTGAAATAAGTGCAGTATTCATCATTGGAAGCTAAAATGGTGTTCTTCCTGCATAAAATCCATTAACCTTCTCACAATAATTTTCGCAGGATCT

*

322 425
S8-RNase (EF101909) TATGTCCATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCACCTGCAGAGTTCGCTGGAAACCTTGCTCCAAACCCCGGCCATTACAAATCTTCACCATCCATGA
SC-RNase (EF101911) TATGTCTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCACCTGCAGAGTTCGCTGGAAACCTTGCTCCAAACCCCGGCCATTACARATCTTCACCATCCATGA

* SRc-R

18. abra. Az S-RN-dz gén 1. intronrégiéjanak automata szekvendtorral meghatarozott
elektroforogramja SRCgjoryr primerekkel amplifikdlva, a: ScSc (‘Pannénia’); b: ScS»
(‘Budapest’); e¢: SgSo (‘Ceglédi 6rids’), illetve az Sc- és Ss-RN-az allélok 1.
intronrégidjanak szekvencidja a primerek tervezett (folyamatos vonal) és potencidlis
(szagatott vonal) kotddési helyeivel (d). * varidbilis nukleotid.

Az Sc- és Sg-allélok 1. intronrégidjat klénoztuk és DNS-szekvencidjukat
meghatdroztuk. A két allél ezen szakaszdnak szekvencidja 99,5 %-ban azonosnak
bizonyult. Az SRCg forward primer kotddési helyétdl 19 bp tdvolsdgra downstream
irdnyban olyan szekvenciarészlet taldlhatd, mely lehetdséget adhat a primer kotodésére.
Ennek kovetkeztében a 355 bp méretli fragmentum mellett amplifikdlodik egy 336 bp
hosszisagi PCR-miitermék is (18. d. dbra).

Az Sc- és Sg-RN-az allélok kodold régidjanak osszevetése érdekében a kinyilt
virdgok bibéibdl cDNS-t szintetizdltunk, melyeket klonozast kovetden megszekvenaltunk.
A ‘Pann6nid’-bol szarmazé Sc- és a  ‘Ceglédi Orids’-bol izoldlt Sg-RN-dz
nukleotidszekvencidja a vizsgalt 185 aminosavas szakaszon 99,5 %-ban azonos volt, de a
‘Panndnia’ és a ‘Currot’ (Vilanova és mits., 2006) fajtdkbdl szarmazd Sc-RN-4azok érett
fehérjetermékének szekvencidja kozott valamennyivel kisebb, 98,2 %-o0s homoldgia volt
kimutathat6 (19. dbra). A két Sc-allél szigndlpeptidje szintén 3 aminosavban kiilonbozott,
de ezért részben a spanyol fajta hibdsan megadott szekvencidja felelds. Az Sg-allél két

madsik RN-4zzal joval kisebb mértékii, az So-cel 79,0 %-os, az S,-vel 80,1 %-os homologiat
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mutatott. A cDNS alapjan kovetkeztetett aminosavszekvencidk hipervaridbilis régidja az

Sg-, illetve a két kiilonb6zd fajtdbdl izolalt Sc-RN-4zok esetében teljesen azonos volt.

1. intron 2. intron

LVLAFAFFLCFIMST--RYYVYFQFVQQOWPPTTCRVRWKP CSKPRPLQIFTIHGLWP §NYSNP TMP SNCTGS‘;QFNDRKVYPQL RSKLKRSWPNVE SGNDTKF

S5.~CUR (DQ422947

S.~PAN (EF053409 LVILAFAFFLCATIMSTR -G YVYFQFVQQWPPTTCEVRWKPCSKPRPLQIFTIHGLWPSNYSNPTMPﬂCTGSQFNDRKVYPQLRS‘EKLKRSWPNVESGNDTKF

)
)
5,-COR (EF053408) LvI@FAFFLCAIMSTE-GSYVYFQFVOQWEPTTEVRWKP CSKPRPLOTFT I HGLWP NY SNPTMP S CTGYOFNDRKVYPOLRSKLKR SWPNVE SGNDTKE
5,-COR (EF053410) LVLEFAFFLCFIMST--GSYVYFQFVQOWRPTTCHMEEKPENNERP LORFTI HGLWP SNY SNPRRP SNAN GHRFNBRKVYPOL HEKL Kl SWHBVELEGND TKF

YRYFQFVQQWHP TTEVREKPCSKPRML FTIHGLWPkNYSNPTMPSN(ﬂGEIEE@RKVYPQLRS:ELI@SWEEVESGNDTKF (100)

Cl1 Cc2 RHV

S5,-GDR (AY587562) LVLA--FFLCFIMSTER

S.—CUR (DQ422947) WEGEWNKHGTCYEQTLNQMQYFERSHAMWYSHNITNILKSASIVPHPTQTWKYSDIVSAIKTDTQRTP LLRCKRDPAQP (185

S.-PAN (EF053409 WEGEWNKHGT CYEQTIBQMOYFERSHAMWY SHNI TNILKSAS IVPHPTQTWKYSDIVSAIKTDTQRTP LLRCKRDPAQP

)

) SQFLH (186
S,~COR (EF053408) WEGEWNKHGTCYEQTIEQMOYFERSHAMWYSHNITNILKSASIVPHPTQTWKYSDIVSAIKTDTQRTP LLRCKRDPAQP

)

)

SOFLH (186
-olLH (183
(185

S,~COR (EF053410) WEGQEWNKHGTCYHMRLNQMOYF ERSHEM NS #8811 :¥AS TVPHP TOTWK YSDTVSRIK TR TP LLRC KD -

S,~GDR (AY587562

WEGE WNKHGT CYEQHLNQMOYF ERSHAME SEN T TR I LKNAS I vPINGJEWK v SD T SEIK TATER TP LLRCRTDPA
C3 RC4 C5

19. abra. A ‘Currot’” (CUR) (Vilanova és mts., 2006) és ‘Panndnia’ (PAN) fajtakbdl
szdrmazd Sc-, illetve a ‘Ceglédi 6rids’-bol (COR) izolalt Sg- és So-, valamint a ‘Goldrich’
(GDR) fajtaban eldforduld S,-allélok részleges aminosav-szekvencidjanak illesztése. A
CUR Sc-RN-4z aminosav-sorrendjét az allél genomi DNS-szekvencidja alapjan adtdk meg
Vilanova és mts. (2006), mig az 4ltalunk leirt allélok aminosav-sorrendjét a cDNS-
szekvencidk alapjan hataroztuk meg. Az S-RN-dz gén 6t konzervativ régigjat (C1, C2, C3,
RC4 és C5) folyamatos, hipervaridbilis (RHV) régidjat (Ushijima és mts., 1998) szaggatott
kerettel jeloltiik. A nyilak az intronok helyét, a fekete arnyé€kolas az egyes allélok Sc-CUR-
hoz viszonyitott varidbilis aminosavait jelolik. A ‘Currot’ és ‘Panndnia’ Sc-RN-4zokban a
16. és 17. aminosavak kozotti kiillonbség a Vilanova és mts. (2006) éltal tévesen megadott
1. intron pozici6jabdl ered.

A ‘Ceglédi orids’ (SsS9), ‘Ceglédi arany’ (ScS9), ‘Bergeron’ (ScS2) és ‘Budapest’
(ScS») fajtdk bibekivonataibdl ribonukledz-aktivitdst mértiink, hogy meghatdrozzuk, van-e
kiilonbség a kiillonbozd S-allélok altal kédolt RN-4z izoenzimek aktivitdsa kozott. Az S-
ribonukledzok aktivitdsa a virdg fejlettségi allapotatol fiigg. Ennek bemutatdsdhoz két
kiillonbozé vizsgdlatot végeztiink el. Egyfel6l RNS-tartalmi agar6zgélben a négy
kiilonbozo stadiumi virdgbdl preparalt bibékbdl szekretélt ribonukledzok enzimaktivitasat
szemléltettiik (20. dbra). A bibék fejlédésével parhuzamosan novekszik az akromatikus

foltok nagysdga €s intenzitdsa, ami az RN-4z aktivitds novekvd mértékét tiikrozi.
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20. abra. Négy kiilonbozd fejlettségi allapoti bibeszalbdl szekretdlédd S-ribonukledzok
aktivitdsvizsgédlata RNS-tartalmi agar6zgélben. A Torula RNS-t tartalmazd agar6zgélt
toluidinkékkel festettiik meg, igy a bibeszdlak koriil 1dthaté akromatikus udvar intenzitdsa
€s kiterjedése a bibeszalakbdl az agardzgélbe diffundalt RN-dzok aktivitdsdval ardnyos. A
bibék fejlddésével parhuzamosan egyre nagyobb RN-4z aktivitds mutathato ki.

Ezenkiviil spektrofotometrids méréssel is meghataroztuk a bibekivonatok 0sszes RN-
az aktivitdsat is. A fehérbimbods allapotd virdgokbdl (,,balloon stage™) izolalt bibeszdlakban
10-15 %-kal nagyobb specifikus RN-4z aktivitds volt mérhetd, mint a két nappal kordbban
begytjtott virdgok esetében. Az anthézis napjdn a kiilonb6zd S-genotipusu fajtdk RN-4z
aktivitdsaban jelentds kiilonbségeket mértiink, mig az azonos genotipustiak nagyon hasonld
értékeket mutattak (8. tablazat). A ‘Ceglédi orids’ és a ‘Ceglédi arany’ fajtdkban mért
értékek kozel azonosnak bizonyultak: 423,90 és 429,97 AA/min/g fehérje.

8. tablazat. Kiilonboz6 S-genotipusu fajtdk kiilonbozd fejlédési stadiumu bibeszdlainak
kivonatdbol mért specifikus ribonukleaz-aktivitas

Fajta Fejlodési stadium Aktivitds (AAje/min/g fehérje)
Budapest (ScS») Fehérbimbds 472,55%
Bergeron (ScS») Fehérbimbds 478.,44%
Ceglédi arany (ScS9) | 2 nappal a fehérbimbos | 384,94
allapot elott
Ceglédi arany (ScSo) | Fehérbimbos 429,97
Ceglédi 6rids (S3S9) | 2 nappal a fehérbimbos | 399,14
allapot elott
Ceglédi 6rids (S3S9) | Fehérbimbos 423,90

“®A ‘Budapest’, ‘Bergeron’, ‘Ceglédi arany’ és ‘Ceglédi 6rids’ fehérbimbés allapoti
bibéiben mért ribonukledz-aktivitds (n=3) egytényezds varianciaanalizise. Az azonos
betiikkel jelzett értékek nem kiillonboznek P<0,05 szignifikanciaszint mellett.
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5.3.2. Az SFB- és SFBs-allélok molekularis analizise

Mivel a bibekomponens S-RN-4z gén két allélja, az Ontermékenyiilésért felelds Sc,
illetve egy inkompatibilitasi allél, az Sz, minden vizsgalat sordn azonosnak mutatkozott,
feltételezhetd volt, hogy az Sg-haplotipust allél pollenkomponens, F-box génjében (SFBg)
bekovetkezett muticid hatdsara alakult ki az ontermékenyiilésért felelds SFBc-allél. E
hipotézis funkciondlis bizonyitdsdra megfeleld S-genotipusi sziilondvények irdnyitott
keresztezését végeztik el (21. a. dbra). Az ontermékenyiild ‘Ceglédi arany’ (ScSo) fajtit az
onmeddod ‘Ceglédi orids’ (SsSo) pollenadé fajtaval kereszteztiik. Mivel mindkét fajta kozos
inkompatibilitasi alléllal (S9) rendelkezik, csak az Sg-allélt hordozé pollenek okozhatnak
termékenyiilést. Ha azonban a pollenadé fajta Ss-allélja az Sc nem mutdns valtozatdnak
felel meg, akkor nem mutdns, funkcidoképes F-box fehérjét expresszdl, ami az
ontermékenyiild anyapartner Sc-RN-4z enzimét sajatként ismeri fel, és ,,megvédi” az
ubikvitin/26S proteaszoma rendszer altali lebontdstdl. Az aktiv ribonukledzok hatdsara a
pollentoml6 novekedése gitlodik, a termékenyiilés elmarad. A ‘Ceglédi arany’ x ‘Ceglédi
Orids’ keresztezést két egymdst kovetd évben (2005 és 2006) elvégezve 0,0 €s 2,9 %-o0s
gylimolcskotddést kaptunk (9. tdbldzat). A reciprok, illetve a ‘Gonci magyarkajszi’ X

‘Ceglédi orias’ keresztezések boséges terméskotddést eredményeztek.

9. tablazat. Szabadfoldi terméskotdédési aranyok irdnyitott keresztezést kovetden 2005 és
2006 években

Q 3 Beporzott virdgok | Gylimolcskotddés | (In)kompatibilitds
szdma (db.) ardnya (%)
Gonci  magyar | Ceglédi 6rids 71 40,9 Kompatibilis
kajszi®
Ceglédi 6rids” Ceglédi arany 157 36,9 Kompatibilis
Ceglédi arany’ | Ceglédi 6rids 175 2,9 Inkompeatibilis
Ceglédi arany” | Ceglédi 6rids 240 0 Inkompeatibilis

2005 °2006

A terméskotodési

ardny megallapitdsidhoz

a legalkalmasabb

1ddpontot

az

inkompatibilis és kompatibilis keresztezé€sekbdl szarmazéd gyilimolesok fejlddése alapjan

hatdroztuk meg (21. b. és c. dbrak).
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21. abra. Iranyitott szabadfoldi keresztezés annak igazoldsara, hogy az Sc- az Sg-
haplotipus pollenkomponensének funkcidképtelen, mutdns valtozatit hordozza (a); a
gylimolcsfejlodés dinamikdja a ‘Ceglédi arany’ x ‘Ceglédi 6rids’ (iires haromszog), a
reciprok (fekete haromszog) és a ‘Gonci magyarkajszi’ x ‘Ceglédi 6rids’ (fekete kor)
keresztezéseket kovetdéen (b). Az inkompatibilis (1) és kompatibilis (2) megporzasbdl
szarmazd gyiimolcsok fejlodésében tapasztalhatd kiilonbségek 34 nappal a beporzast
kovetden (c).

A ‘Ceglédi arany’ ontermékenyiilésének, a ‘Ceglédi 6rids’ onmedddségének, tovabba
a ‘Ceglédi arany’ x ‘Ceglédi orids’ keresztezés inkompatibilitdsdnak €s a reciprok
keresztezés kompatibilitdisdnak megerdsitésére pollentomlé-novekedési  vizsgdlatot
végeztink UV-fluoreszcens mikroszkop segitségével. A kompatibilis kombindcidk
(‘Ceglédi arany’ ontermékenyitése és ‘Ceglédi 6rids’ x ‘Ceglédi arany’) sordn a pollenek
tilnyomo része csirdzott, novekedésiik intenziven megindult (22. a. és g. dbrdk), majd az
ovariumba éltaldban egy vagy néhdny pollentomld hatolt be (22. b. és h. dbrdk). A ‘Ceglédi
Orids’ Ontermékenyitése valamint a ‘Ceglédi arany’ x ‘Ceglédi orids’ inkompatibilis
kapcsolatnak bizonyult. Ebben az esetben is csirdzott a bibeszdjra keriilt pollenek nagy
része, novekedésiik elkezdddott, a bibeszdl fels6 harmaddban azonban valamennyi
pollentomlé novekedése megtorpant (22. c¢. és e. abrdk), és egy sem érte el az
embriézsdkot, igy nem johetett 1étre sikeres megtermékenyiilés. A fejlddésben gétolt

pollentomlokben az inkompatibilitdsi reakcidé tipikus tiinete, a jelentds mértéki

kall6zfelhalmozddas figyelhetd meg (22. d. és f. dbrak).
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22. abra. Pollentomlé-novekedés a bibeszdlban irdnyitott keresztezést kovetden. Az
ontermékenyitett ‘Ceglédi arany’ bibeszalanak k6zépso része rengeteg pollentomldvel (a),
illetve az ovariumba (ov) belépd pollentomldvel (pt) (b). Az ontermékenyitett ‘Ceglédi
Orids’ bibeszdldnak kozépso szakasza (c) és egy, a novekedésben megallt pollentomld (d).
A ‘Ceglédi o6rids’ pollentomldinek novekedése az ontermékenyiild ‘Ceglédi arany’
bibeszéljanak kozépsO szakaszdn gatlodik (e), és az inkompatibilis pollentomlokre
jellemzd tipikus kallézfelhalmozdédast mutatnak (f). A ‘Ceglédi arany’ pollentomloi
akadélytalanul novekednek a ‘Ceglédi 6rids’ bibéjében (g), melyek koziil egy eléri az
ovariumot (h).
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Az NCBI adatbazisban elérheté P. armeniaca és P. mume SFB/SLF-szekvencidk
alapjan degenerdlt primereket terveztiink (két forward és egy reverse irdnyuit). Az SFBc-
(‘Pannénia’) és SFBg-allélok (‘Ceglédi orids’) AprSFB-F1 és AprSFB-R primerekkel
felszaporitott szakaszat, tovabbd az SFBy-allél (‘Ceglédi arany’) AprSFB-F2 és AprSFB-R
primerekkel amplifikalt fragmentumait klénoztuk, és DNS-szekvencidjukat meghataroztuk.
A szekvencidk illesztésébdl egyértelmiien kideriilt, hogy az SFBc-allél egy 358 bp hosszu
inszercidt tartalmaz az SFBg-hoz képest (23. dbra). Ez az inszerciés muticié egy
abnormalis helyzetli stop kodont eredményez éppen az inszercid elso tripletjénél, melynek
kovetkeztében a fehérje karboxitermindlis vége a HVa és HVDb régidkkal nem forditédik at,
igy a transzlalodott fehérje nagy valdszinliséggel funkcidképtelen lesz.

A ‘Ceglédi orias’ fajtabol mas, a Prunus SFB-allélokhoz kisebb (>60 %) homologiat
mutaté F-box géneket is izoldltunk (F-box 1 és F-box 2), amelyek szerepe nem ismert, de

feltételezhetden nem a termékenyiilési folyamatokban vesznek részt.

74



1 F-box 135

SFBc (EF101912) |TAAGAAAGARATCTTAATCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAATCCCTTATTCGCTTTCTGAGTACATGCARGTCGTGGAGTGATTTGATTGGAAGCTCAATTTTTGT TAGCACACACCTIITGTAGGAATGT

K K E I L IDTILVRTZILPATZ KT STLTIRTFTILSTT CZ KST®WSDTILTIGSSTITFUV s THILTCR RN

SFB8 (EF053404) |TAAGAAAGAAATCTTAATCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAATCCCTTGTTCGCTTTCTGTGTACATGCARGTCGTGGAGTGATTTGAT TGGAAGCTCAATTTTTGT TAGCACACACCTITGTAGGAATGT

K K E I L I Db I LV RUILZPATZ KT STLTIRTEFTLTCTT CZEKST®WSDTULTIGS S I F VS THIELTCRN

Difference *
AprSFB-F1 AprSFB-F2
136 Vl 270
SFBc (EF101912) GACAAAACATACCCATGTTTATCTACTTTGCCTCCACCACCCAARATTTTGAGCGTTTGGTCGACCCTAATGACCCATATCTTARAAAGGAATTTCAATGGTCTCTTTTTCCCARAGAAARCATTTGAGGAGTGCTA
vV T K H T H V Y L L C L H H P N F E R L V D P NDUP Y L KKEHTFOQWS L F P KETTFE E C

SFB8 (EF053404)  GACARAACATACCCATGTTTATCTACTTTGCCTCCACCACCCAAATTTIGAGCGTTTGGTCGACCCTAATGACCCATATCTTARAARGGAATTTCAATGGTCTCTTTT TCCCARAGARACAT TTGAGGAGTGCTA

V T XK B T HV Y L L ¢C L H H P N H ER LV DZPNDZPJYLIKZEKTEHTFOWSTLTFTZPZEKTETTFEE C

Difference

271 405
SFBc (EF101912)  CAAACTRAGCCATCCCTTAGGGATGACTGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAATGGTTTAGTTTGCATTTCGGATGAGATCCTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATGGAACCCATCGGTTAGGARATT

Y K L s #P L GMTEZHYGTI Y GSSNGULVCTISDETLITLNTFETDSZ®PTIHTIWNZPSV R K
SFB8 (EF053404)  CAAACTRAGCCATCCCTTAGGGATGACAGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAATGGTTTAGTTTGCATTTCGGATGAGATCCTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATGGAACCCATCGGTTAGGARATT

Y K L s #HP L GMTEZHYGI Y GSSNGULVCTISDETLITLNTFETDSZ®PTIHTIWNZPSV R K
Difference *

406 540
SFBc (EF101912)  TAGGGCCCTTCCAATGAGCACCAACATTAACATTARATTTAGCTGTGTTGCTCTCCAGTTCGGGTTCCACCCTGGGGTTAATGACTACAAGGCTGTAAGGATGATGCGTACCAATARRAGTGCCT TGGCGGTTGA

F R A LPMSTNTINTIZEKTFSCVALTOTFGFHZPGVDNDYEKA AV RMMERTNIEKSATLAV
SFB8 (EF053404)  TAGGGCCCTTCCAATGAGCACCAACATTAACATTARATTTAGCTGTGTTGCTCTCCAGTTCGGGTTCCACCCTGGGGTTARTGACTACAAGGCTGTAAGGATGATGCGTACCAATARRAGTGCCT TGGCGGTTGA

F R AL P MSTNTINTIZEKTFSCVALTOTFGFHZPGVDNDYEKA AV RMMEBRTNIEKSATLAV

Difference

541 675
SFBc (EF101912)  GGTTTATAGTCTCAARAGAGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGT TAARATGCACTTTGGAACATCATAGGGGTACGTTTTTCAGTGGAGTAGCATACCACATCATTCAGAAAGGTCCTATGCT

E VY s L KRD S WXKMTIZEH ATIT®PPWZLZ KT CTTULEUHTEHTZ RGTTFTFSGV AYUHTITIOQZKTGT§PM
SFB8 (EF053404)  GGTTTATAGTCTCAARAGAGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTAARATGCACTTTGGAACATCATAGGGGTACGTTTTTCAGTGGAGTAGCATACCACATCATTCAGAAAGGTCCTATGCT

E V Y s L KR D S WXKMTIEH ATIT®PPWILZ KTCTTULETUBHTEHTZ RTGTTFTFSGUV AYUHTITIOQZKTGT§PM

Difference
676 V2 810
SFBc (EF101912) CAGCATTATGTCATTCGATTCAGGCAGTGARAAAT TCGAAGAAATCATAGCACCAGATGCCATTTGCAGTTTATGGGGGT TATATATTGACGT TTACAAGGANCAAATTTGCTTGCTTTTTATATGTTATGGGTG
L s I M S F DS G S E K F E E I I AP DATICSLWSGUL Y I DVYKJHHOQQTICTLILTFTICY G
SFB8 (EF053404) CAGCATTATGTCATTCGATTCAGGCAGTGARAAAT TCGAAGAAATCATAGCACCAGATGCCATTTGCAGTTTATGGGGGT TATATATTGACGT TTACAAGGANCAAATTTGCTTGCTTTTTATATGTTATGGGTG
L s I M S F DS G S E K F E E I I AP DATICSLWGUL Y I DVYKUHHOQTI CTL L F I C Y G
Consensus
811 945
SFBc (EF101912) TGAGGAGGAGGGCATGGAAAAAGCTGACT TATGGGTTCTGCAAGAAAAACGGTGGAAACAAT TGAGTCCTTTTATTTAGAGATATT TAGTGATATACCCATTCTTAACACTAATATTATAGATAAACCCTCCATC
C E EE GMEKADILWV L QE KR WK QL S P F I «
SFBS (EF053404)  TGAGGAGGAGGGCATGGAARAAGCTGACTTATGGGTTCTGCAAGAAAAACGGTGGAAACAATTGAGTICCTTTTATT:
C E E E GME K A DLWV L Q E KR WK QL S P F I
Difference etk Rk Ak K kKRR KR KRR Rk KRR K KRRk
946 1080
SFBc (EF101912)  ATTGAATTTCTATAAAC. cc. cec TGACAACTGGCCTTATTGAATCTAATATTGATTATTAAATTACT TTAATGCCCTATTGAGIGTTTTGGGTATT TTTATGAGATTT TGGGGTTGGG
SFBS (EF053404)
Difference e
1081 1215
SFBc (EF101912) CTTGTTTTAAGAAATTTATGGTAGTTTTGTAATTTCTAAGAAGTTAAAGCCTTTITGTTATATTGTAAATGGGT TTTGGGTGTGTTTATAAAGTTCATTTCATATAGGGTATTTTTATAATTTGGGTCTTCATAT
SFBS (EF053404)
Difference kKRR K KRR KK KKK Kk KRRk KRRk Kk kR Rk KRk KRk KRk kK KR kKK KK KR K
1216 HVa HVb 1350
SFBc (EF101912) TGGGTATATTAGTAAATCTCCCTTTTAT]TATCCTCCGGATTATTATTATTGTACAACAGGGATTAGTATGGATAACAAAATCTTAATGCTAAGAGTAGATGACATTAGAGGCATAAGAAATCTGGATTTATGTG
SFB8 (EF053404) TATCCTCCGGATTATTATTATTGTACAACAGGGATTAGTATGGATAACAAAATCTTAATGCTAAGAGTAGATGACATTAGAGGCATAAGAAATCTGGATTTATGIG
Y P P D Y Y Y C T G I S M D N K I M L RV DD I R G I R N L L C
Difference .
1351 1464
SFBc (EF101912) ATTACGAATCCAACCAAGTTCTTGAAACAGGAATTGAGT TGGCCACCATGARATATGGCGAAATCGAATTCTTGT TTTCAATTACT TACGTAGAAAGT TTGGTTTTACTCAATA
SFBS (EF053404)  ATTACGAATCCAACCAAGTTCTTGAAACAGGAATTGAGTTGGCCACCATGAAATATGGCGAAATCGAATTCTTGTTTTCAATTACTTACGTAGAAAGITTGGTTTTACTCAATA

DY E SNOQVLETSGTIETZLATMEKSYGETIETFTLTFSTITJYVESTLVILLN
Difference

AprSFB-R

23. abra. A ‘Ceglédi 6rias’ és ‘Pannodnia’ fajtakbol izolalt részleges SFBc- és SFBg-allélok
nukleotid- és aminosav-sorrendjének 0sszehasonlitdsa. Egy 358 bp hosszisdgu inszercid az
SFBc-allélban abnormadlis helyzetli stopkodont eredményez (fekete hiromszog) a 887-es
nukleotidndl. A 24. dbra mintdiban hasznalt AprSFB-F/R primerek kotodési helyét nyilak
jelzik. A kiilonbségeket a nukleotidszekvencidkban csillaggal, az aminosav-
szekvencidkban aldhuzassal jeloltiik. Az SFBg-allélban szaggatott vonal mutatja az SFBc-
allél inszercidjanak pozicigjat. A keretek az Ikeda és mts. (2004a) nyoméan meghatarozott
F-box és (hiper)variabilis régidkat (V1, V2, HVa és HVb) jelolik.
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5.4. F-box gén alapu S-genotipus-meghatarozas

Az AprSFB-F1/R primerparral az SFBc-allél minden mds SFB-alléltl jol
elkiilonithetd a 358 bp hosszi inszercié miatt. Igy ezen primerek hasznalatéval lehetéség
nyilik az Sc-haplotipus markerezésére. Az inszerci6é nélkiili SFB-allélok (SFB;-y0) hossza
nem mutat olyan mértékli polimorfizmust, hogy azt agarézgélen detektdlni tudjuk, igy
mindegyikbdl kozel azonos méretli fragmentum amplifikdlédik. A kordbbi vizsgdlataink
sordn, ha az S-RN-dz gén 1. és 2. intronrégidja alapjan csak egy, az Sg- vagy Sc-RN-dz
méretére jellemzd fragmentumot sikeriilt amplifikdlnunk, a fajta pontos S-genotipusa nem
volt meghatarozhat6. Az AprSFB-F1/R primerparral azonban az is kimutathatova valt,
hogy az adott fajta homo- vagy heterozigéta az S-16kuszban. E primerekkel mintegy 32
ismeretlen genotipusi vagy vitatott termékenyiilésli fajta pontos S-genotipusdt tudtuk

meghatarozni (24. abra), melyeket a kordbbi vizsgdlatainkkal nem sikeriilt jellemezni.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
3000 — s . TR , . 3 T

2500 — b i o S 1
2000 — o A ;
oo sl iﬁﬂ"'llﬂ 'l
1000 — e g
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24. abra. Kajszifajtdk PCR-analizise az SFB-gént amplifikdl6 AprSFB-F1 és AprSFB-R
konszenzus primerekkel. M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Harmat’, 2. ‘Konzervnij Pozdnij’,
3. ‘Mamaia’, 4. ‘Mandulakajszi’, 5. ‘Marculesti 5/5°, 6. ‘Ananasznij cjurpinszkij’,
7. ‘Csacsanszko zlato’, 8. ‘Crvena ungarska’, 9. ‘Darunek malahojeva’, 10. ‘Effekt’,
11. ‘Krimszkij Amur’, 12. ‘Paszinok’, 13. ‘Pisana’, 14. ‘Sirena’, 15. ‘Kaszna ungarska’,
16. ‘Nyujté Ferenc emléke’, 17. ‘Paksi magyarkajszi’, 18. ‘Roxana’, 19. ‘Nyikitszkij’,
20. ‘NJA-8’, 21. ‘Sulmona’, 22. ‘Venus’, 23. ‘Zaposzdolje’, 24. ‘Rézsakajszi C.1406°,
25. ‘Ceglédi kedves’, 26. ‘Pannénia’, 27. ‘Magyarkajszi C. 235°, 28. ‘Andornaktilyai
magyarkajszi’, 29. ‘Rakovszky’, 30. ‘Nagygylimolcsii magyarkajszi’, 31. ‘Borsi-féle kései
rézsa’, 32. ‘Ceglédi orias’, 33. ‘Ligeti 6rids’, 34. ‘Krimszkij Medunec’, 35. ‘Ceglédi
arany’.

Az SFB-gén alapi PCR-analizissel azonosithaté volt a kodzép-eurdpai régidban
meghatarozo jelentdségli Magyarkajszi fajtakorbe tartozé fajtdk S-genotipusa. A fajtakor
Magyarorszagrdl, Ukrajndbdl, Szerbidbdl, Macedéniabdl, Bulgédridbol és Romdnidbol

szarmaz0 fajtdinak genotipusa egyardnt ScSs-nak adddott. Az Sg-allél a madsik jelentOs
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magyar fajtakor, az Orids fajtacsoport valamennyi fajtdjabél is kimutathaté volt. Erdekes,
hogy mig a magyar kajszifajtak kozott az Sg-allél viszonylag gyakran fordult eld, a
Magyarkajszi fajtakoron kiviil csak két ukran és egy olasz fajtabol volt kimutathaté.

10. tablazat. Néhany kajszifajta és -hibrid termékenyiilési fenotipusanak vizsgélata
geitonogadm Onbeporzdssal (Szigetcsép, 2006).

Fajta Osszes megporzott Osszes kotédott Osszes kotédott
virag (db) termés (db) termés (%)
Krimszkij Medunec 295 8 2,7
Mo604 327 48 14,7
Korai piros 269 101 37,5
Harmat 277 12 4,3
Korai zamatos 259 9 3,5
NJA 8 141 17 12,1

Osszesen 55 fajta S-genotipusdt hatdroztuk meg, melyeket egy Osszefoglald
tdblazatba gyjtottiikk, az eredményeket szolgaltaté vizsgilati mddszereket is feltiintetve
(11. tablazat). A fehérje- és DNS-alapu analiziseket néhdny fajta esetében szabadfoldi
vizsgalatokkal is kiegészitettiik. Az ontermékenyiilési képességet hat fajtandl geitonogam
megporzassal ellendriztiik (10. tdblazat). A Viti és mts. (1997) éltal megadott 5 %
hatarérték alatti gylimolcskotddést tekintettiik onmeddd genotipusnak. Az ontermékenyitett
‘M604” (14,7 %), a ‘Korai piros’ (37,5 %) és az ‘NJA 8 (12,1 %) terméskotddése is
meghaladta ezt a kiiszobértéket, mig a ‘Krimszkij Medunec’ (2,7 %), a ‘Harmat’ (4,3 %) és
a ‘Korai zamatos’ (3,5 %) fajtaknal 5 % alatti kotodést kaptunk. A ‘Korai piros’ (ScS»0) X
‘Ceglédi orids’ (SsS9) keresztezés sordan 128 megporzott virdgbdl 39 gyiimoles kotddott,
ami 30,5 %-os kotddési ardnyt jelent. Ha a ‘Korai piros’ is So-allélt tartalmazott volna,
ahogyan azt az RN-4z 2. intronrégiojat amplifikdldé PCR-vizsgdlat eredményei alapjan
feltételeztiik (14. dbra), az adott kombinéacié inkompatibilis lett volna.

A vizsgélt fajtdk koziil 14 6nmedddnek, 41 ontermékenyiilonek, ez utébbiak koziil 11
fajta homozigéta genotipustnak (ScSc) bizonyult. A vizsgalt 55 fajta koziil az Sg-allél 19,
az S»-allél 12, az S;-allél 4, az Sy-allél 4, az S3-allél 3, az Sio-, S11- és Syo-allélok 2-2, az
S12- és Si4.19-allélok egy—egy fajtdban fordultak eld.
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11. tablazat. A vizsgalt kajszifajtdk S-genotipusa, az annak meghatdrozasara hasznalt
modszerek €s a fajtdk termékenyiilési fenotipusa

Fajta Az S-genotipus S-genotipus | Termékenyiilés®
meghatarozasanak
modszere

Auréra R1,R2 Sy7- Onmeddé
Ananasznij cjurpinszkij R1, FB ScSc Ontermékenyiil6
Andornaktédlyai magyarkajszi R1,R2, FB ScSs Ontermékenyiilé
Antonio Errani R1,R2, FB S184 Onmeddé
Bayoto R1,R2, FB ScSs Ontermékenyiilé
Bergeron N, R1, R2 ScSs Ontermékenyiilé
Borsi-féle kései rézsa R2, FB ScSc Ontermékenyiil§
Budapest R1,R2 ScSs Ontermékenyiilé
Csacsanszko zlato R1, FB ScSs Ontermékenyiilé
Ceglédi arany R1,R2, FB ScSo Ontermékenyiilé
Ceglédi biborkajszi R1,R2, FB ScSo Ontermékenyiil§
Ceglédi kedves R1, R2, FB ScSc Ontermékenyﬁlé
Ceglédi 6rids N, R1,R2, FB SsS9 Onmeddé
Ceglédi Piroska R1,R2 SgSa0 Onmeddd
Crvena ungarska R1, R2, FB ScSg Ontermékenyﬁlé
Darunek malahojeva R1, FB ScSs f)ntermékenyiilii
Effekt R1, FB ScSg (")ntermékenyiil('i
GoOnci magyarkajszi N, R1, R2, FB ScSs Ontermékenyﬁlé
Harmat N, R1,R2, Sz S10S11 Onmeddé
Kecs-psar N, R1,R2 S15S13 Onmeddé
Konzervnij Pozdnij N, R1, R2, FB ScS, Ontermékenyﬁlé
Korai piros R1,R2, Sz ScSao Ontermékenyiilé
Korai zamatos N, RI1,R2, Sz S12813 Onmeddé
Kaszna ungarska R1,R2, FB ScSs Ontermékenyiilé
Krimszkij Amur R1, FB ScSs Ontermékenyiilé
Krimszkij Medunec N, R1, FB, Sz Ss— Onmeddd
Ligeti Orias N, R1,R2, FB SsS9 Onmeddd
Magyar kajszi C. 235 FB ScSs Ontermékenyiil6
Mamaia N, R1, R2, FB ScSs Ontermékenyiilé
Mandulakajszi N, R1,R2, FB ScSom’ f)ntermékenyiilii
Marculesti 5/5 (szin. Callatis) N, R1, FB ScSs (")ntermékenyiil('i
Mari de Cenad N, R1, R2 ScSio Ontermékenyiilé
Modesto N, R1 ScS13 Ontermékenyiilé
Morden 604 N, R1, R2, FB, Sz Sy- Ontermékenyiilé
Nagygylimolcsii magyarkajszi R2, FB ScSs Ontermékenyiil§
Ninfa R1, R2, FB 1S, Onmeddé
Nyikitszkij N, R1, R2, FB ScSs Ontermékenyiil6
NJA-8 N, R1,R2, FB, Sz ScSc (")ntermékenyiil('i
Nyujt6 Ferenc emléke R1, R2, FB ScSc Ontermékenyﬁlé
Paksi magyarkajszi R2, FB ScSs Ontermékenyiil6
Pannédnia R1, R2, FB ScSe Ontermékenyiilé
Pasinok R1, FB ScSc Ontermékenyiilé
Pisana R1, FB ScSs Ontermékenyiilé
Priboto R1,R2, FB S1S, Onmeddé
Rakovszky R1,R2, FB ScS, Ontermékenyiilé
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Fajta Az S-genotipus S-genotipus | Termékenyiilés
meghatarozasanak
modszere

Roxana R1,R2, FB ScS, f)ntermékenyiilii
Rézsakajszi C.1406 R2, FB ScSc Ontermékenyﬁlé
Sirena R1, FB ScSe Ontermékenyiilé
Sulmona N, R1, FB ScSc (")ntermékenyiilﬁ
Toyuda R1, R2 ScS» Ontermékenyiilé
T-8 N, R1, R2 S13514 Onmeddé
Venus N, R1,R2, FB ScSs Ontermékenyiilé
Voszki N, R1,R2 S11513 Onmeddé
Zaposzdolje N, R1, FB ScSc Ontermékenyiilé
Zard N, R1,R2, FB S16- Onmeddé

‘R1: az S-RN-dz gén 1. intronrégiéjanak PCR-vizsgdlata; R2: az S-RN-dz gén 2.

intronrégidjanak PCR-vizsgalata; FB: az F-box gén PCR-analizise; N: nem egyensulyi

izoelektromos fokuszéalds (NEpHGE); Sz: szabadfoldi ontermékenyités

PAz S»- és Syy-allélok funkciondlis kiillonbozdségének igazoldsa tovabbi vizsgélatokat
igényel

‘A félkovér betiivel szedett termékenyiilési fenotipus tisztdzdsa vagy igazoldsa
vizsgalataink eredménye

— Olyan allél, amelynek meghatarozéasa egyik mddszerrel sem volt eredményes

5.5. Az S-allélok szerkezete és filogenetikai vizsgalata

Hét S-RN-az allél (Sc; Ss; So; S11; S13; Sis; S16) cDNS-Et, tovabba hat allél (S¢; Ss; So;
S11; S13; S20) elsO intronrégidjét, illetve nyolc allél (So; Si0; Si2; Siz; Sis; Si7; Sis; Sa0)
masodik intronrégidjat klonoztuk, majd megszekvenaltuk (2. Melléklet). A DNS-
szekvencidkat benydjtottuk a National Center for Biotechnology Information (NCBI)
GenBank nemzetkozi adatbazisba, ahol a kovetkez6 azonosité szamok alatt talalhatok
meg: EF101909, DQ269996; EF101910, DQ269997; DQ269998; DQ269995; DQ269999;
DQ270001; DQ270000; EF173402; DQ386735; EF101911, EF101905, EF101906,
EF101907, EF101908, EF053410; EF053409; EF053408; EF173398; EF173399;
EF173400; EF173401; EF053405; EF053407; EF053404; EF053403, EF101912.

Ezenkiviil mindegyik allél fragmentumhossz-analizise és gélelektroforézise alapjan
meghatdroztuk a tizenhdrom Ujonnan izoldlt és azonositott allél, valamint az
ontermékenyiilés kialakitdsdban meghatdrozé jelentéségii Sc-RN-az allél szerkezetét (25.
abra). Azoknak az intronoknak a hosszat (bp), ahol nem 4llt rendelkezésiinkre pontos
szekvenciaadat, az amplifikalt fragmentumok és az ismert exonok mérete alapjan becsiiltiik
meg. Az elsd intron hosszdnak variabilitdsa (110 és ~320 bp kozott) joval kisebb mértékdl,
mint a masodik introné (118-2680 bp). Az egyes allélokban az elsd intron kisebb méreti,
mint a masodik, ami aldl csak az Sj> (~170 bp és 169 bp) és az S;3-RN-az allél (~230 bp és
118 bp) képez kivételt.
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25. abra. Az Sgy0- €s Sc-RN-az allélok szerkezete. Az iires téglalapok az exonokat, a
vonalak az elsé €s masodik intronokat jelolik. A DNS-szekvencia alapjan meghatarozott
intronhosszakat folyamatos, a becsiilt intronhosszakat szaggatott vonalak mutatjék (bp).

A hét S-RN-4z allél cDNS-bOl szdrmazé aminosav-szekvencidit Osszevetve a
nemzetkozi adatbdzisokban hozzaférhetd mas Prunus, Malus és Pyrus fajokbdl izolalt S-
RN-4z aminosav-szekvencidkkal filogenetikai analizist végeztiink (26. dbra). A
csoportatlag eljards (UPGMA) alapjan késziilt dendrogramon a Rhizopus gombébdl izolalt
T,-tipust RN-4z a csoporton kiviili kontroll. A Maloideae alcsalad (Malus és Pyrus fajok)
S-RN-4z alléljai jol elkiiloniilnek a Prunoideae fajok S-ribonukledz enzimeitél. A
Prunusok kozott a manduldbdl és cseresznyébdl szarmazd, az S-RN-dzokhoz hasonld
szerkezetll, de nem a termékenyiilési folyamatokban szerepet jatszo, nem S-specifikus RN-
az enzimek (PDI1, PD2 és PA1 ,,S-like RNase”) szekvencidi jol elkiiloniilnek a csonthéjas
fajok S-RN-az alléljaitol.

A Prunus fajokbdl izolélt allélok nem alkotnak monofiletikus csoportot: az egy
fajhoz tartoz6 allélok nem keriiltek egymds mellé a kladogramon. A P. armeniaca allélok
egyes cseresznye, P. pseudocerasus, japankajszi vagy mandula S-RN-4azokkal mutatjak a
legnagyobb mértéki homoldgiat, igy a kajsziszekvencidk sem alkotnak elhatérolt,
fajspecifikus csoportot. A bootstrap-analizis eredménye szerint a legszorosabb kapcsolat a
kajszi Sy; és japankajszi St (100 %), kajszi Sis és P. pseudocerasus S; (100 %), illetve a

kajszi S és cseresznye S,-RN-dzok kozott volt kimutathato.
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26. abra. A Rosaceae csaladbdl szarmazé S-RN-az allélok aminosav-szekvencidn alapuld
filogenetikai analizise csoportatlag eljards (UPGMA) alapjan. A néduszoknél feltiintetett
bootstrap-értékek az 50 %-ndl nagyobb tdmogatottsdgi csoportokat jeloli. Az allélok neve
mellett a szekvencidk nemzetkozi adatbazisbeli (NCBI) azonositoszama lathaté. Parm:
Prunus armeniaca; Pav: Prunus avium; Pdul: Prunus dulcis; Psal: Prunus salicina, Ppse:
Prunus pseudocerasus; Pmum: Prunus mume; Pweb: Prunus webbii, Mdom: Malus x
domestica; Mtran: Malus transitoria; Ppyr: Pyrus pyrifolia, Pbret: Pyrus X bretschneideri,
Rniv: Rhizopus niveus.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. S-genotipus meghatarozasa izoelektromos fokuszalassal

A termékenyiilési viszonyokat irdnyité S-genotipusok megismerésében McClure és
mts. (1989) 1j dimenzidkat nyitottak, amikor igazoltdk, hogy a bibe—pollen kozott
lejatszodd sajat/idegen felismerési reakcié a bibeszdlban kifejez6d6 ribonukledz
enzimekhez kotddik. A kiillonbozd allélvaltozatok dltal kodolt ribonukledz enzimek mérete
kozel azonos, de a reakcié specificitisa kovetkeztében aminosav-szekvencidjuk
sziikségszerlien kiilonbozik egymdstdl kisebb-nagyobb mértékben. Ez alapjan ezek az
izoenzimek izoelektromos fokuszdldssal j6 eséllyel szétvalaszthatok egymdstol.
Termesztett gyiimolcsfak koziil elsd izben japankorte esetében szamoltak be ilyen
kisérletekr6l Sassa és mts. (1992), akik igazoltdk, hogy az S-RN-dzok alkalikus
izoelektromos  pontd  fehérjék. Az  izoelektromos  fokuszdldsi  protokollok
tovabbfejlesztésével Boskovi¢ és Tobutt (1996) a cseresznye S-genotipusok és a fajtak
zimogramja kozott egyértelmi korrelaciot hatdroztak meg.

Kisérleteinket a kajszi esetében legmegfelelébb izoelektromos fokuszaldsi protokoll
kidolgozaséaval kezdtilk meg. Eredményeink szerint a leghatékonyabb szétvélast az 1750—
1975 Vh koriili érték esetén kaptuk, ami nem bizonyult elegenddnek ahhoz, hogy a
fehérjék elérjék izoelektromos pontjukat. Ez a technika tehdt nem egyensilyi
izoelektromos fokuszédlasnak (NEpHGE = non-equilibrium pH gradient electrofocusing)
tekinthetd (O’Farrell és mts., 1977), amit korabban sikeresen alkalmaztak alma (BoSkovic
és Tobutt, 1999), mandula (Boskovi¢ és mits., 1997b; 2003), cseresznye (BoSkovi¢ és
Tobutt, 2001) és kajszi (Burgos €és mts., 1998) esetében is.

A NEpHGE-vizsgélatokkal négy (S|, S2, S4 és Sc) kordbban leirt (Burgos és mits.,
1998) illetve kilenc 1j (Ss—Si6) S-allélhoz kotédo ribonukledz izoenzimet mutattunk ki. A
levélkivonatokban a vizsgalt pH-tartomanyokban nem volt kimutathatdé RN-dz aktivitas,
vagyis a bibeszalakbol késziilt kivonatok alkalikus RN-4z enzimjei szovetspecifikusak, ami
szintén a termékenyiilési folyamatokban jatszott szerepiikre utal. A mas novényfajok, pl.
japankorte €s cseresznye bibekivonatokbdl kimutatott, nem polimorf RN-4z savok (Sassa
és mts., 1992; Boskovi¢ és Tobutt, 1996) kajszindl nem voltak megfigyelhetok. A legtobb
fajta két, egymdstdl elkiiloniilt izoenzimet mutatott, vagyis a vizsgélt genotipusok
heterozigdtdk voltak, ahogyan az a gametofitikus inkompatibilitdsi rendszer miikodése
mellett varhat6. A NEpHGE-vizsgélatok sordn 27 fajta koziil 3 fajtandl egy harmadik,
kisebb aktivitdsi RN-4z izoenzim jelenléte is kimutathat6 volt, melyeket nem S-specifikus

izoenzimeknek tekintettiink. Ezek az aspecifikus savok az S-16kuszon kiviil kodolt, egyéb
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fiziologiai funkcioval rendelkezd ribonukledz enzimeket reprezentéljak, vagy kiilonbozé
poszttranszlaciés modosuldsok kovetkeztében alakulnak ki; de az sem kizarhato, hogy az
enzimkivonatokban lejatsz6dé degraddcids folyamatok hatdsdra jelennek meg. Ehhez
hasonl6 jelenséget irtak le Boskovi¢ és mts. (1997b) hosszan tarolt mandula bibekivonatok
esetében. Az Ss- és Sg-allélokat hordoz6 spanyol és észak-amerikai fajtdk nem voltak
hozzaférhetdk, de ezek és az 4dltalunk azonositott allélok kiillonbozdsége késObb kétséget
kizaréan igazolddott (Sutherland és mts., 2004a; Vilanova és mts., 2005).

A ‘Ceglédi 6rids’ és ‘Ligeti 6rids’ azonos S-genotipussal rendelkezik (SsS9). E fajtak
régéta ismert onmedddségét és kolcsonds inkompatibilitdsat kordbban a kedvezotlen
1ddjaras hatdsara képzddod életképtelen pollenekkel magyardztidk (Nyujté és mts., 1985).
Eredményeink feltartdk a jelenség valodi genetikai hétterét, és aldtdmasztjdk a kajszi
esetében szabadfoldi beporzasi kisérletek altal leirt inter-inkompatibilitasi csoport 1étezését
(Szabd és Nyéki, 1991). A fajtdk azonos S-alléljai k6zos szdrmazdsra utalhatnak, amit a
mikroszatellit vizsgalatok is aldtdmasztanak (Romero és mts., 2003; Maghuly és mits.,
2005). Kajszi esetében kordbban két inter-inkompatibilitdsi csoportot irtak le. Az észak-
amerikai ‘Lambertin-1°, ‘Goldrich’ és ‘Hargrand’ fajtak tartoznak az I. csoportba, melyek
genotipusa S;5, (Egea és Burgos, 1996). A magyar Orids fajtacsoport tagjai 4ltal alkotott
IL. csoportot jollehet kordbban irtdk le, mint az 1. csoportot (Nyujté és mits., 1985), ezek
genotipusa (S3S9) csak munkédnk révén valt ismertté.

Az ontermékenyiild ‘Gonci magyarkajszi’, ‘Venus’, ‘Sulmona’, ‘Nyikitszkij’, ‘Mari
de Cenad’ és ‘Marculesti 5/5° esetében a NEpHGE-vizsgélatok egyetlen kozos izoenzimet
mutattak ki. Ez utalhat arra, hogy e fajtdk mindegyike homozigdta az Sc-allélra nézve,
vagy az alkalmazott vizsgédlati paraméterekkel nem sikeriilt szétvalasztani a két kiilonbozd
allél altal kédolt S-RN-az fehérjét. A ‘Marculesti 5/5° termékenyiilési jellegét pollentomld
vizsgalattal nem lehetett egyértelmiien megéllapitani (Burgos és mts., 1997a), de
gylimoleskdtodése magyar €s romén iiltetvényekben tobb éven at 10 % felett volt, ami
ontermékenyiilési képességét valdszinlisiti (Cociu, 1993; Szabd €s mts., 1999).

Az ontermékenyiilé ‘Bergeron’, ‘Mandulakajszi’, ‘Mamaia’ és ‘Konzervnij Pozdnij’
kiilonbozé orszagok kiilonféle nemesitési programjaibdl szarmaznak. Az S-l6kuszra
mindegyik heterozigétanak bizonyult. A ‘Mandulakajszi’ fajtdt mar régota részlegesen
ontermékenyiiloként jegyzik, mivel a gyiimolcskotddési vizsgélatok geitonogdmia esetén
mindig alacsonyabb értékeket adtak, mint mds Ontermékenyiilé fajtdknal, ugyanakkor
terméskotodésiik meghaladta az 6nmeddd fajtdkét. Eredményeink kétséget kizardan
igazoltdk, hogy a ‘Mandulakajszi’ hordozza az Ontermékenyiilést biztosité Sc-haplotipust.

A viszonylag rossz terméskotddést az abnormalis virdgfejlodés kovetkeztében kialakuld,
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fejletlen termdjii virdgok okozhatjdk. A hidnyos vagy fejletlen termdji virdgok ardnya
néhany évben 70 %-nal is magasabbnak bizonyult (Surdnyi és Molnar, 1981).

A ‘Harmat’ (S10511) és ‘Korai zamatos’ (512513) korai érésii fajtdk. A koraisag forrdsa
kozép-azsiai genotipusoktdl szarmazik (Pedryc, 1996), igy az onmedddséget kialakitod
alléljaikat is ebbdl a génforrdsbdl orokolték. A ‘Korai zamatos’ Si3-allélja megtaldlhatd
még a T-8 hibridben, valamint a ‘Modesto’ €s ‘Voszki’ fajtdkban. Ennek oka lehet, hogy a
‘Korai zamatos’ és T-8 genotipusok nemesitése a BCE Genetika és Novénynemesités
Tanszékének ‘Modesto’ és ‘Voszki’ fajtdkat is magaban foglald szigetcsépi iiltetvényében
tortént, igy nem kizart, hogy a ‘Jubilar’ illetve ‘Salah’ szabad megporzasabodl keletkezett
genotipusok pedigréjében a ‘Modesto’ és ‘Voszki’ fajtdk is szerepelnek. Hasonld
magyardzata lehet a ‘Harmat’ és a ‘Voszki’ k6z0s S;;-alléljanak, mely allél a tobbi vizsgalt
fajtdban nem volt jelen. A ‘Harmat’ és a ‘“Voszki’ kozos allélja jol tiikrozi, hogy mindkettd
ormény genetikai vonalbdl szarmazik (Pedryc, 1996). A ‘Voszki’ ugyan ukran fajta, de a
‘Sateni’ szabad megporzdsbdl eredd magonca, mely az irano-kaukdzusi Okofoldrajzi
kajszicsoportba tartozik (Mehlenbacher és mts., 1991).

A ‘Zard’, ‘Auréra’ és ‘Kecs-psar’ a NEpHGE II fékuszaldsi koriilmények kozott
egyetlen intenziv RN-4z sdvot mutatott. Az ‘Aurdra’ bizonyitottan 6nmeddd (Burgos és
mts., 1997a), de kozép-dzsiai szdrmazasuk kovetkeztében feltételezhetéen a ‘Zard’ és a
‘Kecs-psdar’ is az (Mehlenbacher és mts., 1991). Ez alapjan nem lehetnek homozigétak az
S-16kuszra. Burgos és mts. (1998) a ‘Gitano’ fajtandl szintén csak egy intenziv RN-dz
savot detektdltak, és nem taldltak megfelel6 Ampholine-kombinaciét az alléltermékek
szétvélasztasdra. Az éltalunk kifejlesztett NEpHGE III protokoll sikeres szétvalast
eredményezett a ‘Kecs-psir’ esetében, melynek genotipusa S1557, mig a ‘Zard’ fajtardl
igazolddott, hogy az Sjs-allélt hordozza. Az ‘Auréra’ genotipusdnak megallapitdsa csak
részben volt sikeres, egyik alléljat Sx-ként jeloltiik. Ez feltehetéen azonos az S;-alléllal,
kiilonosen annak tiikrében, hogy az S| nagyon gyakori az észak-amerikai fajtdk korében
(Burgos és mts., 1998), de ennek igazoldsdhoz tovédbbi vizsgéilatok sziikségesek.

A NEpHGE sordn alkalmazott 1750-1975 Vh helyett az egyes S-RN-4zok
izoelektromos pontjdnak meghatdrozdsahoz 2450 Vh-t haszndltunk, mely érték mar
elegendOnek bizonyult ahhoz, hogy a fehérjék a pH-gradiens gélben elérjék izoelektromos
pontjukat. Erdekes médon, két esetben a kiilonbozé allélok 4ltal kédolt S-RN-dz
izoenzimek (S4 és Sio, illetve S13 és Sx) azonos izoelektromos pontot mutattak. Ennek oka
lehet elméletileg, hogy a két izoenzimet azonos mennyiségli és mindségli aminosav alkotja,
az allélok kozti kiilonbség pusztin ezek sorrendjében jelentkezik. Miutin az S-

ribonukledzok glikoproteinek (Anderson és mts., 1986), az sem zdrhat6 ki, hogy a fehérjék
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kozti toltéskiilonbséget a szénhidratlaincok heterogenitisa kompenzédlja. Ezek az
oldalldncok ugyanis jelentds mértékben befolyasolhatjak az Osszetett fehérjék nettd toltését
(Westermeier, 1993), amit el0szor Nicotiana alata esetében Woodward és mts. (1992),
japankorte esetében Ishimizu és mts. (1996) igazoltak reverz fazisi HPLC-s elvélasztast
kovetd tomegspektrometrids vizsgalattal. Késobb Van Nerum és mts. (2001) kimutattdk,
hogy az alma S»- és $,5-RN-4z enzimét kédol6 allélok DNS-szekvencidja azonos, holott
ezek fehérjetermékének izoelektromos pontja kozott 1,35 pH-értékbeli kiilonbséget
hatdroztak meg izoelektromos fékuszdldssal (BoSkovi¢ és Tobutt, 1996). Ennek alapjan
foltételezték, hogy a két allél szénhidratlancdban jelentds eltérés lehet.

Hasonl6 jelenségre a kajszi S-RN-4z enzimek szerkezetében is szdmitani lehet. Négy
kajszi S-RN-4z teljes DNS-szekvencidja ismert: S, S2, S4 (Romero és mts., 2004) és Sc
(Vilanova és mts., 2006). A DNS-szekvencidbdl kovetkeztetett aminosav-szekvenciakra
kiszamithat6 izoelektromos pontok (Toldo és Kindler, 1999) és az dltalunk izoelektromos
fokuszalast kovetden gélbol meghatarozott értékek kozotti kiilonbség izoenzimenként igen
eltéronek bizonyult. A legkisebb kiilonbség az S4-RN-4z esetében 0,055 pH egység volt,
ezzel szemben a legnagyobb eltérés (0,751 pH) az S, esetében mutatkozott. Az aminosav-
szekvencidbdl szamitott izoelektromos pont mind a négy vizsgdlt izoenzimnél 9,31 és 9,55
kozotti értéknek adddott, mig ugyanezen RN-dzok esetében gélbdl meghatdrozva 9,22 és
10,06 kozotti pl-értékeket kaptunk. Mindez alatamasztja, hogy az egyes S-RN-dz
izoenzimek szénhidratlancaiban jelentés mértékli eltérés lehet, tovibbd megmagyarizza,
miért alkalmazhat6 sikeresen a NEpHGE-technika S-genotipusok meghatarozasara.

Az altalunk kidolgozott NEpHGE I-1II protokollok segitségével dsszesen 12 fajta

teljes €s 11 fajta részleges S-genotipusat tudtuk meghatédrozni.

6.2. S-RN-az gén alapi, DNS-szintii genotipus-meghatarozas

A ribonukledz izoenzimek szétvélasztdsdn és kimutatdsédn alapulé moddszer legfobb
hatranya, hogy a vizsgdlatokhoz generativ allapoti novényekre van sziikség, amit a fak
csak a 3—4 év hosszu juvenilis idOszak utdn érnek el. Amennyiben a vegetativ szovetekbdl
kivonhat6 DNS alapjan is meghatarozhat6 lenne az S-genotipus, az a kajszinemesitési
programokban értékes 1dot és koltséget takaritana meg a 1étrehozott hibridpopulacidk korai
szelekcidja révén.

A csonthéjas gyiimolcsfdk S-l6kuszaban taldlhaté ribonukledz gén két intront
tartalmaz. Tao és mts. (1999) hdrom cseresznyeallél cDNS-ének szekvencidjat
meghatdrozva a szignalpeptid, a C2 és az RC4 konzervativ régidkra tervezett primerekkel

ot kiilonbozo allélt tudtak sikeresen megkiilonboztetni. Az allélok elkiilonitésére hasznalt
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megkozelités alapja, hogy az intronokat jelentds mértékii méretpolimorfizmus jellemzi,
mig a kornyezd exonrégiok (jelen esetben az RN-4z enzimaktivitdsdhoz nélkiilozhetetlen
régiok) szekvencidja konzervativ (Kiss €s Endre, 1999). Ezekre a régidkra tobbféle primert
terveztek, melyeket sikerrel hasznéltak cseresznye (Wiersma és mts., 2001; Sonneveld és
mts., 2003), mandula (Tamura és mts., 2000; Channuntapipat és mts., 2001; Ortega és mts.,
2005), meggy (Yamane és mts., 2001; Boskovi¢ és mts., 2006), japanszilva (Beppu és
mts., 2002; 2003), japankajszi (Tao és mts., 2002) €s kajszi (Sutherland és mits., 2004a;
Vilanova és mts., 2005) esetében.

Az S-genotipusok meghatdrozdsanak alapja, hogy a diploid fajtdk PCR-analizise
soran felszaporitott két kiilonboz6 méretii fragmentum megfeleltethetd egy-egy S-allélnak.
Vizsgalataink kezdetekor Prunus fajok PCR-analiziséhez csak a Sonneveld és mts. (2003)
altal cseresznye S-allélok szekvencidjabol tervezett primerek dlltak rendelkezésre. Az 1.
intronrégiét amplifikdlé cseresznyeprimerekkel 16 allél koziil 10, mig a 2. intronrégiét
amplifikdlokkal 11 allél volt kimutathat6. Ez a kozel 70 %-os hatékonysag jol tiikrozi,
hogy az S-ribonukledzt kédol6 DNS-szekvencidk nagymértékben konzervativak (Igic és
Kohn, 2001), kiilonosen a Prunoideae alcsaladon beliil (Ma és Oliveira, 2002).

Az S-genotipusok meghatdrozdsa sordn a kiilonbozé fajtdkban csak akkor
tekintettiink két allélt azonosnak, ha azok S-RN-dz fehérjetermékeit azonos izoelektromos
pont jellemezte, és a PCR mindkét intron esetében megegyezd eredményt adott. A vitds
esetekben szabadfoldi termékenyiilési vizsgalatot vagy DNS-szekvenalést végeztiink.

Az amplifikalt fragmentumméretek j6 Osszefiiggést mutattak a Romero és mits.
(2004) altal BAC-konyvtarbol szekvendlt 3 allél intronméreteivel. Az 1. intront és a
kornyezd rovidebb exonrégiokat kozrefogd primerpdr az Sj-allél esetén 432 bp hosszu
fragmentumot eredményezett, a szekvencia alapjan kovetkeztetett intronhossz pedig 308
bp volt. A 2. intron esetében a fragmentumméret az S;-allélnél 2393 bp, az S,-nél 1374 bp,
mig az S4-nél 544 bp volt, a megfeleld pontos intronhosszak 1976, 706 és 164 bp (Romero
és mts., 2004).

Sutherland és mts. (2004a) 22 cseresznye, mandula, japankajszi, japanszilva és
cseresznyeszilva S-RN-az allél haszndlatival olyan uj degenerdlt primerpart (EM-
PC2consFD és EM-PC3consRD) terveztek, mely szamos cseresznye- €s mandulaallélon
kiviil a kajszi S;—Se €és Sc allélok esetén is sikeres amplifikdciét adott. A C2 és C3
konzervativ régiokhoz kotddd primerek haszndlatival minden allél kimutathaté volt.
Rdaadasul, a kilenc, NEpHGE és cseresznyeprimerek alapjan azonositott allélon (Ss—Sie)
kiviil tovdbbi 4 uj allél (S17—S20) azonositdsa is lehetévé valt. Ennek oka lehet egyrészt,

hogy a degeneralt primereket tobb kiilonb6zd oligonukleotid elegye alkotja, melyek koziil
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lehet6ség nyilhat a precizebben illeszkedd primerek kotddésére. Ezenkiviil a 2. és 3.
konzervativ régidk kozotti szakaszt szaporitjdk fel, szemben a cseresznyeprimerekkel,
melyek egy hosszabb, a 2. és 5. konzervativ régiok kozotti szakaszt amplifikdljdk. Ez a
kiilonbség igen jelentds lehet a viszonylag hosszu intront tartalmazé allélok esetén. Az
EM-primerekkel a legnagyobb intront tartalmazé Sc- és Sg-allélok is kimutathaték voltak,
melyeket kordbban a cseresznyeprimerekkel nem tudtunk amplifikalni.

Hérom fajtdban (‘Beliana’, ‘Sunglo’ és ‘Zard’) csak egyetlen fragmentum
amplifikdlédott. Vilanova és mts. (2005) a ‘Moniqui’ és ‘Sunglo’ fajtdkban szintén csak
egy fragmentumot detektdltak. A jelenség, az ugynevezett preferencidlis amplifikacio,
konszenzus primerek haszndlatakor gyakran el6fordulhat, ha a primerek kot0dési helyén a
két célzott allél szekvencidja kozt eltérés van, és a primerek illeszkedése, kotddésének
lehetésége nem azonos a két allél esetén (Brace és mts., 1993).

Az intronméretek allélspecifikus variabilitdsa nemcsak a 2. intronra igaz, igy az 1.
intronrégié vizsgdlata tovdbb pontosithatja az allélok azonositdsit €s a genotipusok
meghatarozasat. Mivel azonban minden Prunus faj esetében az 1. intron hossza joval
elmarad a 2. intron hosszatdl, a méretbeli variabilitds mértéke is sokkal kisebb (Sonneveld
és mts., 2003; Ortega és mts., 2005; Vilanova és mts., 2005). A jobb felbontds érdekében a
forward primereket (SRc-F, Vilanova és mts., 2005) fluoreszcens festékkel megjeloltiik, és
a PCR-fragmentumok méretét automata szekvendtorral hatdroztuk meg, ahogyan azt
kordbban japankorte (Sawamura és mts., 2002), mandula (Ortega és mts., 2005) és
cseresznye (Sonneveld és mts., 2006) esetében is eredményesen alkalmaztik.

Vilanova és mts. (2005) szekvendldssal meghatdroztdk az 4altalunk is haszndlt
primerekkel amplifikélt fragmentumok méretét hét kajszi S-allél (S-S5, S7 és Sc) esetében.
Az Si-allélndl 400, az S>-nél 327, az S4-nél 243, az Sc-nél 353 bp hossziasagot mértek, mig
mi az S; esetében 401, az S>-nél 332, az S4,nél 244, mig az Sc-nél 355 bp hosszi
fragmentumot mutattunk ki. A futtatdsi koriilmények (pl. homérsékleti eltérések) és a
fluoreszcens festékek megvdlasztisa is befolydsolja a fragmentumoknak az automata
szekvendtor kapilldrisaiban jellemzd mobilitdsat (Delmotte és mts., 2001; Weising és mts.,
2005). Ez okozza, hogy a valésigos mérettdl 1-4 nukleotiddal nagyobb
fragmentumhosszat hatdroztunk meg, és ezért minden egyes vizsgdlatndl fontos a kontroll
mintdk haszndlata (Weising és mits., 2005; Sonneveld és mts., 2006). Az daltalunk
azonositott 4j allélok koziil 10 allél elsé intronrégidjanak mérete egyértelmiien kiilonbozik
a korabbiakt6l, harom allélhoz azonban nem tudtunk pontos méretet rendelni. Ezek
meghatdrozdsdhoz az 1. intronrégié szekvendldsa sziikséges az adott allélokat hordoz6

fajtak esetében (‘Kecs-psar’ és ‘Zard’). Az Sis- vagy Sis-allélok egyike azonos hosszusagu
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fragmentumot eredményezett, mint az S, (332 bp). Mivel az S;- és S7-allélokat is azonos
fragmentummeéret (400 bp) jellemzi (Vilanova és mts., 2005), tovabba tobb allél esetében a
masodik intronrégié mérete (pl. So €s Syp; Ss4 és Sig) is hasonld, a pontos genotipus-
meghatdrozasokhoz feltétleniil ajanlhaté mindkét intron markerezése, a cseresznye é€s
mandula esetében alkalmazott gyakorlatnak megfeleléen (Sonneveld és mts., 2003; Ortega
és mts., 2005; Sonneveld és mts., 20006).

J6 példa erre a ‘Ceglédi Piroska’ és ‘Korai piros’ fajtdkban azonositott Syp-allél esete.
Ennek agar6zgélen meghatdrozott mdasodik intronmérete az So-RN-4z intronméretével
megegyezOnek tint, hiszen az allélok szekvendldsat kovetden ezek mérete kozott
minddssze 9 bp-os kiillonbség volt kimutathaté (25. dbra). A ‘Ceglédi Piroska’
bizonyitottan onmeddé (Mady és Szalay, 2003; Szabd és mts., 2003), ennek alapjén
feltételezhetd genotipusa SsSo lenne. A fajta elvileg a ‘Ceglédi Orids’ (SsSo) X
‘Magyarkajszi C. 1789’ (feltételezhetéen ScSs) keresztezésbdl szarmazik, de ebbdl a
kombinaciobdl nem keletkezhet SsSo9 genotipusti hibrid, csak ScSs vagy ScSo, vagyis
kizarélag ontermékenyiild utdd johetne 1étre. Az 1. intronrégié PCR-analizisét elvégezve
azt tapasztaltuk, hogy az So-allélra jellemzé 203 bp-os fragmentum helyett a ‘Ceglédi
Piroskd’-ban egy 222 bp-os fragmentum taldlhaté az Sg-allélra jellemzé 355 bp-os
fragmentum mellett. Ezen allél SP-C3 régidk kozti szakaszanak DNS-szekvencidjit
meghatdroztuk, ami igazolta, hogy az allél nem azonos az So-RN-4zzal, ezért Sp-ként
jeloltiik. Rdadasul ugyanezt az allélt mutattuk ki a ‘Korai piros’ fajtdban. A ‘Korai piros’
ScSy genotipusét irdnyitott keresztezéssel is igazoltuk (10. tablazat). Ezt az allélt csak
ebben a két fajtdban tudtuk kimutatni a vizsgdlt 74, ebbdl 22 magyar fajta koziil, ami
alapjan foltételezhetjilk, hogy a ‘Ceglédi Piroska’ pedigréjében pollenadoként a
‘Magyarkajszi C. 1789’ helyett a ‘Korai piros’ szerepel, feltéve, hogy a dolgozatban nem
vizsgalt, eredeti pollenadé ‘Magyarkajszi C. 1789 klénfajta genotipusa megegyezik a
tobbi Magyarkajszi S-genotipusdval. E feltételezés bizonyitdsdhoz azonban tovédbbi
vizsgélatok sziikségesek.

Erdekes jelenségként a kordbbi vizsgilatok szerint homozigéta ScSc genotipus,
ontermékenyiild ‘Panndnia’ kajszifajta 1. intronrégiéjanak SRc-F/R primerekkel torténd
PCR-amplifikaldsa két kiilonb6zd hosszisidgi fragmentumot eredményezett. A 355 bp
méretll fragmentumhoz képest a kisebb, 336 bp-os fragmentum kozel fele mennyiségben
volt kimutathat6. Ez a 336 bp-os fragmentum minden olyan fajta esetében jelen volt, amely
az Sc- vagy Sg-allélokat hordozza. A két allélbol amplifikdlt fragmentumok DNS-
szekvencidjat meghatdrozva kideriilt, hogy a forward primer kétddési helyétdl downstream

iranyban 19 bp tdvolsagra egy hasonld szekvenciarészlet taldlhat, mely lehetdséget adhat
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a primer kotddésére. Ennek kovetkeztében jelenik meg a 336 bp-os PCR-miitermék. A
tobbi allél esetében miitermékek zavar6 hatasaval nem kellett szamolni.

A ‘Bergeron’ és ‘Konzervnij Pozdnij’ fajtdk keresztezésével nyert hibridekben
vizsgaltuk az S-allélok 6roklodését, illetve igazoltuk, hogy mindkét ontermékenyiil6 sziild
egy azonos, S, inkompatibilitasi allélt hordoz. Az utédok genotipusdnak hasaddsi ardnya a
mendeli szabdlyoknak megfeleld volt, ahogyan azt Burgos és mts. (1998) is
megéllapitottak. A keresztezés nemesitési szempontb6l sem jelentéktelen, mert mindkét
fajta kései érésti, gylimolcsiik mutatés, nagyméretli, tovabba minden hibrid biztosan
ontermékenyiild lesz. Rdadasul a hibridek fele homozigéta ScSc genotipusu, igy a
termékenyiilés szempontjabol kivalo keresztezési partnerek, mert utdédaik mindegyike
ontermékenyiild lesz fiiggetleniil att6l, hogy a keresztezési partner milyen S-genotipusd. A
‘Mandulakajszi’-bdl izoldltunk egy mutdns S,-allélt, mely RHV-régi6janak kozepén egy
nem szinonim SNP taldlhaté. Annak eldontésére, hogy ez a pontmutacié kihatdssal van-e
az allél funkcidjara, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az 1. inkompatibilitdsi csoportot tovabbi fajtdkkal bovitettiik, ugyanis a ‘Goldrich’-
hez és a ‘Hargrand’-hoz hasonléan S5, genotipustak a ‘Ninfa’ és ‘Priboto’ fajtak. Mivel a
‘Priboto’ a ‘Goldrich’ riigymutacidjaként jott 1étre, azonos S-genotipusuk nem meglepd
(12. tablazat).

Eredményeink alapjdn a két kordbban megismert inkompatibilitdsi csoport mellett
egy tovabbi, III. inkompatibilitdsi csoportot irtunk le, mely az ‘Antonio Errani’ és a

‘Harcot’ fajtdkat tartalmazza, ezek genotipusa S;S4.
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12. tablazat. Kajszifajtdk inter-inkompatibilitdsi csoportjai €s az univerzalis pollenadékat magaba foglalé ontermékenyiil6 és 6nmeddd genotipusok.
Az aldhuzott fajtak genotipusai az aldbbi forrdsmunkdkbol szarmaznak: Egea és Burgos (1996), Burgos és mts. (1998), Alburquerque és mts. (2002),
Sutherland és mts. (2004a)

Csoport Fajta S-genotipus
I. inter- Goldrich, Hargrand, Lambertin-1
inkompatibilitasi Ninfa, Priboto S5,
csoport
IL. inter- Ceglédi 6rids, Ligeti 6rids
inkompatibilitasi SsS9
csoport
III. inter- Harcot
inkompatibilitasi Antonio Errani S184
csoport

Ananasznij cjurpinszkij (ScSc); Borsi-féle kései rézsa (ScSc); Ceglédi kedves (ScSc); Currot (ScSc); Ginesta
(ScSc); NJA-8 (ScSc); Nyujté Ferenc emléke (ScSc), Palau (ScSc); Pannénia (ScSc); Pasinok (ScSc); Rézsakajszi
C.1406 (ScSc); Sirena (ScSc); Sulmona (ScSc); Zaposzdolje (ScSc)

Mauricio (ScS1); Bayoto (ScS,); Bergeron (ScS,); Budapest (ScS,); Canino (ScS,); Konzervnij Pozdnij (ScS);
Mamaia (ScS,); Mandulakajszi (ScS>m); Pepito (ScS,); Rakovszky (ScS,); Roxana (ScS,); Toyuda (ScS»)

Colorao* (ScSs); Rial Fino (ScS6); Beliana (ScS7)

- F:sopo,rt.: Andornaktalyai magyarkajszi (ScSg); Csacsanszko zlato (ScSs); Crvena ungarska (ScSs); Darunek malahojeva
univerzalis y &y J & )
pollenadék (ScSs); Effekt (ScSs); Gonci magyarkajszi (ScSs); Kaszna ungarska (ScSs); Krimszkij Amur (ScSs); Magyarkajszi

C. 235 (ScSs); Marculesti 5/5 (ScSs); Nagygyiimolcsli magyarkajszi (ScSs); Nyikitszkij (ScSs); Paksi
magyarkajszi (ScSs); Pisana (ScSg); Venus (ScSs)

Ceglédi arany (ScSy); Ceglédi biborkajszi (ScSy); Korai piros (ScSx); Mari de Cenad (ScS19); Modesto (ScSi3)
Ceglédi Piroska (SgS0), Harmat (S10S11); Kecs-psar (S15515); Korai zamatos (S51,513); Moniqui (S5,Se); Priana
(8257); Sunglo (5553); T-8 (S13814); Voszki (511513)

*A ‘Colorao’ fajtit S-genotipusa alapjan Vilanova és mts. (2005) az univerzalis pollenad6khoz soroltdk, de figyelmen kiviil hagytak, hogy a fajta
himsteril (Burgos és mts., 1998)
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Alburquerque és mts. (2002) megéllapitottdk, hogy a kajszi S-l6kuszanak
variabilitdsa a tobbi Prunus fajhoz képest korlatozott mértékill, hiszen minddssze nyolc
allélt tudtak kimutatni mediterrdn és észak-amerikai fajtdkbodl. Kiilondsen érdekessé teszi e
tényt, hogy almdban mindeziddig 29 (Broothaerts és Van Nerum, 2003; Matityahu és mts.,
2005), termesztett cseresznyefajtdkban 14 (Sonneveld és mts., 2003; Békefi és mts. 2003),
meggyfajtdkban 14 (Hauck és mts., 2002; 2006), manduldaban 29 (Ortega és mts., 2005,
2006) S-allélt irtak le. Vizsgdlataink sordn tizenhdrom uj S-allélt azonositottunk a kelet-
eurdpai €s kozép-azsiai kajszi genotipusokban, mellyel az ismert kajsziallélok szamat 21-re
noveltiik, rdaddsul kinai fajtdkban tovabbi 13 allélt azonositottunk. Eredményeink ennek
megfeleléen nem igazoltdk Alburquerque és mts. (2002) megallapitasat, annak
érvényessége mindossze az dltaluk vizsgalt amerikai €s eurdpai fajtak esetében fogadhatd
el, melyek a korlatozott mértékii fenotipusos variabilitdst mutaté eurdpai Okofoldrajzi
csoportba tartoznak (Kosztina, 1970; Mehlenbacher és mts., 1991). A hazai nemesitési
programokban kivanatos jellegek (pl. fagytlirés, korai és kései érés) kialakitasa érdekében
haszndlt 4zsiai sziildpartnerek (Pedryc, 2003) jelentdsen megnovelték az S-l6kusz
variabilitdsat.

Az S-RN-dz gén els6 és madsodik intronjanak EM-primerekkel végzett PCR-
analizisével 22 fajta teljes és 3 fajta részleges S-genotipusa volt meghatarozhat6. A PCR-
fragmentumok szekvendldsa tovabbi 5 fajta esetében segitette a genotipusok tisztdzasat.
Sok esetben azonban a genotipus csak a termékenyiilési fenotipus ismeretében volt

eldonthetd, mivel az Sc- és Sg-RN-azok intronméretei azonosak.

6.3. Az ontermékenyiilés molekularis hattere

Mint minden Rosaceae csalddba tartozé gyiimolcsta esetében, a kajszindl is érdekes
kérdés, hogy az Ontermékenyiild fajtdk hogyan alakulhattak ki, illetve, hogy az
ontermékenység hdtterében milyen molekulédris valtozdsok hiuzédnak meg. Mivel
izoenzim-vizsgélatokkal egyértelmlien kimutathaté volt, hogy a heterozigdta
ontermékenyiild fajtdk két kiilonbozd S-RN-4zzal rendelkeznek, igazolddott, hogy a
kajszindl nem az S-ribonukledz enzim aktivitdsvesztése okozta az Ontermékenyiilést,
ahogyan a japankorte és a mandula esetében (Sassa és mts., 1992; BoSkovi¢ és mits.,
1997b).

Vizsgélataink alapjan kideriilt, hogy az Sc- és Sg-RN-4z izoenzimek egyetlen
NEpHGE-protokoll alapjan sem voltak szétvalaszthatok, izoelektromos pontjuk egyardnt
9,22-nek adddott. Mindez 6nmagdban nem ad lehetdséget messzemend kovetkeztetetések

levondsara, hiszen mint lattuk, az izoelektromos pontot a szénhidrat oldalldnc is
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befolydsolhatja. Alburquerque és mts. (2002) példaul az Sc- és S7-RN-dzok esetében
megegyezd elektroforetikus mobilitdst tapasztaltak, de a késoébbi DNS-vizsgédlatok nem
igazoltak e két allél azonossdgat (Vilanova €s mts., 2005).

Az Sc- és Ss-RN-4z allélok PCR-analizise azonban arra is ravilagitott, hogy e két allél
mindkét intronrégidjanak mérete megegyezik, rdadasul az elso intronrégidk szekvencidja is
azonos volt. Miutdn az intronok nem kifejez6dd szekvenciarészletek, a funkciondlis
azonossag igazoldsdhoz nélkiilozhetetlen volt az Sc- és Sg-RN-dz allélok cDNS-
szekvencidjanak meghatarozasa a szignalpeptidtdl a C5 régidig. Ez a szakasz tartalmazza
az 5 konzervativ régié kozotti 5 varidbilis és egy hipervaridbilis régiot (Ortega és mits.,
2006).

A ‘Pannénia’ Sc- és a ‘Ceglédi 6rids’ Sg-RN-4zok minddssze egyetlen aminosavban
kiilonboztek a szigndlpeptidben, mig a hipervaridbilis régidik teljesen megegyeztek. A
‘Panndnia’ és ‘Currot’ Sc érett fehérjeterméke (a szignalpeptid nélkiil) csak 98,2 %-os
homol6gidat mutatott, de a specifikus felismeréshez nélkiilozhetetlen hipervaridbilis
régidban (Matton és mts., 1997) ezek kozott sem volt kiillonbség. Az Sc-allélt hordozé
spanyol és magyar fajtdk ontermékenyiilési képessége jelentdés mértékii (Burgos és mits.,
1997a; Nyujté és mts., 1985), vagyis feltehetden ez a 3 aminosavnyi kiillonbség nem
befolydsolja az Sc-RN-dz enzimek funkcidjat. Az Sc- és Ss-RN-dzok cDNS-ének
Osszeillesztése az Sc genomi DNS-szekvencidjaval lehetdséget adott az 1. intron méretének
(258 bp) és pozicidjanak, illetve az exonok aminosavsorrendjének pontos meghatarozasara.
Vilanova és mts. (2006) cDNS-szekvencia ismeretének hidnydban az 1. intront 260 bp
hosszuinak irtdk le, ennek kovetkeztében a C1 eldtti szakaszon helytelen aminosavsorrendet
allapitottak meg (19. abra).

Annak felmérésére, hogy az allélok szekvencidinak azonossdga vagy kiillonbozdsége
befolydsolja-e az enzimaktivitdst, a Cuatrecasas és mts. (1967) alapjan kidolgozott gyors és
egyszerti ribonukledz-aktivitds mérést hasznaltuk, kisebb mddositdsokkal. Ennek alapja,
hogy Juarez-Diaz és mts. (2006) egy tioredoxin & fehérjét izoldltak, melynek expresszidja
onmeddé dohdnyokban kozel 6-szorosa volt az ontermékenyiilokhoz viszonyitva. Igazoltak
tovabbd, hogy ez a fehérje in vitro képes az S-RN-dzok redukdldsidra. Mindez arra utalt,
hogy az RN-4z enzim stabilitdsdhoz és/vagy aktivitisdhoz bizonyos mértékben reduktiv
koriilményekre lehet sziikség. A kivondpuffert 2-merkaptoetanollal, a reakcidelegyet
ditiothreitollal kiegészitve a bibekivonatokban jol mérhet6 ribonukledz aktivitast kaptunk.

Az egyes fejlodési stddiumokban és a kiilonb6z6 S-genotipusokban jelentds
enzimaktivitas-kiilonbséget mértiink. Az aktivitds a virdgnyildst kozvetleniil megel6zden,

fehérbimbds dllapotban nagyobb volt, mint a kordbbi fizisokban, aldtimasztva, hogy a
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virdgfejlodés sordn az S-RN-4z gén expresszidja novekszik (Anderson és mts., 1986; Tao
és mts., 1999; Feng és mts., 2006). Egyez6 S-genotipusu fajtdkban kozel azonos mértékii
specifikus aktivitdst hatdroztunk meg, mig a kiilonb6zd allélokat hordozé fajtadk Osszes
RN-4z aktivitdsdban jelentds eltéréseket tapasztaltunk. A Nicotiana és Petunia
bibeszalakbdl izoldlt egyes S-RN-dz izoenzimek aktivitdsa allélonként igen eltérének
bizonyult, a kiilonbség mértéke pedig egyértelmiien Osszefiiggott az izoenzimek aminosav-
szekvencidjdban megmutatkozé eltérés mértékével (McClure és mts., 1989; Singh és mits.,
1991). A kajszi bibekivonatokban mért 0Osszes specifikus (fehérjemennyiségre
vonatkoztatott) RN-4z aktivitds a kiillonbozé S-genotipusu (legaldbb az egyik S-allél-
termékben kiilonb6z0) kajszifajtdk esetében eltérd volt. Ezzel szemben az egyezd S-
genotipusu (két azonos S-allél-terméket hordozd) fajtdkndl kozel azonos RN-4z aktivitdst
mértiink. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a Nicotiana és Petunia S-RN-dzokhoz
hasonldéan a kiilonb6z6 allélok &ltal kédolt kajszi S-RN-dzok esetében is Osszefiiggés
mutatkozik a szekvencia és enzimaktivitds kozott, bar a kisérletinkben mért Osszes
ribonukledz aktivitdis mértékét a bibekivonatok nem S-specifikus ribonukledzai is
befolyasolhattdk. Az ScSo és SsSo genotipusu bibék azonos enzimaktivitdsa mégis arra utal,
hogy az Sc-RN-azt az inkompatibilis fajtdk izoenzimjeihez hasonlé nagysdgrendi
enzimaktivitds jellemzi, tovdbba az Sc- €s Ss-RN-4zok megegyezd mértékil affinitast
mutatnak a szubsztrat Torula élesztd RNS irdnt, ami tovdbbi biokémiai bizonyitékot
szolgaltat a két allél azonossagéhoz.

Az  Sc-haplotipus pollenkomponensében  feltételezett mutacié funkciondlis
bizonyitdsara irdnyitott szabadfoldi keresztezést végeztiink. Ebben segitségiinkre volt,
hogy az Ontermékenyiilé ‘Ceglédi arany’ (ScS9) egy kozds inkompatibilitdsi allélt (So)
hordoz az onmeddd ‘Ceglédi 6rids’ (SgS9) fajtdval. Amikor a ‘Ceglédi arany’ fajtat a
‘Ceglédi oridas’ pollenjével poroztuk be, nem kaptunk gylimolcskotddést, és a
bibeszdlakban a ‘Ceglédi 6rids’ pollentdmldi az inkompatibilis pollentomldkre tipikusan
jellemzd tiineteket mutattak. A reciprok keresztezés €s a ‘Gonci magyarkajszi’ x ‘Ceglédi
orias’ keresztezés kozel 40 %-os gyiimolcskotddést eredményezett, vagyis kizarhatd, hogy
a ‘Ceglédi arany’ x ‘Ceglédi orids’ keresztezés sikertelenségét a ‘Ceglédi O6rids’
himsterilitasa, vagyis életképtelen pollenjei okoznak. Eredményeink tovdbba egyértelmiien
igazoljdk, hogy az Ontermékenyiilést okozé Sc-haplotipus az  Sg-haplotipus
pollenkomponens SFB génjében bekovetkezett mutdcié révén alakult ki, ami az SFBg-allél
funkcidvesztéséhez vezetett.

Az inkompatibilis €és kompatibilis keresztezésekbdl szarmazé gylimolesok

fejlddésében a 21. napon jelentds kiilonbség volt. A megporzott, de termékenyiilés nélkiil
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fejlodo gylimolesok egy ideig a fan maradnak, szemben a megporzatlan bibékkel, melyek a
sziromhulldst kovetden elszdradnak (Peters, 1916). A fejlodé gyiimolcsok folyamatos
nyomon kovetésével hatdroztuk meg a gylimolesk6tddési ardnyok megdllapitasdnak
optimdlis idejét (a 60. nap). A tesztkeresztezéseket két egymdst kovetd évben is
elvégeztiik, mert az id6jarasi koriilmények szintén befolydsolhatjdk a gyiimolcskotodést
(Nyujto és mts., 1985).

A P. armeniaca és P. mume F-box gén konzervativ szekvencidi alapjdn degeneralt
primereket terveztiink a Vaughan és mts. (2006) altal cseresznye esetében alkalmazott
megkozelités szerint. A ‘Ceglédi 6rids’, ‘Ceglédi arany’, €s ‘Pannénia’ fajtdkban egy vagy
két fragmentumot amplifikaltunk. A fragmentumok szekvenaldsa alapjan az SFBg és SFB(
100 %-ban azonosnak bizonyult, kivéve egy, az SFBc-ben el6forduld 358 bp méretli
inszerciot, melyet egy spanyol kutatécsoport (IVIA, Valencia) veliink egy iddben
azonositott az ontermékenyiilé ‘Currot’ fajtdban (Vilanova és mts., 2006). Az eredeti allél
(SFBg) és mutédns valtozatanak (SFBc) 0sszevetésével igazoltuk, hogy a magyar fajtdk altal
hordozott SFBc-allélban az inszerci6 helye azonos a spanyol kutatdk altal leirt pozicidval.

Az inszertalt szakasz két sz€lén a transzpozonokra jellemzd ITR (forditva ismétlédo)
szekvencidk taldlhatok. A BlastN vizsgélat (Altschul és mts., 1990) jelentds mértéki (82
%) homologiat tart fel egy Oszibarack BAC-konyvtarbeli szekvenciaval és a P. salicina S,-
RN-ézzal (77 %). Erdekes, hogy az ntermékenyiilést okozé, az S-allélok funkciévesztését
el6idéz6 spontdn mutdcidk hatterében szamos esetben ilyen transzpozonszerii szakaszok
beékelddése all. A japankajszi SFBy-alléljaban egy 6,8 kbp hosszu inszercid jart hasonld
kovetkezményekkel, melynek két hatardn egy-egy, a retrotranszpozonok LTR-
szekvencidjara (hosszu termindlis ismétlodés) emlékeztetd, 396 bp hosszu szakasz taldlhatéd
(Ushijima és mts., 2004), mig az egyik 6szibarack SFB-allélndl egy 5 bp-os inszercid
direkt ismétlddo szekvencidja utal a transzpoziciés eredetre (Tao és mts., 2007).

Az SFBg €s az OriSFBc (,.eredeti”: inszercid nélkiili) allélok csak egyetlen, az F-box
régidban taldlhaté aminosavban kiilonboztek egymadstdl, mig a ‘Pannénia’ és ‘Currot’
fajtak SFBc-alléljaba ékelddd inszercids szekvencidk kozott kétnukleotidos eltérést
mutattunk ki. Ezaltal a cseresznyénél hasznalt jelolési rendszer alapjan (S3° és S4°) a kajszi
Sc-haplotipusa val6jdban az Sg’-haplotipusnak felel meg, ahol a vessz6 a pollenkomponens
génben bekovetkezett mutdcidra utal. Az inszertadlodott szakasz legelsO tripletjénél
megtaldlhaté stop kodon hatdsdra egy funkcidképtelen F-box fehérje transzlalodik,
amelybdl hidnyoznak a specifikus felismerésért felelés HVa és HVDb hipervariabilis régiok
(Ikeda és mits., 2004a). A cseresznye Ontermékenyiilését a mutdcidés nemesités sordn

rontgensugdrzassal kezelt pollenanyasejtekbdl szdrmazd pollenszemek Orokitették at az
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utédokra (Lewis és Crowe, 1954). Az SFB,’-allélndl egy négybazisparos delécié okozta
kereteltolodds, mig az SFBs’-allélndl a teljes gén delécidja kovetkezett be (Ushijima és
mts., 2004; Sonneveld és mts., 2005).

Sonneveld és mts. (2005) a cseresznye SFB3 -allélt hordozo ‘Alex’ fajta vizsgalataval
jelentds mértékben modositottdk az Ontermékenyiilés molekuldris modelljérél alkotott
képiinket. A kordbbi modell (Ushijima és mts., 2004) szerint az SFB fehérje felelos az S-
RNa&zok poliubikvitindldsaért €s degradalasaért. Ebben az esetben azonban az SFBs’-allélt
hordozé cseresznyefajtat univerzalis inkompatibilitas jellemezné, hiszen a mutécié az SFB
génszakasz deléci6jahoz vezetett, vagyis az SFB; fehérje nem expresszdlédik a
pollentomlokben. Miutdn az SFB3’-allélt hordoz6 fajtak ezzel szemben Ontermékenyiildk,
a szerzOk hipotézise szerint nem az SFB felelos az S-RN-4zok lebontdsaért, hanem egy,
pollentomldkben miikodé 4ltalanos degraddaciés mechanizmus. Az 1) modell szerint
valamennyi S-RN-dz lebomlik a pollentomldben, kivéve azokat, melyeket a sajat vagy
genetikailag azonos allél altal kodolt SFB fehérjékkel torténd specifikus kapcsolodas
megvéd a degradaciotdl. A kajszi ontermékenyiilése ezen modell mitkddése esetében ugy
képzelhetd el, hogy a sériilt SFB¢ fehérje nem ismeri fel az Sg-RN-dzt sajatjaként, nem
képes azzal szoros, allélspecifikus kapcsolatot 1étesiteni, igy a szabadon maradt Sg-RN-
azok degraddlédnak a 26S proteaszOmdban (27. dbra). Ennek kovetkeztében a fejlodo
pollentomlok rRNS-molekulai sértetlenek maradnak, igy a fehérjeszintézis és a tomlok
novekedése, valamint a termékenyiilés genetikailag akadalytalan.

A modell értelmében az SFB az inkompatibilitdsi reakcid specificitdsat hatarozza
meg, de nem ubikvitin-ligdzként miikddik. J6llehet az SFB-ben taldlhaté F-box régié az E3
ubikvitin-ligdz enzimkomplexeknek is része lehet (Vierstra, 2003), az SFB feltételezett
ubikvitin-ligdz aktivitdsit a mai napig nem bizonyitottdk. Az 4&ltaldnos degradéacids
mechanizmus azonban feltehetéen az ubikvitin/26S proteaszéma rendszer részvételével
valosul meg, amit Qiao és mts. (2004) proteaszoOma-inhibitorokkal végzett kisérletei is
igazolnak. Sims €s Ordanic (2001) Petunia hybrida ndvénybdl izoldlt egy pollenben
kifejez0dd, RING-finger domént tartalmaz6 fehérjét, mely nem allélspecifikus médon
kapcsolddik az S-RN-dzokhoz. Szamos RING-finger domént tartalmazé fehérjérdl szintén
igazolddott, hogy az F-box fehérjékhez hasonléan szerepiik lehet az E3 ubikvitin-ligaz
komplexekben. Elképzelhetd, hogy a Prunus fajokban is 1étezik egy hasonld, eddig nem
azonositott RING-finger domént tartalmaz6 fehérje, ami az A4ltaldnos degradécids

mechanizmus megvaldsuldsaért felelds.
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A pollenkomponens SFBg-allélba ékel6dd inszercié hatdsdra a HVa és HVDb régidkat
nélkiilozo, funkcidképtelen SFBg’ fehérje nem ismeri fel sajatként a bibeszalbol belépd Sg-
RN-4zokat, igy azokkal nem képez szoros, allélspecifikus kapcsolatot. A szabadon maradt
Sg-RN-4z enzimeket a pollentomld citoplazméjdban miikodd ubikvitin/26S proteaszoma
rendszer lebontja, igy a pollen rRNS-e sértetlen marad, a fehérjeszintézis és a tomld
novekedése akaddlytalan lesz.

A ‘Ceglédi o6rias’ fajtabdl izolaltunk két nem S-16kusz-specifikus F-box fehérjét is,
melyek a Petunia SFB fehérjékkel és a Prunus SLFL fehérjékkel kicsi (kb. 25 %), a
Prunus SFB fehérjékkel nagyobb mértékii (>50 %) homol6giat mutatnak. Az F-box 1
szekvencidja 99,9 %-ban, az F-box 2 pedig 99,1 %-ban volt azonos a ‘Canino’ és
‘Goldrich’ fajtdkbol azonositott, hasonl6 fehérjékkel (Vilanova és mts., 2006). A két allél
DNS-szekvencidja kozott 98 %-os homoldgia volt kimutathatd, ami megfelel a Vilanova és
mts. (2006) altal meghatarozott értéknek. Biokémiai funkciéjuk jelenleg nem ismert, de
mindkét allél esetében mutdcié nyomait fedezték fel, ami alapjan feltételezhetd, hogy
eredeti funkcidjuk moédosult vagy elveszett. Vilanova és mts. (2006) ezek alapjan ugy
vélik, hogy a kajszi F-box 1 és 2 fehérjék nem jdtszanak szerepet az inkompatibilitdsi

reakciokban.

6.4. Az F-box gén alapu S-genotipus-meghatarozas

Az ontermékenyiil6 magoncok korai kivdlogatdsidhoz az Sc-haplotipusra specifikus
primer sziikséges. Vilanova és mts. (2005) szerint az altaluk tervezett, S-RN-4z allélokat
amplifikdlo primerek alkalmasak lehetnek erre a célra, hasonléan a mandulandl sikerrel
alkalmazott modszerhez (Sanchez-Pérez és mts., 2004). Mindez azonban csak akkor

lehetséges, ha bizonyos, hogy az ontermékenyiilést el6idézd, mutans allél eredeti, nem
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mutdns valtozata nincs jelen a vizsgalt mintdk kozott. Ugyanis ha mindkét haplotipus jelen
van, azok S-RN-4z alléljainak szerkezete, kovetkezésképpen PCR-mintdzatuk tokéletesen
azonos lesz. Ezt a bizonytalansdgot ugy kiiszobolhetjiik ki, ha kozvetleniil arra a génre
(SFB) terveziink primert, amelyik az oOntermékenyiilést eldidéz6 muticiét hordozza
ugyanugy, mint cseresznye esetében (Zhu és mts., 2004; Sonneveld és mts., 2005).

A 3 kajszi és 3 japankajszi allél szekvencidja alapjan tervezett AprSFB-F1/R
degeneralt primerpdr az SFB-gén elejétdl a végéig, kozel a teljes kodolo részt amplifikélja
27 (18+49) nukleotid kivételével. Miutdn a mutdns SFBc-allél egy 358 bp-os inszerciét
tartalmaz, a primerek 4ltal felszaporitott fragmentum mérete 1419 bp, szemben az
inszercidét nem tartalmazod, eredeti alléllal, melynek mérete 1061 bp. A PCR-analizist
kovetden a mintdkat egy egyszerll, agar6zgélen torténd szétvalasztissal értékelhetjiik. Az
altalunk tervezett primerpar valamennyi allél esetében sikeres amplifikdciét adott, és a
PCR-mintdzat alapjan kovetkeztetett genotipus minden esetben 6sszhangban volt a kordbbi
szabadfoldi  gyiimOlcskotddési  vagy  pollentomlo-novekedési  vizsgdlatok — sordn
meghatdrozott termékenyiilési fenotipussal (Nyujté €s mts., 1985; Burgos és mts., 1997a).
Azokban az esetekben, ahol ilyen adatok nem adlltak rendelkezésre, a PCR-vizsgélat
ellendrzése érdekében szabadfoldi vizsgélatokat végeztiink az ontermékenyiilési képesség
meghatarozasara.

A primerpéar kodomindns markerként haszndlhatd, mert a homozigoéta és heterozigéta
genotipusok egyarant kimutathatok. Ez a tény jelentdsen fokozza nemesitési programokban
torténd haszndlhatésagukat, szemben a Zhu és mts. (2004) altal tervezett, BFP200 és
BFP201 primerekkel, melyek specifikus médon csak az SFBy4’-allélt amplifikédljdk. Miutdn
szamos tényezo okozhatja a PCR-amplifikacio sikertelenségét, az ezen primerekkel kapott
eredmények csak un. belsd kontrollok hasznalatdval lesznek megbizhatéak. A szerzok a
Sonneveld és mts. (2003) dltal az S-RN-4z gén allél-specifikus PCR-vizsgédlatdhoz hasznalt
fenilalanin-ammonia-lidz gént amplifikdld, kontroll primerek hasznalatat javasoltdk.
Mindez azonban lényegesen bonyolultabbd teszi a PCR-analizist, szemben az altalunk
kidolgozott, egyetlen konszenzus primerparral elvégezhetd, egyszeri vizsgélattal. Az
altalunk tervezett primerek haszndlhatésdgat 35 fajta S-genotipus-vizsgalataval
tdmasztottuk ald. A primerek valamennyi fajta esetében j6l miikodtek, rdadasul 32 fajta
pontos genotipusanak meghatdrozdsa csak e primerekkel volt lehetséges.

Kiilonosen fontos, hogy kordbban az S-RN-dz 1. és 2. intronrégiéjanak PCR-
analizisével csak akkor tudtunk kiilonbséget tenni az Sc- és Sg-allélok kozott, ha
szabadfoldi gyiimolcskotodési vizsgalatokkal vagy pollentdmld analizissel ellendriztiik a

fajta Ontermékenyiilési képességét. A kizarolag Sc-allél méretli fragmentumot mutatd
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fajtdk homo- vagy heterozigéta dllapota sem volt eldonthetd, igy példaul a ‘Panndnia’,
‘Ceglédi kedves’, ‘Venus’, tovabbd a Roézsakajszi és a Magyarkajszi fajtakorbe tartozo
fajtak esetében (14. és 15. abrdk). Kérdéses volt az is, hogy az NJA-8 Sc- vagy Ss-allélt
hordoz-e és ezenkiviil az S;s-alléllal azonos méretii, de sokkal halvanyabb fragmentum
PCR-miitermék, vagy valddi allélt reprezentdl (14. dbra).

Az SFB-alapi PCR-analizissel kimutathaté volt, hogy a Roézsakajszik, a ‘Ceglédi
kedves’, a ‘Nyujté Ferenc emléke’ és a ‘Panndnia’ ScSc homozigdtdk. Ez utébbi fajta egy
Magyarkajszi valtozat (feltételezhetd genotipusa: ScSs) és a ‘Borsi-féle kései r6zsa’ (ScSc),
mig a ‘Nyujté Ferenc emléke’ a ‘Kései rézsa C.320° (ScSc) x ‘Ceglédi biborkajszi’ (ScSo)
keresztezésbol jott 1étre, mely kombindcidk esetén a hibridek 50 %-a lesz ScSc genotipusu.
Az NJA-8 szintén ScSc homozigétanak bizonyult, ami igazolta, hogy a 14. dbran lathato,
300 bp-os fragmentum PCR-miitermék. Az ‘Ananasznij cjurpinszkij’ fajta ScSc genotipusa
arra utal, hogy a Maliga (1966) &ltal 6nmedddnek meghatdrozott ‘Anandsz’ fajtatol
jelentdsen kiilonbozik, vagy a terméskotddési vizsgilatok sikertelenségét mds tényezok
okoztdk. Ezekkel szemben a ‘Venus’ és a Magyarkajszi klonok ScSs heterozigéta
genotipustinak bizonyultak.

A Solanaceae fajokban bizonyitottan (Cruz-Garcia és mts., 2003), a Prunus fajokban
feltehetden 1éteznek (Wiinsch és Hormaza, 2004b; Vilanova és mts., 2006; Hegedls és
mts., 2006) olyan, S-16kuszon kiviili gének, melyek meghatarozé szerepet toltenek be az
inkompatibilitdsi reakciokban, s melyek funkcidvesztéses muticiéja szintén
ontermékenyiilést okozhat. Mivel azonban minden eddig vizsgalt, gazdasagilag jelentOs
ontermékenyiild kajszifajta esetében az inszercidés muticié okozta az Ontermékenyiild
jelleg kialakuldsat, jelenlegi ismereteink alapjin az Sc-haplotipusok kimutatdsa megbizhat6
modszer az Ontermékenyiild genotipusok korai kivdlogatdsdra, ami az altalunk tervezett

AprSFB-F1/R primerpar hasznélataval sikeresen kivitelezheto.

6.5. Az S-RN-az allélok szerkezete és filogenetikai vizsgalata
6.5.1. Az S-RN-az allélok szerkezete

Az Sc- és a tizenhdrom Uj (Ss—Sz0) ribonukledz allél szerkezetét szekvencia és
fragmentumhossz adatok alapjan hataroztuk meg, az intronok méretét ennek megfeleléen
pontosan vagy becsiilt értékekkel jellemeztiik. Vilanova és mts. (2005) meghatdroztak az
S17 és Sc-allélok elsd intronjdnak, illetve Romero és mts. (2004) az S, S, és Ss-allélok
masodik intronjdnak DNS-szekvencidjat, a tobbi allél esetében az intronméreteket

agardzgélen torténd szétvalasztast kovetden megbecsiilték.
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Az altalunk izolalt és leirt Sg-Shp-allélok esetében is a masodik intron hosszanak
variabilitdsa nagyobb mértékli (118-2680 bp) volt, mint az elsé introné (110-320 bp),
hasonldéan az §;.;-allélokhoz, amelyeknél az elsé intron 151-329 bp, a mdasodik intron
pedig kb. 110-2500 bp értékek kozott valtoztak. A cseresznye S-RN-4z allélok esetében is
hasonlé mértékli variabilitas figyelhetd meg (Sonneveld és mts., 2003; Wiersma és mts.,
2001; Wiinsch és Hormaza, 2004a). Tamura és mts. (2000) szerint a két intronhossz
variabilitdsdnak mértéke Osszefiiggésben van az S-RN-4z génben elfoglalt pozicidjukkal. A
nagyobb polimorfizmust mutaté masodik intron a felismerési reakciéban szerepet jatsz6
hipervaridbilis régidba €kelddik, mig az elsé intron egy konzervativabb szekvencidju
génszakaszon, a szigndlpepetid és a C1 régi6 hataran taldlhato.

A Prunus S-RN-4z allélok nagy tobbségére igaz, hogy 2. intronjuk mérete
meghaladja az 1. intron méretét. A termesztett cseresznyefajtdkbol és vad
cseresznyepopulaciokbol izoldlt S-RN-dz allélok koziil 21 allél 1. és 2. intron méretét
ismerjiik pontosan: a 21 allélb6l minddssze egy allél esetén haladja meg az 1. intron mérete
a 2. intronét (Sonneveld és mts., 2003; Wiinsch és Hormaza, 2004a; De Cuyper és mits.,
2005). Mandulédnal 28 allélbol 10 (Ortega és mts., 2005; 2006), japanszilvanal 8 allélbol 2
(Beppu és mts., 2002; Haldsz és mts., 2007) esetben bizonyult az elsé intron nagyobbnak,
mint a masodik. Munkdnk eredményeként az ismert kajszi S-RN-az allélok szama 21-re
ndtt, melyek koziil 3 allél, az S3- (175 bp és ~110 bp) (Vilanova és mts., 2005), az Si»-
(~170 bp és 169 bp) és az S;s-allél (~230 bp és 118 bp) esetében haladta meg az 1. intron
mérete a 2. intronét. Az Osszes tobbi kajsziallélra azonban a nagyobb méretli masodik

intron jellemzo.

6.5.2. Az S-allélok filogenetikai vizsgalata

Az éltalunk izolalt Sc, Ss, So, Si1, S13, Si15 €s Si6 kajszi S-ribonukledz allélok cDNS-
bdl szarmaz6é aminosav-szekvencidit meghataroztuk, majd az NCBI adatbédzisban taldlhat6
24 Prunus valamint 10 Malus és Pyrus S-RN-4dz, tovdbba 3 nem S-specifikus RN-4z és egy
T,-tipusi gomba RN-4z szekvencia bevondsaval filogenetikai vizsgélatot végeztiink.

Valamennyi szekvencia koziil a Rhizopus gombabdl izolalt T,-tipusi RN-4z keriilt a
legtavolabb az UPGMA-eljardssal készitett torzsfan. A termékenyiilési folyamatokban
résztvevl S-RN-4z enzimek C2 és C3 konzervativ régidi rendkiviil hasonldk az Rh és T,
gomba ribonukledzok aktiv centrumdhoz (McClure és mts., 1989). E két gomba RN-4z és
az elsoként izoldlt két alma S-RN-4z aminosav-szekvencidjaban megegyezik két hisztidin

(His-33 és His-90) pozicidja, melyeknek nélkiilozhetetlen szerepiik van az RNS
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bontdsdban, tovabba négy cisztein (Cys-48, Cys-93, Cys-157 és Cys-195) helyzete, melyek
kozott diszulfidhid kotés 1étesiil (Kawata és mts., 1988; Broothaerts és mts., 1995).

A Rosaceae csaladon belill a Maloideae és Prunoideae alcsalddok egymdstol jol
elkiiloniilnek, amit e két alcsalddba tartoz6 fajokbdl izoldlt S-RN-4z allélok szekvencidinak
csoportosuldsa is tiikroz. A két alcsalad S-RN-4z enzimjei valamennyi filogenetikai
analizis sordn a Prunus S-alléloktdl elkiiloniild, monofiletikus csoportot alkottak (Ushijima
és mts., 1998; Igic és Kohn, 2001; Ma és Oliveira, 2002; Yamane és mts., 2003c). A két
alcsalad S-RN-4z szekvencidinak rokonsdgat az RC4 konzervativ régié jelenléte bizonyitja,
mig a koztiik fellelheto legjelentdsebb kiilonbség, hogy a Malus S-RN-az allélokban egy, a
Prunus allélokban ketto intron taldlhat6. A kozos intron az RHV régidba ékelddik, mig a
csak a Prunus fajokra jellemzd intron a SP és C1 régidk kozott taldlhaté (Igic és Kohn,
2001). A Scrophulariaceae és Solanaceae fajok szintén egyetlen intront tartalmaznak,
ugyanabban a poziciéban, mint a Malus és Prunus fajok k6zos intronja, igy a Maloideae
alcsaladban valamint a Scrophulariaceae és Solanaceae csalidokban az S-allélok
szerkezete nagyon hasonl6. Cheng és mts. (2006) S-RN-az és SFB szekvencidk
filogenetikai vizsgdlata sordn ugy tapasztaltdk, hogy az almafélék S-alléljai kozelebbi
evoluicids kapcsolatban dllnak a Scrophulariaceae és Solanaceae csaladok S-alléljaival,
mint a Prunus fajok S-alléljaival.

A Prunus allélok kozott jelentdsebb mértékben elkiiloniilé csoportot csak a
cseresznyébdl és manduldbdl szarmazd, nem a termékenyiilési folyamatokban résztvevo,
de az S-RN-4zokhoz hasonlé szerkezetli (,,5-like RNase” = nem S-specifikus) ribonukledz
enzimek alkotnak. Ezen enzimek nemcsak a bibeszovetekben fejezddnek ki, és
expresszidjuk az oregedés, foszforhidny és patogénfert6zés hatdsara fokozodik (Green,
1994), igy bioldgiai funkcidjuk vélhetdleg a foszfor djrahasznositdsa lehet (Liang és mts.,
2002).

A kladogramon elkiiloniild ,,S-like” RN-dzok kozott a manduldbdl szarmazd PDI
(Van Nerum és mts., 2000a) és PD2 (Ma és Oliveira, 2000), illetve a cseresznye PAI
(Yamane és mts., 2003c) enzimeket szerepeltettilk. A két mandula RN-4z savas, mig a
cseresznye RN-dz alkalikus izoelektromos pontud fehérje. A PDI harom, a PD2 kettd, mig
a PAI egy intront tartalmaz, melynek poziciéja azonos az S-RN-dzok 2. intronjaéval.
Szemben a tobbi nem S-specifikus RN-4zzal, a PA] enzim expresszidjat a P-hidany nem
indukdlja. Ezek alapjan Yamane és mts. (2003c) azt a hipotézist fogalmaztidk meg, mely
szerint a PAl enzim a Prunus S-RN-dz enzimek elddjének tekinthetd, szemben a
Solanaceae ¢és Scrophulariaceae fajok nem S-specifikus RN-dzaival, melyek épp

ellenkezdleg, az S-RN-dzokbdl alakulhattak ki (Igic és Kohn, 2001). Ez alapjdn tehét
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elképzelhetd, hogy az evolicié sordn a novényeket a kérokozok ellen védd ribonukledzok
egy része Uj funkciét kapott, a sajat pollen elleni védelem biztositdsdt, mely altal
elkeriilhetd az ontermékenyiilés okozta genetikai leromlas (Lee és mits., 1992; Yamane és
mts., 2003c). E foltételezést alatdmasztja, hogy mindkét folyamat alapja a sejtek kozotti
specifikus felismerés.

Filogenetikai analizisiink tovabb erdsiti a Rosaceae csaldadon beliil kordbban leirt
transz-specifikus evolici6 jelenségét (Ushijima és mts., 1998; Sutherland és mts., 2004b).
A transz-specifikus evolicié kovetkezménye, hogy ugyanazon faj két S-allélja kozott
kisebb mértékli a hasonlésag, mint két kiilonbozo faj S-alléljai kozott (Richman és Kohn,
1996). A Prunus fajokbdl izolalt allélok nem alkottak monofiletikus csoportot: vagyis az
interspecifikus hasonlosdg nagyobb, mint az intraspecifikus hasonlésag. A P. armeniaca
allélok egyes cseresznye, P. pseudocerasus, japankajszi vagy mandula S-RN-dzokkal
mutatjdk a legnagyobb mértékii homoldgiat, igy a kajsziszekvencidk sem alkotnak
elhatarolt, fajspecifikus csoportot. A bootstrap-analizis eredménye szerint a legszorosabb
kapcsolat a kajszi Sy, és japankajszi S¢ (100 %), kajszi Sis €s P. pseudocerasus S; (100 %),
illetve a kajszi S; és cseresznye S,-RN-dzok (80 %) kozott volt kimutathaté. Ez csak dgy
képzelhetd el, ha az S-allélok elkiiloniilése az alcsalddok szétvdldsa utdn, de a fajok
kialakulasa el6tt kovetkezett be (Sassa és mts., 1996; Ishimizu és mts., 1998b).

E jelenség jol ismert mind az alma és korte allélok (Sassa és mts., 1996), mind a
Solanum, Petunia €s Nicotiana fajok S-RN-4z enzimjei esetében (Ioerger és mts., 1990).
Az egyetlen kivétel a Physalis crassifolia faj, melynek S-alléljai a Rosaceae fajok

alléljaihoz képest 6ridsi mértékil intraspecifikus hasonlésagot mutatnak.

6.5.3. Az S-genotipusok és a kajszi kultirevolicidja

A vizsgalt fajtdk kozott az S¢S, genotipus 8 fajta esetében fordult eld, melyek kozott
észak-amerikai (2), nyugat-eurdpai (1), karpit-medencei (4) és afgin (1) fajtdk is
taldlhatok. Az S, amerikai és spanyol fajtdkban is az egyik leggyakrabban el6fordul6 allél
(Alburquerque €és mts., 2002; Vilanova és mts., 2005). A mediterran teriileteken vald
gyakori el6forduldsdért valdszinlileg az észak-afrikai, alacsony hidegigényli ‘Canino’
(ScS>) tehetd feleldssé, mely szamos fajta pedigréjében megtaldlhato.

A dolgozatban vizsgdlt két amerikai ScS, fajta a Tom Toyama éltal vezetett
Washington dllami nemesitési programbdl szdrmazik. A ‘Bayoto’ fajta pedigréje nem
ismert, de a ‘Toyudd’-t a ‘Goldrich’ (§15,) leszarmazottjaként tartjdk szamon, igy S,-
alléljat is feltehetden attdl ©rokolte. Munkdnk sordn valt ismertté a Kertészeti és

Elelmiszeripari Egyetemen nemesitett ‘Budapest’ fajta ScS, genotipusa. A ‘Budapest’ a
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‘Nancy’ fajta ‘Akme’, ‘Magyarkajszi’ és ‘Kései rézsa’ pollenkeverékes megporzasabol
keletkezett. A pollenad6 fajtdk koziil a ‘Magyarkajszi’ genotipusa feltételezhetden ScSs,
mig a ‘Kései 16zsd’-€é ScSc. Az ‘Akme’ fajta vizsgdlatainkban nem szerepelt, igy biztosan
nem allithat6, mégis valdszinti, hogy a ‘Budapest’ Sc-alléljat a pollenadé fajtaktdl 6rokolte.
Ez azt jelenti, hogy az S,-allélt feltehetéen a ‘Nancy’ hordozta. Mindezt tovabb erdsiti,
hogy egyes feltételezések szerint a szlovak eredetli, szintén S¢S, genotipusu ‘Rakovszky’
fajta is a ‘Nancy’ leszdrmazottja (Harsdnyi, 1981). A ‘Nancy’-t mds kiilfoldi fajtakkal
egyiitt a XIX. szdzadban hoztdk be, vagy inkdbb vissza Magyarorszagra, hiszen a
Franciaorszagban 1755-ben leirt ‘Nancy’ feltehetéen magyar eredetii. A leirdsok és
abrazoldsok alapjdn nagyon hasonlit a Magyarorszdgon termesztett kajszikra (Loschnig és
Passecker, 1954 cit. in Faust és mts., 1998), tovabbd megjelenésének idépontja sem zdrja
ki, hogy a Torokorszagbdl szarmazd, Magyarorszdgon termesztett kajszi leszarmazottja
legyen. A ‘Nancy’ szinte valamennyi jelentOsebb nyugat-eurdpai fajta (‘Moor Park’,
‘Royal’, ‘Blenheim’ stb.) pedigréjében megtaldlhatd, ami jol tikkrozi az eurdpai fajtak sziik
genetikai bazisdt (Mehlenbacher és mts., 1991), melyhez — részben épp a ‘Nancy’ fajtan
keresztil — a Magyarorszdgon termesztett kajszifajtdk hozzdjaruldsa igen jelentOs
mértékii. Erdekes, hogy az ismeretlen eredetii magoncként egy francia iiltetvényben taldlt
‘Bergeron’, a Mediterraneum egyik jelentds fajtdja, szintén ScS, genotipusi. Mindez ugyan
nem igazolja e fajta magyar kajszikkal valé kapcsolatat, de ennek lehetdsége tovabbra sem
zéarhat6 ki a szdmos francia fajta esetében valdsziniisitheté magyar eredet fényében.
Torténelmi és nyelvészeti adatok alapjan foltételezhetd, hogy a torok eredetii fajtak
Magyarorszagra keriilése a torok hodoltsag idején (1526-1680) és az azt kovetd
idészakban is meghatiroz6 volt (Faust és mts., 1998). A jelenlegi magyar fajtak
kialakuldsa sordn az eredeti torok fajtaknak jelentds szelekcids folyamaton kellett atesniiik,
tekintve, hogy ezek szdmos tulajdonsdgban (pl. gyiimolcsméret, hidegigény) kiillonbéznek
a napjainkban termesztett torok fajtdktol. Azt a feltevést, miszerint a magyar fajtdk nyugat
felé terjedtek tovabb, és a kajszi elterjedésének északi hatdrat képezik (Faust és mits.,
1998), eredményeink is aldtdmasztjdk. Az oOntermékenyiild0 Magyarkajszi fajtakor 5
kiilonbozd orszagbdl szdrmazé 9 fajtija azonos, ScSs-genotipussal rendelkezik. Ez a
genotipus csak a Magyarkajszi fajtakorbe tartoz6 klonok vagy az azokkal rokon fajtdkban
mutathat6 ki. Ezek alapjin feltételezhetd, hogy a Magyarkajszi dse SsSi-genotipusu volt (i
= tetszOleges inkompatibilitdsi allél), és a pollenkomponens, SFBg-ban bekovetkezd
mutacié hatdsara a mutans Sg (Sg’=Sc) genotipusu pollen képes volt az ontermékenyitésre.
A jelenleg ismert ScSs-genotipusi Magyarkajszi fajtdk ezeknek az Ontermékenyiiléssel

1étrejott utddoknak a leszdrmazottjai lehetnek, melyek kozott az ScSc és ScSs genotipusok
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azonos valészinliséggel fordulhattak el6. A ‘Luizet’ francia fajtit is a Magyarkajszi
fajtakor rokonaként emlitik (Faust és mts., 1998). Mindezt a leszarmazottjai k6zott szamon
tartott romdn fajtdk (‘Marculesti 5/5°, ‘Sirena’, ‘Sulmona’ és ‘Venus’) genotipusa €és
pedigréje alapjan kovetkeztethetd ScSc vagy ScSs genotipusa is megerdsiti. A nem mutans
Sg-allélt magyar, olasz és ukran fajtdkban is megtalaltuk.

A Magyarkajszit, ahogy a tobbi fajtat is, az 1800-as évek végéig magrol
szaporitottdk, ami bizonyos foku heterogenitdst biztositott (Pedryc, 1992). A vegatativ
szaporitasra valé attérés a korabeli variabilitast rogzitette. Magyarorszagon a klénszelekcid
az 50-es évek elején indult (Nyujtd, 1960; Brozik, 1960). A Magyarkajszi klonszelekcidja
Magyarorszagon és a kornyezd orszdgokban (Ausztria, Szerbia, Ukrajna, Csehorszag stb.)
is sikeres volt (Pedryc, 1992), e nemesitéi munka sordn alakult ki a dolgozatban vizsgélt, a
Magyarkajszi fajtakorbe tartozé 5 magyar, 1 szerb, 1 ukrdn 1 macedoén és 1 bolgér fajta.

Crossa-Raynaud (1960) hipotézise szerint a kajszi Oroszorszadgba nyugatrdl érkezett
a XVIL szazadban, mig Ukrajndba kozvetleniil a Kozel-Keletrl (Crossa-Raynaud, 1960
cit. in Faust és mts., 1998). Ukrajndban a kajszi helyi elnevezése zerdeli, ami perzsiai
eredetre utal, ugyanakkor a ‘Nyikitszkij” annak a ‘Krasznoscsokij’ fajtdnak a kldnja,
melynek Magyarkajszival val6 azonossdgidt Nyujté és Kosztina egyarant elfogadta
(Harsanyi, 1981). Erdekes kérdés, hogy a Magyarkajszi Gse is Kozép-Azsiabdl jutott-e
Ukrajndba és onnan Magyarorszdgra, vagy torok kozvetitéssel keriilt Magyarorszag
teriiletére, ahonnan elterjedt a kornyezd orszdgokba. Eredményeink alapjan egyik
lehetéség sem zdarhat6 ki, mivel a Magyarkajszikra jellemzd, az ontermékenyiilést okoz6
allél nem mutédns véltozata (Sg) tobb magyar és ukran fajtdban is megtaldlhat6. A magyar
“eredetet” egyelOre inkabb csak torténelmi adatok valdsziniisitik. Tudott, hogy a XVIIL
szdzadban Ukrajndba nyugatrol hozatnak a carok nemes kajszifajtdkat, mig a
magyarkajszik 0sét Gesner mar 1561-ben magyar szarmazdasuként emliti, és elnevezésében
ma is szdmos eurdpai orszdgban szerepel a magyar jelz0. A magyar eredet igazolasdhoz
azonban szélesebb mintapopuldcion elvégzett, tobb 16kuszra kiterjedd molekuldris
vizsgalat lenne sziikséges (pl. mikroszatellit-, AFLP-analizis stb.).

A dolgozatban vizsgélt 74 kajszifajtdban leirt allélokat ahhoz a foldrajzi teriilethez
rendelve, ahonnan az adott fajtdk szdrmaznak, érdekes Osszefiiggésekre deriilhet fény (28.
abra). Eurdzsidban nyugatrdl keleti irdnyban haladva egyre nodvekvo alléldiverzitas
tapasztalhat6, mely legnagyobb értékét a kozép-dzsiai térségben, illetve Kindban éri el. A
kajszi 6shazdja, elsédleges géncentruma EK-Kina teriiletén taldlhaté (Mehlenbacher és
mts., 1991; Vavilov, 1992 cit. in Faust és mts., 1998). E teriileten ugyanigy, mint Ko6zép-

Azsia hegyvidékein (Dzsungdria, Afganisztin, Tadzsikisztan és Uzbegisztan) a faj vadon
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€16 populdciéi is eléfordulnak, igy az S-allélok szdmadban is tiikr6z0d6 nagymértéki
variabilitds nem meglepd. Az eldazsiai teriiletet (Irdn, Kaukdzus, Torokorszag és
Tirkmenisztdn) Vavilov (1992) mésodlagos géncentrumnak tekintette. Miutdn a kozép-
azsiai régiébol mindossze 3 fajta allt rendelkezésiinkre, ezt a teriiletet 0sszevontuk az
irano-kaukdzusi régioval. Ez utébbi régiébol nem rendelkeztiink kozvetlen mintaval, de az
ukran nemesitési programbol szdrmazé ‘Voszki’ és a magyar nemesitésii ‘Harmat’, ‘Korai
zamatos’ €s ‘T-8” a ‘Sateni’, ‘Salah’ és ‘Jubilar’ 6rmény fajtdk leszarmazottjai, igy ezek S-
alléljait helyesebb az irano-kaukdzusi csoporthoz sorolni, mint a kelet-eurépaihoz, ahol
mds fajtdkban nem fordulnak eld. Figyelembe véve, hogy viszonylag kevés fajta
genotipusardl van informécionk, foltételezhetjiik, hogy e teriilet kajsziiiltetvényeiben egy

részletesebb vizsgélat szamos tovébbi allélt tarna fel.

28. abra. A kiilonboz6 foldrajzi régiokbol szarmazo, termesztett kajszifajtakban
azonositott S-allélok Osszesitett szdma a fajtdk szarmazasi teriiletére vonatkoztatva. A
vizsgélt teriiletek balrél jobbra: Eszak-Amerika, Eszak-Afrika, Nyugat-Eurépa, Kelet-
Ko6zép-Eurdpa, irano-kaukdzusi régié, Kozép-Azsia és Eszakkelet-Kina. Kindtdl, a kajszi
elsddleges géncentrumdtdl nyugati irdnyban egyre kisebb mértéki alléldiverzitds mutathat
ki, melyet csak a kozép-dzsiai génforrasb6l meritd nemesitési mihelyek (pl.
Magyarorszag, USA) hatdsa modosit.
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Mintavételezésiink az eurdpai fajtdk korében tekinthetd leginkdbb reprezentativnak,
miutdn a kelet-eurépai régiébol 41 fajta genotipusat hatdroztuk meg, mig a nyugat-eurdpai
régiobol 15 fajta S-genotipusa volt ismert (Burgos és mts., 1998; Vilanova €és mts., 2005).
Ko6zel azonos mennyiségli (6 illetve 5) allél jelenléte volt kimutathat6. Mindez
Osszefiiggésben dllhat azzal a ténnyel, hogy Kelet-Eur6pabdl az oOntermékenyiild
kajszigenotipusok nyugati irdnyba torténd terjedése nyilvanvaléan intenzivebb volt, hiszen
ezek termesztése lényegesen egyszeriibb. Eredményeink hiven tiikrozik az eurdpai fajtdk
sziik genetikai bazisat, tovabba, hogy a kajszi eurépai 6kofoldrajzi csoportja a legkevésbé
valtozékony, a leginkdbb korldtozott variabilitdst mutaté csoport (Mehlenbacher és mits.,
1991; Faust és mts., 1998).

Az afrikai régi6hoz minddssze 3 allél volt rendelhetd, de e teriilet igen kevés
fajtajarél 4ll rendelkezésre informdcié. Erdekesebb az amerikai régid, ahol 7 allélt
mutattunk ki. Az amerikai kajszik az eurdpai Okofoldrajzi csoporthoz tartoznak, és az
Osszesen ismert 13 fajtdbol mégis tobb allél volt kimutathatd, mint az 15 nyugat-eurépai
fajtabol. Ennek azonban az a nyilvdnval6 oka, hogy az USA-beli New Jersey-ben az NJA-
sorozat elddllitdsdhoz az izbég VIR-intézet fajtdit (pl. ‘Zard’) és szelekcidit hasznaltak fel.
Az igy sziiletett 4j fajtak (pl. ‘Aurdra’, ‘Orange red’) tobbsége onmeddd, melyek rdadasul
e teriileteken kordbban nem ismert inkompatibilitdsi allélok (pl. S;3, S17) megjelenéséhez
vezettek. A kanadai nemesitési programokban a P. mandshurica fajt is haszndljak a
fagytiirés fokozdsdra (‘Morden 604°) (Pedryc, 2003), ami szintén hasonld
kovetkezményeket von maga utdn. A ‘Morden 604’ hibrid a szigetcsépi fajtagyiijtemény
egyik legérdekesebb tagja. Igazoltuk, hogy hordozza az Ss-allélt, mely utédjdban, a
‘Harcot’ fajtdban is jelen van. Masik alléljat mindeziddig nem tudtuk izoldlni, de bizonyos,
hogy kiilonbozik az Sc-alléltél. Geitonogdm Ontermékenyitéssel azonban 15 % koriili
kotédést adott, melynek tisztdzasa a jovo feladatai kozé tartozik.

Az amerikaihoz hasonlé tendencia bontakozik ki Eurdpdban is, ahol példdul a BCE
Genetika és Novénynemesités Tanszékén folyé nemesitési programokba 6rmény fajtakat
vontak be a korldtozott variabilitds szélesitésére (Pedryc, 1996), de ezek hasznélata révén
megintcsak 6nmeddd genotipusok, és Uj inkompatibilitdsi csoportok jelenhetnek meg.
Mindez tovdbb hangsilyozza a dolgozat eredményeinek fontossdgit és jovobeni
perspektivdjat.

A kinai és kozép-azsiai fajtdk nagy része (Mehlenbacher és mts., 1991), mig a torok
fajtak 60 %-a (Paydas és mts., 2006), a magyar szarmazdasu fajtdk kozel 20 %-a 6nmeddo,
a nyugat-eurépai tradiciondlis fajtdk kozott viszont alig fordul eld onmeddd genotipus

(Mehlenbacher és mts., 1991). Ezek alapjan az 6ntermékenyiild jelleget kialakité mutéicid
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valészintileg a kajszi elterjedésének tdtvonaldan a Kina és Torokorszdg kozotti foldrajzi
térségben kovetkezhetett be. Mind a kajszi, mind az Oszibarack kultdrevolicidja sordn
kiemelik a Tien-san vidékét, a Ferganai-medencét és Dzsungdria kornyékét, melyek a
magashegyi kornyezet, er6s UV-sugarzds, sz€lsdséges hdingds és csapadékeloszlas révén
jelentdsen novelhették a mutacids ratat (Timon, 2000; Suranyi, 2003). Ezt tdmasztja ala,
hogy a kozép-azsiai ‘Roxana’ fajtdbol szintén ki tudtuk mutatni az Sc-allél jelenlétét, de
hipotézisiink igazoldsdhoz csak a Kozép-Azsidtol Torokorszagig terjedd teriileteken
megtaldlhat6 kajszigenotipusok részletes és atfogo vizsgdlata szolgdltathat alapot.

A kozelmultban Jie és mts. (2005) kinai fajtdk S-genotipus-vizsgdlata sordn olyan
ontermékenyiild genotipusrdl is beszamoltak, mely PCR-mint4zata alapjan foltételezhetéen
nem az Sc-allélt hordozza. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a kinai géncentrum nagy
variabilitdst mutato6 kajszipopuldcidiban az Sc-allélon kiviil mas ontermékenyiilést biztositd
allélok is taldlhatok. Vilanova és mts. (2006) igazoltdk, hogy a ‘Canino’ fajta egy eddig
azonositatlan, S-l6kuszon kiviili génjének muticidja révén valt képessé az
ontermékenyitésre az S»-allélt hordoz6 pollen. Mindez azt mutatja, hogy a nemesitok
szamdra az eurdpai fajtakoron beliil és azon kiviil is tobbféle lehetdség all rendelkezésre
ahhoz, hogy az eurdpai fajtdk variabilitisdnak fokozdsdhoz oOntermékenyiilo fajtakat
haszndlhassanak. Mindezeken kiviil, az S-genotipusok meghatdrozasa konkrét gazdasigi
haszndn tilmenden a termesztett faj kultdrevolicidjardl is igen érdekes és értékes

informacidkat adhat.

6.6. Uj tudoméanyos eredmények

1. Nem egyensulyi izoelektromos fokuszaldsi protokollokat és kiilonbozé PCR-
alapd  mddszereket adaptiltunk és  fejlesztettiink tovdbb  kajszifajtdk
termékenyiilési viszonyainak molekuldris szintii jellemzésére.

2. Tizennégy orszagbdl, 4 dkofoldrajzi csoportbdl szarmazd 74 kajszi genotipusban
13 kordabban nem ismert S-haplotipust (Ss—S20) azonositottunk, melyek
ribonukledz génjének jellemz0 intronméreteit is megéllapitottuk.

3. Meghatéaroztuk 51 gazdaséagilag jelentOs fajta és értékes nemesitési alapanyagként
hasznalt hibrid (ezen beliil a Magyarkajszi és Orids fajtacsoportok) kordbban leirt,
ismert termékenyiilési fenotipusit kialakité S-genotipusdt. Molekularis és

termékenyiilési  vizsgdlatokkal tisztdztuk 21 ismeretlen vagy vitatott

termékenyiilést fajta ontermékenyiilési képességét.
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4. Vizsgalataink eredményeit a szakirodalmi adatokkal Osszesitve elkészitettiik a
kajszifajtak kolcsonos termékenyiilési viszonyait szemléltetd tdblazatot, mely 67
fajtat sorol 3 inter-inkompatibilitdsi csoportba illetve az univerzdlis pollenaddk
csoportjdba. Az elsé inkompatibilitdsi csoportot két fajtaval bovitettiik, tovabba a
régebbrol ismert két inkompatibilitdsi csoport mellett meghatdroztunk egy uj
(II1.) inkompatibilitasi csoportot, mely két fajtdbol all. Ez a fajtatdblazat genetikai
informdcids adatbazisaként kozvetlen segitséget nyudjthat 6nmeddd fajtakbol
létesitendd  iiltetvények  tervezéséhez ¢és a  keresztezéses nemesités
szlilévonalainak kivdlasztdsdhoz.

5. Genetikai és molekularis moddszerekkel igazoltuk, hogy a Kkajszifajtak
ontermékenyiilését a pollenkomponensgénben bekovetkezett inszerciés muticid
okozza. Magyar fajtakbol izoldltuk és jellemeztiik az ontermékenyiilésért felelds
allél (SFBg) nem muténs, funkcidképes valtozatat.

6. A kajszi pollenkomponensgénjét amplifikdlé konszenzus primereket terveztiink,
melyek konnyen és gyorsan alkalmazhatd, ugyanakkor megbizhat6 rutineljdrast
kindlnak a nemesiték szaméra az ontermékenyiild hibridek korai szelekcidjahoz.
Rdaddsul a primerek kodomindns markerként haszndlhatok, a homo- és
heterozidta genotipusok kimutatasét is lehetové teszik.

7. Az tGjonnan azonositott kajszi és mas csonthéjas fajok ismert S-RN-4z alléljainak
aminosav-szekvencian alapuléd filogenetikai analizisével igazoltuk a Prunoideae

alcsalad S-alléljainak transz-specifikus evoluicidjat.
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7. OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban a kajszi (Prunus armeniaca L.) termékenyiilési viszonyait irdnyito S-
I6kusz atfogé molekularis szintli vizsgédlatdt végeztem el. Eredményeim az aldbbiakban
foglalhatok Gssze:

Nem egyensilyi izoelektromos fdékuszdldsi protokollokat adaptdltunk és Uj
protokollokat (NEpHGE I-1II) dolgoztunk ki, melyekkel 12 kajszifajta teljes és 11 fajta
részleges S-genotipusit tudtuk meghatdrozni. Meghatdroztuk 16 kiilonboz6 S-allél éltal
kédolt ribonukledz (S-RN-4z) enzim izoelektromos pontjat.

Kimutattuk, hogy a cseresznye konzervativ régidkra tervezett, az 1. intronrégiot
amplifikdléo PCR-primerekkel 16 allél koziil 10, a 2. intronrégiot amplifikalokkal 11 allél
kimutatdsdra van lehetdség. Ez a kozel 70 %-os hatékonysdg jol tiikrozi, hogy a
Prunoideae alcsaldd fajainak S-RN-dzt koédol6 DNS-szekvencidi  nagymértékben
konzervativak. Egy, 22 Prunus faj S-RN-4z szekvencidja alapjan tervezett degeneralt
primerparral a kilenc, NEpHGE és cseresznyeprimerek alapjan azonositott allélon (Ss—Sie)
kiviil tovdbbi 4 1j allél (S;7-S20) azonositisa valt lehetdvé tizennégy orszagbol, 4
okofoldrajzi csoportbdl szarmazd 74 kajszi genotipusban. A 13 kordbban nem ismert S-
ribonukledz gén jellemzd intronméreteit meghataroztuk. A vizsgélt fajtdkban az Sg-allél 19,
az S»-allél 12, az S;-allél 4, az So-allél 4, az S3-allél 3, az Sio-, S11- és Syp-allélok 2-2, az
S12- és Sia19-allélok egy-egy fajtdban fordultak eld.

Elséként alkalmaztuk kajszi S-genotipusok meghatdrozdsara az 1. intronrégiét
amplifikdlé, fluoreszcens primerekkel kapott fragmentumok automata szekvenatorral
végzett pontos méretmeghatdrozasat. Hét S-RN-az allél (Sc; Ss; So; Si1; S13; Sis; Si6) cCDNS-
ét, tovabba hat allél (Sc; Ss; So; S11; S13; S20) elsO intronrégidjét, illetve nyolc allél (So; Sio;
S12; S13; S1s; S17; Sis; S20) mésodik intronrégidjat kldnoztuk és DNS-szekvencidjukat
meghatdroztuk. A szekvencidkat benyujtottuk az NCBI nemzetkozi adatbizisba. Mas
Prunus S-RN-4z, Maloideae S-RN-az, tin. nem S-specifikus RN-4z és egy gomba T2-
tipusi RN-4z szekvencidk haszndlatdval filogenetikai analizist végeztiink, mely tovédbb
igazolta a Prunoideae és Maloideae alcsaladok S-RN-dzainak kiilonbozdségét és Rosaceae
allélok transz-specifikus evoluicidjat.

Meghataroztuk 51 gazdasagilag jelentds fajta és értékes nemesitési alapanyagként
hasznélt hibrid, ezen beliil a Magyarkajszi (ScSs) és Orids fajtacsoportok (SgSo) teljes S-
genotipusat. Molekularis €s termékenyiilési vizsgalatokkal tisztdztuk 21 ismeretlen vagy
vitatott termékenyiilési fenotipusti fajta Ontermékenyiilési képességét, tovabba 19 fajta

teljes €s 2 fajta részleges S-allél-Osszetételét.
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Vizsgdlataink eredményeit a szakirodalmi adatokkal Osszesitve elkészitettiik a
kajszifajtdk kolcsonos termékenyiilési viszonyait szemléltetd tablazatot, mely 67 fajtit
sorol 3 inter-inkompatibilitdsi csoportba illetve az univerzélis pollenaddk csoportjaba.
Munkénk jelentds eredménye, hogy az elsd inkompatibilitdsi csoportot két fajtaval
bdvitettiikk, tovabba a régebbrél ismert két inkompatibilitdsi csoport mellett
meghatdroztunk egy uj (III.) inkompatibilitdsi csoportot, mely két fajtabol 4ll. Ez a
fajtatablazat genetikai informacids adatbdzisaként kozvetlen segitséget adhat 6nmeddd
fajtakbol  1étesitendd  iiltetvények tervezéséhez ¢és a keresztezéses nemesités
szlilévonalainak kivalasztdsdhoz.

Irdnyitott tesztkeresztezést kovetd gyiimolcskotddési és pollentomld-ndvekedési
vizsgalatokkal és molekuldris modszerekkel kétséget kizardéan igazoltuk, hogy a
kajszifajtdk ontermékenyiilését a pollenkomponensgénben bekovetkezett inszercids
muticié okozza. A vildgon elséként izolaltuk €s jellemeztiik az ontermékenyiilésért felelds
allél (SFBg) nem mutdns, funkcidképes véltozatit magyar fajtakbol.

A kajszi pollenkomponensgénjét amplifikdlé konszenzus primereket terveztiink
(AprSFB-F1/R), melyek konnyen és gyorsan alkalmazhaté, ugyanakkor megbizhatd
rutineljarast kindlnak a nemesitok szamara az 6ntermékenyiild hibridek korai szelekcidjara.
Rdéad4sul a primerek a homo- és heterozidta genotipusok kimutatdsat is lehetové teszik. Az
altalunk tervezett primerek haszndlhatésagit 35 fajta S-genotipus-vizsgalataval
tdmasztottuk ald, melyek koziil 32 fajta pontos genotipusdnak meghatdrozdsa csak e
primerekkel volt lehetséges.

Szadmos, kiilonb6zd eredetli kajszifajta vizsgdlata révén azt a hipotézist fogalmaztuk
meg, hogy a faj kultdrevoldcidjdnak egyik legjelentdsebb eseménye, az ontermékenyiilési
képesség kialakuldsa valahol a kozép-azsiai régié kornyékén kovetkezhetett be.

Vizsgdlataink kimutattdk, hogy Eurdzsidban nyugatrdl keleti irdnyban haladva egyre
novekvo alléldiverzitds tapasztalhatd, mely legnagyobb értékét a kozép-azsiai térségben,
illetve Kindban, a kajszi géncentruméban éri el. Kimutathaté volt tovabbd, hogy a k6zép-
azsiai génforrasbdl meritd nemesitési programok (pl. Magyarorszdg, USA) segithetnek a
korlatozott variabilitdsi eurdpai kajszifajtakor valtozékonysdgdnak novelésében. Az
onmeddd genotipusok megjelenésére azonban szdmitani kell, igy dolgozatom eredményei
€s a kidolgozott technikdk a jovoben egyre fontosabbd vidlhatnak a termesztok és

nemesitok szamara.
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8. SUMMARY

A comprehensive molecular analysis of self- and mutual compatibility relationships
controlled by the S-locus was carried out in apricot (Prunus armeniaca L.). The results can
be summarized as follows:

Non-equilibrium pH gradient electro-focusing protocols were adapted and new
protocols (NEpHGE I-1II) were worked out, which enabled us to determine complete or
partial S-genotypes of 12 and 11 apricot cultivars, respectively. We determined isoelectric
points of 16 apricot S-ribonuclease isoenzymes (S-RNase).

It was proved that primers designed for the conservative regions of sweet cherry also
recognized apricot sequences; primers amplifying the first intron region could detect 10
from the total of 16 alleles while primers amplifying the second intron region could reveal
11 alleles. Hence, the efficiency of cherry primers reached about 70 %, which properly
demonstrates that S-ribonuclease sequences of the Prunoideae subfamily are particularly
conserved. Besides the 9 alleles (S3s—S)¢) detected by NEpHGE and cherry PCR primers, a
degenerate primer pair designed from S-RNase sequences of 22 Prunus species could
facilitate the identification of 4 additional alleles (S17—S»0) in a range of 74 apricot cultivars
originated from 14 countries and from 4 eco-geographical groups. The characteristic intron
lengths of the 13 new S-RNase alleles were determined. Among the tested cultivars, the Sg-
allele occurred in 19; the S> in 12; the S| and Sg in 4; the S;3 in 3; the S0, S11 and Sy in 2
cultivars, while the Sj,- and Sj4.19-alleles were only found in 1 cultivar.

Precise fragment length analysis of the first intron region with automated DNA
sequencer was first time applied to determine apricot S-genotypes. cDNA of 7 S-RNase
alleles (Sc, Ss, So, S11, S13, S15 and Sje), first intron region of 6 alleles (Sc, Ss, So, S11, S13 and
S>0) and second intron region of 8 alleles (So, S0, S12, S13, S1s, S17, S13 and S»o) were cloned
and sequenced. All sequences were submitted to the NCBI GenBank database.
Phylogenetic analysis was carried out using other Prunus S-RNase, Maloideae S-RNase,
cherry and almond S-like RNase sequences and a fungal T,-type RNase sequence, which
revealed two sub-family specific groups (Prunoideae and Maloideae) of the rosaceous S-
RNases and provided further evidence on the trans-specific evolution in the Prunoideae.

Complete S-genotype of 51 economically important apricot cultivars and hybrids of
great breeding value was determined, including Magyarkajszi (ScSs) and Orids (SsS9)
cultivar groups. Using molecular analyses and fruit set evaluation, the self-

(in)compatibility phenotype of 21 cultivars with previously unknown or doubtful
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compatibility properties was clarified; in addition, the full S-allele composition of 19
cultivars was determined.

By comparing our results with data published previously, we established a table
demonstrating compatibility relationships of apricot cultivars. Sixty seven cultivars were
assigned to 3 inter-incompatibility groups and a universal pollen donor group. One of the
most important results of our work is that the first incompatibility group was extended with
two cultivars and a new incompatibility group (III.) containing two cultivars was
established. The information supplied by this table can give direct help for planning
orchards with self-incompatible cultivars and selecting parental lines in breeding programs.

Determining fruit set and monitoring pollen tube growth after test crosses and using
molecular methods, it was unequivocally proved that self-compatibility in apricot is
attributable to an insertion mutation within the pollen component SFB¢ gene. The original
version of the SFB¢ was first time isolated and labelled as SFBg and found to be a frequent
allele in Hungarian cultivars.

A degenerate primer pair (AprSFB-F1/R) was designed to amplify the pollen
component SFB gene. These primers provide an easy to apply, rapid and reliable tool for
breeders that enables the early selection of seedlings for self-compatibility and detects both
homo- and heterozygote genotypes. Robustness of our primers was checked in an analysis
of 35 cultivars, from which the S-genotype of 32 cultivars could only be identified with
these primers.

Based on the results obtained from the study of several apricot cultivars originated
from different areas, we can hypothesize that self-compatibility could have evolved around
the Central Asian region.

Our results revealed that allelic diversity increased gradually in Eurasia from west to
east, and it reached the highest value in the region of Middle Asia and China, which is
regarded as the gene centre of apricot. Breeding programs (e.g. Hungary and USA) using
cultivars from the Central Asian gene pool can contribute to increase the variability of the
European eco-geographical group. Hence, as a side-effect, self-incompatibility may
become more general in the future, which highlights the importance of my PhD work.
Growers and breeders may benefit from the newly available molecular methods described

in my thesis.
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M2. Az NCBI nemzetkozi adatbazisba benyujtott szekvenciak

LOCUS

DEFINITION Prunus armeniaca self-incompatibility RNase Sg
(Sg—RNase),

ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

EF101909 418 bp DNA linear

partial cds.
EF101909

EF101909

Prunus armeniaca

Prunus armeniaca

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnolioph
core eudicotyledons; rosids; eurosids I
Amygdaloideae; Prunus.

1 (bases 1 to 418)

Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
Analysis of self-compatibility in Prunu
Unpublished

2 (bases 1 to 418)

Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
Direct Submission

Submitted (03-NOV-2006)

University of Budapest, Menesi ut 44.,
Location/Qualifiers
1..418
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Ceglédi o6riéas"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI"
/note="PCR_primers=fwd_name:
PaConsI-R"

P

PLN 03-NOV-2006

Embryophyta;

yta;
; Rosales;

S armeniaca

Genetics and Plant Breeding,
Budapest 1118,

aConsI-F,

eudicotyledons;
Rosaceae;

Corvinus
Hungary

rev_name:

/translation="LVLGFAFFLCFIMSTGSYVHFQFVQQWPPTTCRVRWKPCSKPRPLQYFTIH"

BASE COUNT
ORIGIN

111 a 79 ¢ 74 g 154 t

1
61
121
181
241
301
361

tacttgttct
attacaatct
aggcaggaaa
tatttttctg
atcattggaa
ttttcgcagg
gagttcgctg

tggttttgct
tttgctcttt
tgtcattaat
catggtatct
gctaaaatgg
atcttatgtc
gaaaccttgc

ttcttcttgt
atatcatata
tagtacataa
ttcgattact
tgttcttcct
cattttcaat
tccaaacccc

gtttcattat
tgcatataat
ctttctttgg
ctggtagttg
gcataaaatc
ttgtgcaaca
ggccattaca

gagcactagt
tagaattacg
atgagttact
ttgaaataag
cattaacctt
atggccaccg
atacttcacc

ggtgggttgc
aaggagaagt
atttgggaat
tgcagtattc
ctcacaataa
accacctgca
attcatga
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

CDS

DQ269996 498 bp DNA linear PLN 22-NOV-2005
Prunus armeniaca Sy9—RNase protein gene, partial cds.
DQ269996
DQ269996
Prunus armeniaca
Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
1 (bases 1 to 498)
Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
S-RNase sequence diversity in apricot
Unpublished
2 (bases 1 to 498)
Haldsz,J., Hegedls,A.
Direct Submission
Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest, Menesi ut 44.,
Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..498

/organism="Prunus armeniaca"

/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Ceglédi 6riéas"

/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="6"

join(<1..90,398..>498)

/product="S9-RNase protein"

join(<1..90,398..>498)

/codon_start=1

/product="S9-RNase protein"

/protein_id="ABB85341"

(apricot)

and Pedryc,A.

/translation="FTIHGLWPSNYSNPRRPSNCNGSRFNFRKVYPQLRNKLKISWPD

exon

exon

VEGGNDTKFWEGEWNKHGT"
<1..90
/number=2
398..>498
/number=3

ORIGIN

1

61

121

181

241

301

361

421

481

ttcacaattc
aatgggtcgc
actctttagc
gtagataaaa
gtataaaatt
ttatccgata
ttctaaaaat
gaagatatct
gaacaaacac

atggcctatg
gatttaactt
atttagttct
ttgtaatgtt
ggaactaaat
atgaaaatct
atgttatata
tggcccgacg
ggtactta

gccaagtaac
taggaaagtg
aaaaaattag
ggttttctgg
tgaaaggata
gtccctaatg
tggcttggat

tggaaggtgg

tattcaaacc
gtatgtattg
attgtcatct
ttaggaacat
aaaataaaaa
tatttccctt
gtctcagtac
caacgataca

caaggaggcc
tttttttttt
gatgataata
tattttgcat
ttcaatttaa
ttttttttct
cctcaattgce
aaattttggg

cagtaattgc
tttttaactt
tactttcttg
atgtacctaa
tactcccatt
ttttttttct
gaaataaact
aaggtgaatg
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LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

EF101910 267 bp DNA PLN 03-NOV-2006
Prunus armeniaca self-incompatibility RNase Sy
(Sys—RNase), partial cds.

EF101910

EF101910

Prunus armeniaca

Prunus armeniaca

linear

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.

1 (bases 1 to 267)

Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.

Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
Unpublished

2 (bases 1 to 267)

Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.

Direct Submission

Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..267

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Ceglédi o6riéas"
/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="VI"
/note="PCR_primers=fwd_name: PaConsI-F,
PaConsI-R"

rev_name:

/translation="LVLGFAFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQWPPTTCRLSSKPSNQHRPLONFTIH"

BASE COUNT
ORIGIN

71 a 66 c 39 g 91 t

1 tacttgttct

61
121
181
241

acaatctttt
ttaagatgcc
tgtgcaacaa
gccattacaa

tggtttcgcet
tgctcgtcat
attaaccttc
tggccaccga
aacttcacca

ttcttcttgt
ttcaagctaa
tcacaataat
cgacctgcag
tccatga

gtttcattat
aactatgtac
ttgcgcagga
acttagcagc

gagcactggt
tttatacatc
tcttacgtgt
aaaccttcca

gggttgcatt
aaatccttat
attttcaatt
accaacaccg
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LOCUS DQ269997 445 bp DNA linear PLN 22-NOV-2005
DEFINITION Prunus armeniaca S;p—RNase protein gene, partial cds.
ACCESSION DQ269997
VERSION DQ269997
SOURCE Prunus armeniaca (apricot)
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 445)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE S—-RNase sequence diversity in apricot
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 445)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest, Menesi ut 44.,
Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..445
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Harmat"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="6"
mRNA <1..>90
/product="S10-RNase protein"
CDS <1l..>90

eXo

ORIGIN

1

61

121

181

241

301

361

421

n

ttcaccatcc
aatggatcgc
ttttccattt
atgctttttt
ggcacgttat
tcacatttac
atatattaat
gcattggtac

/codon_start=1
/product="S10-RNase protein"
/protein_id="ABB85342"
/translation="FTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSRFKKELS"

<1..90

/number=2

atggcctatg
gatttaagaa
actcttaagc
tcaataaacc
tttgactata
aaatgtggta
gtacataatt
ctaataaaat

gccaagtaat
agagctatcg
atttagtttt
ttgcgagatg
tacataagga
tgactagcat
tcagttatca
ggtaa

tattcaaacc
gtaggtattg
taggaaatta
gataaaattt
cagaattaca
tttttattac
tataagatgg

caacgatgcc
tttcttttgt
gtttgtcacc
tgatgctagt
aatgagcaat
aaatatatgt
tatagaatat

cagtaattgc
tttttgtttt
tgaagataat
tctctgatta
gctaggcata
atattagtag
ggtaaaaata
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

CDS

DQ269998 360 bp DNA
Prunus armeniaca Si;;—-RNase protein gene, partial cds.
DQ269998
DQ269998
Prunus armeniaca
Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
1 (bases 1 to 360)
Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
S—-RNase sequence diversity in apricot
Unpublished
2 (bases 1 to 360)
Halész,J., Hegedls,A.
Direct Submission
Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest, Menesi ut 44.,
Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..360

/organism="Prunus armeniaca"

/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Korai zamatos"

/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="6"

join(<1..90,260..>360)

/product="S12-RNase protein"

join(<1..90,260..>360)

/codon_start=1

/product="S12-RNase protein"

/protein_id="ABB85343"

linear

(apricot)

and Pedryc,A.

/translation="FTIHGLWPSNYSNPTRPSNCVGSHFNESKLSPQLISKLRISWPD

exon

exon

ORIGIN

VESGNDTQFWEGEWNKHGT"
<1..90

/number=2

260..>360

/number=3

PLN 22-NOV-2005

1
61
121
181
241
301

ttcaccattc
gttgggtcgce
ctctagcatt
tatccaaaat
tattgcttgg
cgtggaaagt

atggcctatg
attttaacga
ttgtaaaaaa
tgaatatcta
atgtctcagt
ggcaatgaca

gccaagcaat
aagtaaattg
aaaatatatt
accatagcectt
cccctcaatt
cacaattttg

tattcaaatc
gtatgtattg
acaaaatgat
gagtttctac
gatatccaaa
ggaaggcgaa

caacgaggcc
tttcattatt
aggtattttt
tttttctcaa
ttgaggatat
tggaacaaac

cagtaattgc
ttttcaatta
tcaattactt
aaaatgtata
cttggcctga
acggcacata
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LOCUS DQ269995

DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

CDS

1259 bp DNA linear PLN 22-NOV-2005
Prunus armeniaca Si;3—RNase protein gene, partial cds.
DQ269995
DQ269995

Prunus armeniaca
Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.

1 (bases 1 to 1259)

Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.

S—-RNase sequence diversity in apricot

Unpublished

2 (bases 1 to 1259)
Halész,J., Hegedls,A.
Direct Submission
Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest, Menesi ut 44.,
Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..1259

/organism="Prunus armeniaca"

/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Korai zamatos"

/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="6"

join(<1..90,1159..>1259)

/product="S13-RNase protein"
join(<1..90,1159..>1259)

/codon_start=1

/product="S13-RNase protein"
/protein_id="ABB85340"

(apricot)

and Pedryc,A.

/translation="FTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSKFEDRKVSPQLRSKLKRSWPD

exon

exon

VESGNDTKFWEGEWNKHGT"
<1..90

/number=2
1159..>1259
/number=3

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

ttcaccattc
aatgggtcaa
accgtattta
acaatgaact
cctagcectttt
attattattg
gtaatgactt
cttttaaagg
ttcctgtatce
taaacataaa
acttgatcct
ttatgatgaa
ctccccaaat
tgttatatgg
aagccatatc
agcgatgaca
tcaaataaat
gtgtcacacg
gtgtttaagt
tttactttga
gtggaaagtg

atggcctatg
aatttgagga
gtattatagt
caatgatgct
ctattgaaag
tttctgccaa
tcattgagcc
agttgtgttc
atttggcttt
gctgggaaac
aaaatttcaa
cttgatcaag
ttggaagaag
cctcaaataa
gtatctatag
gtgttgctgc
tttaaaaaca
gcatatgaca
tactgttaat
tgtttcagtc
gcaatgatac

gccaagtaat
caggaaagtg
tcttaattag
ccctttatat
gaccaaaatc
gttataccac
ccaccaccag
aaccatcaaa
tgatcgaaga
taacaaacta
gtctcatcta
gaaagagtgg
taattagatt
acttgggatt
acgtttgtca
tagaatgata
ttataaataa
tggattgcca
gaaaagtgtt
ccctcaatta
aaaattttgg

tattcaaacc
gtatgtattg
agaatctaca
atttatgtat
gagattcaat
catctttcta
caacacaatt
tgtttctctce
aagagaaata
tataatctaa
atgtggccct
aggtattttg
atctaatcta
tccaggacat
atggcggaat
ttattagggt
ataaaagctg
tgtcacacat
gttcaaaaaa
cgatccaaat
gaaggtgaat

caacgatgcc
tttcattatt
atgagcttct
ctgatcatcg
ttaaaacttc
aataaaaaag
gatttttact
tcttctectce
attcacaagg
taaagaaaat
taaactttgt
acccaaatct
tcatcttctc
gaggaaccag
cgcgccecegtt
ttgtttgtta
attaaattca
cagttgctaa
gaaattttat
tgaagaggtc
ggaacaaaca

cagtaattgc
tttgtcactt
tacaccatct
aattaaagga
cttcaatttt
aaaaatcatt
ttattttcat
tactcagttc
agccatataa
agtagaattg
atatcgtcac
ggggcaaatc
catattgtag
caaaagagat
ctggtactgc
aactaattaa
aatagattat
caaaaagttg
cactgaaatt
ttggcccgac
cggcacata
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

CDS

DQ269999 665 bp DNA
Prunus armeniaca Si;s—RNase protein gene, partial cds.
DQ269999
DQ269999
Prunus armeniaca
Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
1 (bases 1 to 665)
Halédsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
S—-RNase sequence diversity in apricot
Unpublished
2 (bases 1 to 665)
Halész,J., Hegedls,A.
Direct Submission
Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest, Menesi ut 44.,
Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..665

/organism="Prunus armeniaca"

/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Kech-pshar"

/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="6"

join(<1..90,565..>665)

/product="S15-RNase protein"

join(<1..90,565..>665)

/codon_start=1

/product="S15-RNase protein"

/protein_id="ABB85344"

linear

(apricot)

and Pedryc,A.

/translation="FTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSQFDARKVSPKMRIKLKKSWPD

exon

exon

VESGNDTRFWKDEWNKHGT"
<1..90

/number=2

565..>665

/number=3

PLN 22-NOV-2005

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

ttcaccattc
aatgggtcgc
ctcttttagt
caataagtct
tggggatggt
tatattatat
attatatgac
aaagggtata
attcaataat
tattgcttgg
ccagacgtgg
acata

atggcctatg
aatttgatgc
ttttagaaaa
tgggtgccag
ggttcttagt
ttatatgcat
ctaccccttg
atataaatca
gaaaatctaa
atttgatgtc
aaagtggcaa

gccaagtaat
aaggaaagtg
ttagattgtc
ataaattttt
tagacacatt
attaatgtac
accaaaaaaa
aaattcaatt
ttatcactta
tcagtcccecct
tgatacaaga

tattcaaacc
gtatgtattg
atatgaagat
tgtggtggtt
attttgaata
ttaagaaaat
atgatgtacc
taatgaancc
ttaaaattac
aaaatgcgaa
ttttggaaag

caacgaagcc
tttcattatt
ttaaaaacaa
cttagctttt
tataagtaca
ataatggatc
atttttgtac
aaaaaaaaaa
tttttccaaa
tcaagctgaa
acgaatggaa

cagtaattgc
ttttcacttt
aaactacttt
gttttgtttt
aaatggtaag
tgctcatcta
tttaaaaaaa
aaaaaaattt
aatatgtata
gaaatcttgg
caaacacggc
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

CDS

DQ270001 659 bp DNA PLN 22-NOV-2005
Prunus armeniaca S;7-RNase protein gene, partial cds.
DQ270001
DQ270001
Prunus armeniaca
Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
1 (bases 1 to 659)
Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
S—-RNase sequence diversity in apricot
Unpublished
2 (bases 1 to 659)
Halész,J., Hegedls,A.
Direct Submission
Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest, Menesi ut 44.,
Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..659

/organism="Prunus armeniaca"

/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Aurora"

/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="6"

join(<1..87,559..>659)

/product="S17-RNase protein"

join(<1..87,559..>659)

/codon_start=1

/product="S17-RNase protein"

/protein_id="ABB85346"

linear

(apricot)

and Pedryc,A.

/translation="FTIHGLWPSNYSNPRLPSNCIGSQFKGILSPQLRSKLKTSWPDV

exon

exon

ORIGIN

EGGNDTKFWEGEWNKHGT"
<1..87

/number=2

559..>659

/number=3

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

ttcaccattc
attgggtcgc
agcttttagt
cttggcectttt
ctaagcacga
gatctaatta
actgaaagga
ttatctaaaa
atgaaaaaag
tttgcttgga

gtggaaggtg

atggcctatg
aatttaaggg
ttttacaaaa
aggtaaaagt
aattgtatat
agggacttaa
tatcaaggtc
atgaaaatgt
gctttaactt
tgtctcagtc
gcaatgatac

gccaagtaat
aatattggta
tttgattgtc
ttgatgttgg
ttatattatc
aatgttgtac
aaaattcaat
aactatccct
tttttctcaa
ccctcaattg
aaagttttgg

tattcaaacc
tgtattggtt
atatggagcect
tcctttggtt
catgtatata
ttatgtatat
ttaatactca
aaaggttgta
actatgtctt
cggtccaaac
gaaggcgaat

caaggttgcc
ttgtttttca
aataaatttt
cgacacactt
tttataatat
atattcaaaa
ggcttaatga
cttttttctt
catttttttt
tgaagacatc
ggaacaaaca

cagtaattgc
catgctcttt
ttcactaaac
gaaaatgtat
tggatttgat
aattgtgctc
aaaaaaaatc
tggccaaaaa
tcctcaaata
atggccggac
cggcacata
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

mRNA

CDS

DQ270000 309 bp DNA linear

DQ270000
DQ270000
Prunus armeniaca
Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta;
core eudicotyledons; rosids;
Amygdaloideae; Prunus.
1 (bases 1 to 309)
Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
S—-RNase sequence diversity in apricot
Unpublished
2 (bases 1 to 309)
Halész,J., Hegedls,A.
Direct Submission
Submitted (28-0CT-2005) Department of Genetics and Plant
Breeding, Corvinus University of Budapest,
Budapest 1118, Hungary
Location/Qualifiers
1..309
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Kech-pshar"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="6"
join(<1..90,209..>309)
/product="S18-RNase protein"
join(<1..90,209..>309)
/codon_start=1
/product="S18-RNase protein"
/protein_id="ABB85345"

(apricot)

Embryophyta;
Magnoliophyta;

eurosids I; Rosales;

and Pedryc,A.

/translation="FTIHGLWPSNYSNPTKPSNCIGSQFNESKLSPKLRSKLKISWPD

exon

exon

ORIGIN

VESGNDTKFWEGEWNKHGT"
<1..90

/number=2

209..>309

/number=3

Menesi ut 44.

PLN 22-NOV-2005
Prunus armeniaca Si;g—RNase protein gene, partial cds.

eudicotyledons;
Rosaceae;

1
61
121
181
241
301

ttcaccattc
attgggtcgc
aattagtatc
aatatttcta
ttggccggac
cggcacata

atggcctatg
aatttaacga
caagaatgaa
tattgctgga

gtggaaagtyg

gccaagtaat
aagtaaattg
aatttaacta
tgtcacagtc
gcaacgatac

tattcaaacc
gtacgtattg
tcccttaatt
ccctaaattg
gaagttttgg

caacgaagcc
tttcattatt
acgtttttag
cgatccaaac
gaaggcgaat

cagcaattgc
taatgaaaaa
tttttctcaa
tgaagatatc
ggaacaaaca
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LOCUS EF173402 764 bp DNA linear PLN 07-DEC-2006
DEFINITION Prunus armeniaca partial S;p—RNase allele
ACCESSION EF173402
VERSION EF173402
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 764)
AUTHORS Haldsz,J., Pedryc,A. and Hegedls,A.
TITLE Molecular analysis of self-(in)compatibility in apricot
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 764)
AUTHORS Halész,J., Pedryc,A. and Hegedds,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (07-DEC-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..764

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

tacttgttct
acaatatttc
tacttgtatt
cttatgaata
agaaaccttg
gtaattattc
aagtggtatg
agattatcgt
attttgagga
atattgtcct
aaaaaccaat
aagtaccctc
gatacaaaat

240 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Ceglédi Piroska"
/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="VI."
/translation="GSYEYFQFVQQWPPINCRVRNKKPCSNPRPLQYFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSQFE
DRKVYPQLRTKLKKSWPDVEDGNDTKFWEGEWN"

tggttttgct
ttttgctctt
ttttgttcag
ttttcaattt
ctccaacccc
aaacccaacg
catcgtttat
ctgaggataa
taatatctaa
taaataaatc
ctcattcaag
aacttcggac

tttgggaagg

133 ¢

124 g

ttcttectttt
tatatcctat
agaaaatttt
gtgcaacaat
cggccattac
atgcccagta
ttgtttcact
tatacttttt
ttaaagaacc
aaaatcaaaa
aatgaaaatc
caaactgaag
tgaatggaac

266 t

gttacgttat
acgcatataa
gtctattcat
ggccaccgat
aatacttcac
attgtaatgg
tactctttag
ttcaataagc
taccattttg
ttcaatttaa
taattatttc
aaatcttggc
nagcacggca

gagcagtggt
taataagcat
cacaataatt
caactgcaga
cattcatggc
gtcgcaattt
catttagttt
ctttgggtat
tacttatgta
tactcagatt
tcaaaatatg
ccgacgtgga
cata

gggttgcatt
tgcgtttttc
ttggcaggat
gttcgcaaca
ctatggccaa
gaggacagga
tcagaaaatt
gctagatgaa
tatcttgaaa
taatgttcga
tatgtatctc
agatgggaat
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LOCUS DQ386735 391 bp DNA linear PLN 03-MAR-2006
DEFINITION Prunus armeniaca Sc-RNase gene, exons 1, 2 and partial
cds.
ACCESSION DQ386735
VERSION DQ386735
SOURCE Prunus armeniaca (apricot)
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 391)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE S-allele diversity in Prunus armeniaca
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 391)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (02-FEB-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44, Budapest 11180, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..391
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Borsi-féle kései rdézsa"
/db_xref="taxon:36596"
/note="PCR_primers=fwd_name: PaConsI-F, rev_name:
PaConsI-R"
mRNA jJjoin(<1..21,283..>391)
/product="Sc—-RNase"
CDS join(<1l..21,283..>391)

/codon_start=3
/product="Sc—-RNase"
/protein_id="ABD63248"

/translation="VFIMSTRSYVYFQFVQQWPPTTCRVRWKPCSKPRPLONFTIH"

exon

exon

ORIGIN

<l..21

/number=1
283..>391
/number=2

1
61
121
181
241
301
361

ttgtgttcat
atatgcatat
taactttctt
actctgatag
cctgcataaa
aatttgtgca
cccggccatt

tatgagcact
aattagaatt
tggatgagtt
ttgttgaaat
atccattaac
acaatggcca
acaaaacttc

agtggtgggt
acgaaggaga
actatttggg
aagtgcagta
cttctcacaa
ccgaccacct
accatccatg

tgcattacaa
agtaggcagg
aattattttt
ttcatcattg
taattttcgce
gcagagttcg
a

tcttttgctce
aaatgtcatt
ctgcatggta
gaagctaaaa
aggatcttat
ctggaaacct

tttatatcat
aattagtaca
tctttcgatt
tggtgttctt
gtctattttc
tgctccaaac
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LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

BASE COUNT

EF101911 418 bp DNA linear PLN 03-NOV-2006

Prunus armeniaca self-incompatibility RNase S¢
(Sc—RNase), partial cds.

EF101911

EF101911

Prunus armeniaca

Prunus armeniaca

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.

1 (bases 1 to 418)

Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.

Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
Unpublished

2 (bases 1 to 418)

Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.

Direct Submission

Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..418

/organism="Prunus armeniaca"

/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Goénci magyar kajszi"

/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="VI"

/note="PCR_primers=fwd_name: PaConsI-F,

PaConsI-R"
79 c

rev_name:

113 a 73 g 153 t

/translation="LVLGFAFFLCFIMSTSGSYVYFQFVQQWPPTTCRVRWKPCSKPRPLONFTIH"

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361

tacttgttct
attacaatct
aggcaggaaa
tatttttctg
atcattggaa
ttttcgcagg
gagttcgctg

tggttttgct
tttgctcttt
tgtcattaat
catggtatct
gctaaaatgg
atcttatgtc
gaaaccttgc

ttcttcttgt
atatcatata
tagtacataa
ttcgattact
tgttcttcct
tattttcaat
tccaaacccc

gtttcattat
tgcatataat
ctttctttgg
ctgatagttg
gcataaaatc
ttgtgcaaca
ggccattaca

gagcactagt
tagaattacg
atgagttact
ttgaaataag
cattaacctt
atggccaccg
aaacttcacc

ggtgggttgc
aaggagaagt
atttgggaat
tgcagtattc
ctcacaataa
accacctgca
atccatga
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LOCUS EF101905 897 bp DNA linear PLN 03-NOV-2006

DEFINITION Prunus armeniaca self-incompatibility RNase S;
(S2-RNase), partial cds.

ACCESSION EF101905

VERSION EF101905

SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 897)

AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 897)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus

University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 1118, Hungary

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..897

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

ttcaccattc
aatgggtcga
aataaatgta
ctaattaaag
gtccccecttcece
tcctagttgt
gtggagagct
aagtaggtat
accatgctcg
aacccattag
ataacctatc
ggatcaaaat
gaaagtctaa
tgcttgtatg
ggaaagtggc

286 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Bergeron"

/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI"

/note="PCR_primers=fwd_name: EM-PC2consFD,

EM-PC3consRD"
/translation="FTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSKFEARKV
YPQLRSDLKISWADVESGNDTKEFWEGEWNKHGT"

atggcctatg
aatttgaggc
tatataggta
gcatataaat
aataagatgg
tggatatggg
gacctggcat
ggcaatggaa
aaagttttcc
atcgaagccc
attttgtact
caaaagtcaa
tcattccttt
actcagtacc
aatgacacaa

157 ¢

167 g

gccaagtagt
aaggaaagtg
tacctatgta
tttcctgcaa
tgccatcacc
tttacaaatg
tccecgtgcecce
catcacttag
gcaaactcat
tgcaactcgt
tacgtagaca
tttaatactc
agctttactc
ctcaattgcg
aattttggga

287 t

tattcaaacc
gtatgtattg
tagatccctt
cggaatgcectt
atttcataca
gcaccatctt
atgaaagttt
ggtgtgttcc
ccgtccecttat
ggagaaattt
ttcagtattt
aggttcaatg
ttttttattt
atccgatctg

aggcgaatgg

caacgatgcc
tttttattta
tataataatg
ggttagctct
aatttttcta
attggaaagg
ctatcacttt
ggttagagat
attcgacttc
gtcatcccta
aaaatatact
ggaaaaagag
aggaatttct
aagatatctt
aacaaacacg

rev_name:

tagtaattgc
tttatttatt
tatgtatcat
ttatataatt
cttaaaaacc
agatgattat
agaggagaga
ataaccgaac
tagtttttat
ggaaaaaggg
atttatgaaa
atccaagaat
gaataaatat
ggccggacgt
gcacata
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LOCUS EF101906 897 bp DNA linear PLN 03-NOV-2006
DEFINITION Prunus armeniaca self-incompatibility RNase S;
(S2-RNase), partial cds.
ACCESSION EF101906
VERSION EF101906
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 897)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 897)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 11180, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..897

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

ttcaccattc
aatgggtcga
aataaatgta
ctaattaaag
atccccttcecce
tcctagttgt
gtggagagct
aagtaggtat
accatgctcg
aacccattag
ataacctatc
ggatcaaaat
gaaagtctaa
tgcttgtatg
ggaaagtggc

288 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Konserniyi Pozdnii"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI"

/note="PCR_primers=fwd_name:

EM-PC3consRD"
/translation="FTIHGLWPSNYSNPTMLSNCNGSKFEARKV
YPQLRSDLKISWPDVESGNDTKEFWEGEWNKHGT"

atggcctatg
aatttgaggc
tatataggta
gcatataaat
aataagatgg
tggatatggg
gacctggcat
ggcaatggaa
aaaattttcc
atcgaagccc
attttgtact
caaaagtcaa
tcattccttt
actcagtacc
aatgacacaa

158 ¢

164 g

gccaagtaat
aaggaaagtg
tacctatgta
tttcctgcaa
cgccatcacc
tttacaaatg
tccecgtgecce
catcacttag
gcaaactcat
tgcaactcgt
tacgtagaca
tttaatactc
agctttactc
ctcaattgcg
aattttggga

287 t

tattcaaacc
gtatgtattg
tagatccctt
cggaatgctt
atttcataca
gcaccatctt
atgaaagttt
ggtgtgttcc
ccgtccecttat
ggagaaattt
ttcagtattt
aggttcaatg
ttttttattt
atccgatctg

aggcgaatgg

EM-PC2consFD,

caacgatgcc
tttttattta
tataataatg
ggttagctct
aatttttcta
attggaaagg
ctatcacttt
ggttagagat
attcgacttc
gtcatcccta
aaaatatact
ggaaaaagag
aggaatttct
aagatatctt
aacaaacacg

rev_name:

tagtaattgc
tttatttatt
tatgtatcat
ttatataatt
cttaaaaacc
agatgattat
agaggagaga
ataaccgaac
tagtttttat
ggaaaaaggg
atttatgaaa
atccaagaat
gaataaatat
ggccggacgt
gcactta

141



LOCUS EF101907 897 bp DNA linear PLN 03-NOV-2006
DEFINITION Prunus armeniaca self-incompatibility RNase S;
(S2-RNase), partial cds.
ACCESSION EF101907
VERSION EF101907
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 897)
AUTHORS Halasz,J., Hegedés,A. and Pedryc,A.
TITLE Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 897)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..897
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Mamaia"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI"
/note="PCR_primers=fwd_name: EM-PC2consFD, rev_name:
EM-PC3consRD"
/translation=" FTIHGLWPSNYSNPTMLSNCNGSKFEARKV

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

YPQLRSDLKISWPDVESGNDTKEFWEGEWNKHGT"

ttcaccattc
aatgggtcga
aataaatgta
ctaattaaag
atccccttcecce
tcctagttgt
gtggagagct
aagtaggtat
accatgctcg
aacccattag
ataacctatc
ggatcaaaat
gaaagtctaa
tgcttgtatg
ggaaagtggc

288 a

atggcctatg
aatttgaggc
tatataggta
gcatataaat
aataagatgg
tggatatggg
gacctggcat
ggcaatggaa
aaaattttcc
atcgaagccc
attttgtact
caaaagtcaa
tcattccttt
actcagtacc
aatgacacaa

157 ¢

164 g

gccaagtaat
aaggaaagtg
tacctatgta
tttcctgcaa
tgccatcacc
tttacaaatg
tccecgtgecce
catcacttag
gcaaactcat
tgcaactcgt
tacgtagaca
tttaatactc
agctttactc
ctcaattgcg
aattttggga

288 t

tattcaaacc
gtatgtattg
tagatccctt
cggaatgcectt
atttcataca
gcaccatctt
atgaaagttt
ggtgtgttcc
ccgtccecttat
ggagaaattt
ttcagtattt
aggttcaatg
ttttttattt
atccgatctg

aggcgaatgg

caacgatgcc
tttttattta
tataataatg
ggttagctct
aatttttcta
attggaaagg
ctatcacttt
ggttagagat
attcgacttc
gtcatcccta
aaaatatact
ggaaaaagag
aggaatttct
aagatatctt
aacaaacacg

tagtaattgc
tttatttatt
tatgtatcat
ttatataatt
cttaaaaacc
agatgattat
agaggagaga
ataaccgaac
tagtttttat
ggtaaaaggg
atttatgaaa
atccaagaat
gaataaatat
ggccggacgt
gcacata
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LOCUS EF101908 895 bp DNA linear PLN 03-NOV-2006
DEFINITION Prunus armeniaca self-incompatibility RNase Sz, (Son—
RNase), partial cds.
ACCESSION EF101908
VERSION EF101908
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 895)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 895)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..895

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

ttcaccattc
aatgggtcga
aataaatgta
ctaattaaag
atccccttcecce
tcctagttgt
gtggagagct
aagtaggtat
accatgctcg
aacccattag
ataacctatc
ggatcaaaat
gaaagtctaa
tgcttgtatg
ggaaagtggc

286 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Mandulakajszi"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI"

/note="PCR_primers=fwd_name:

EM-PC3consRD"
/translation="FTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSKFEARKV
YPRLRSDLKISWPDVESGNDTKFWEGEWNKHGT"

atggcctatg
aatttgaggc
tatataggta
gcatataaat
aataagatgg
tggatatggg
gacctggcat
ggcaatggaa
aaaattttcc
atcgaagccc
attttgtact
caaaagtcaa
tcattccttt
actcagtacc
aatgacacaa

157 ¢

166 g

gccaagtaat
aaggaaagtg
tacctatgta
tttcctgcaa
tgccatcacc
tttacaaatg
tccecgtgecce
catcacttag
gcaaactcat
tgcaactcgt
tacgtagaca
tttaatactc
agctttactc
ctcgattgcg
aattttggga

286 t

tattcaaacc
gtatgtattg
tagatccctt
cggaatgcectt
atttcataca
gcaccatctt
atgaaagttt
ggtgtgttcc
ccgtccecttat
ggagaaattt
ttcagtattt
aggttcaatg
ttttttattt
atccgatctg

aggcgaatgg

EM-PC2consFD,

caacgatgcc
tttttattta
tataataatg
ggttagctct
aatttttcta
attggaaagg
ctatcacttt
ggttagagat
attcgacttc
gtcatcccta
aaaatatact
ggaaaaagag
aggaatttct
aagatatctt
aacaagcacg

rev_name:

tagtaattgc
tttatttatt
tatgtatcat
ttatataatt
cttaaaaacc
agatgattat
agaggagaga
ataaccgaac
tagtttttat
ggaaaaaggg
atttatgaaa
atccaagaat
gaataaatat
ggccggacgt
gcaca
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LOCUS EF053410 564 bp mRNA linear PLN 06-0OCT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca mRNA for Sy—RNase partial cds.
ACCESSION EF053410
VERSION EF053410
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 564)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility in apricot is attributable to a pollen-
part mutation within the Sg—haplotype
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 564)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..564

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

tccettgtte
tattttcaat
aaccaacacc
aacccaagga
caattgcgaa
ttttgggaag
caatacttcg
aacgcttcaa
attaaaacag
ctgttacatg

177 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"
/cultivar="Ceglédi 6rias"
/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="VI."
/translation="SLVLGFAFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQOWPPTTCRLSSKPSNQHRPLQRFTIHGLWPSNY
SNPRKPSNCNGSRENFRKVYPQLRNKLKISWPDVEGGNDTKEFWEGEWNKHGTCSEERLNQMQYFERSHNIWMS
YSIAEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVSPIKTATGRTPLLRCKYDKSTQLLHEVVE"

ttggttttgce
ttgtgcaaca
ggccattaca
agcccagtaa
ataaactgaa
gtgaatggaa
aacgatccca
tcgtaccgca
caactggaag
aagtggtatt

133 ¢

111 g

tttcttcttg
atggccaccg
aagattcacc
ttgcaatggg
gatatcttgg
caaacatggc
caacatttgg
tccgacacaa
aacacccctc
ttga

143 t

tgtttcatta
acgacctgca
atccatggcce
tcgcgattta
cccgacgtgg
acatgttccg
atgtcgtaca
acatggaagt
cttcgttgca

tgagcactgg
gacttagcag
tatggccaag
actttaggaa
aaggtggcaa
aagagagact
gtattgcaga
actcggacat
aatacgataa

atcttacgtg
caaaccttcc
taactattca
agtgtaccct
cgatacaaaa
taaccaaatg
gatccttaaa
agtatcaccc
gagcactcag
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LOCUS EF053409 583 bp mRNA linear PLN 06-0OCT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca mRNA for S-.-RNase partial cds.
ACCESSION EF053409
VERSION EF053409
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 583)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility in apricot is attributable to a pollen-
part mutation within the Sg—haplotype
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 583)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..583

WYSHNITNILKSASIVPHPTQTWKYSDIVSAIKTDTQRTPLLRCKRDPAQPNSQLLHGSGIL"

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

ctcgctttcce
tcttatgtct
aaaccttgcet
aattattcaa
gtgtaccctc
gatacaaaat
agccaaatgc
atccttaaga
gtatcagcta
gcacagccga

167 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"

/cultivar="Panndénia"

/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI."
/translation="LAFLVLAFAFFLCLIMSTSGSYVYFQFVQQOWPPTTCGVRWKPCSKPRPLQIFTIHGLWP
SNYSNPTMPSYCTGSQFNDRKVYPQLRSKLKRSWPNVESGNDTKFWEGEWNKHGTCSEQTLSOMQYFERSHAM

ttgttcttgce
attttcaatt
ccaaaccccg
acccaacgat
aattgcggtc
tttgggaagg
agtacttcga
gcgcttcaat
ttaaaacaga
actctcagcet

148 c

115 g

ttttgctttce
tgtgcaacaa
gccattacaa
gcccagttat
caaactgaag
cgaatggaac
gcgatcccat
cgtaccacat
cactcaaaga
gttacatgga

153 t

ttcttgtgtc
tggccaccga
atcttcacca
tgcactgggt
aggtcttggc
aaacatggta
gcaatgtggt
ccgacacaga
acacccctcecc
agtggtattt

tcattatgag
ccacctgcgg
tccatggcect
cgcaatttaa
ccaacgtgga
catgttccga
actcgcacaa
catggaagta
ttcgttgcaa
tga

cactagtgga
agttcgctgg
atggccaagt
cgacaggaaa
aagtggcaat
acagacactt
tattacaaat
ttcggacata
acgtgatcca
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LOCUS EF053408 575 bp mRNA linear PLN 06-0OCT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca mRNA for Sg—RNase partial cds.
ACCESSION EF053408
VERSION EF053408
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 575)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility in apricot is attributable to a pollen-
part mutation within the Sg—haplotype
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 575)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..575

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

tcaaaatacc
aaggaggggt
tgtctgtgtc
gtaccacatt
tgtaccatgt
gggccaagac
cgacccagtg
gatggtgaag
ggtcggtggce
gagacacaag

149 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"
/cultivar="Ceglédi 6rias"
/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="VI."
/translation="LVLGFAFFLCLIMSTSGSYVYFQFVQQOWPPTTCGVRWKPCSKPRPLQIFTIHGLWPSNY
SNPTMPSYCTGSQFNDRKVYPQLRSKLKRSWPNVESGNDTKEFWEGEWNKHGTCSEQTLSQMQYFERSHAMWY S
HNITNILKSASIVPHPTQTWKYSDIVSAIKTDTQRTPLLRCKRDPAQPNSQLLHEVVE"

acttcatgta
gttctttgag
ggatgtggta
gcatgggatc
ttgttccatt
ctcttcagtt
caataactgg
atttgtaatg
cattgttgca
aagaaagcga

114 c¢

144 g

acagctgaga
tgtctgtttt
cgattgaagc
gctcgaagta
cgccttccca
tggaccgcaa
gcatcgttgg
gccggggttt
caaattgaaa
aaccaagaac

168 t

gttcggctgt
aatagctgat
gctcttaagg
ctgcatttgg
aaattttgta
ttgagggtac
gtttgaataa
ggagcaaggt
atagacataa
aagta

gctggatcac
actatgtccg
atatttgtaa
ctaagtgtct
tcattgccac
actttcctgt
ttacttggcce
ttccagcgaa
gatccactag

gtttgcaacg
aatacttcca
tattgtgcga
gttcggaaca
tttccacgtt
cgttaaattg
ataggccatg
ctccgcaggt
tgctcataat

146



LOCUS EF173398 565 bp mRNA linear PLN 04-DEC-2006
DEFINITION Prunus armenica mRNA for S;;—-RNase, partial cds.
ACCESSION EF173398
VERSION EF173398
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 565)
AUTHORS Halédsz,J., Pedryc,A. and Hegedls,A.
TITLE Molecular analysis of self-(in)compatibility in apricot
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 565)
AUTHORS Halész,J., Pedryc,A. and Hegedds,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (04-DEC-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..565

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"

/cultivar="Harmat"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI:"

/translation="LAFLVLAFAFFFCYVMSTGSYDYFQFVQQWPPTNCKFRKCSKPRPLQRFTIHGLWPSNY
SNPSRPSNCTGLQFEARKVYPQLOSDLKISWPDVESGNDTKEWEDEWNKHGKCSEQTLNQRQYFERSHAMWT S
FNITEILKNASIVPHPKKTWSYSDIVAPIKTATGRTPLLRCKLDKKTQLLHEVVE"

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

tctcgettte
ttatgactat
ctccaaaccc
aaacccatcg
tcagttgcaa
attttgggaa
gcagtacttc
aaacgcttca
cattaaaaca
gctgttacat

174 a

cttgttcttg
tttcaatttg
cggcctttac
aggcccagta
tctgatctga
gacgaatgga
gagcgatccc
atcgtaccac
gcaactggaa
gaagtggtat

132 ¢

108 g

cttttgcttt
tgcaacaatg
aaagattcac
attgcactgg
agatatcttg
acaaacatgg
acgcaatgtg
atccgaaaaa
gaacacccct
tttga

151 t

cttcttttgt
gccaccaacc
catccatggc
attgcaattt
gcccgacgtg
taagtgttcc
gacctcgttce
aacatggagc
ccttecgttgce

tacgttatga
aactgcaaat
ctatggccaa
gaggcaagga
gaaagtggca
gaacagacac
aatattacag
tattcggaca
aaactggata

gcactggatc
ttcgcaaatg
gtaattattc
aagtgtaccc
atgatacaaa
ttaatcaaag
aaatccttaa
tagtagcacc
agaagactca

147



LOCUS EF173399 609 bp mRNA linear PLN 04-DEC-2006
DEFINITION Prunus armeniaca mRNA for S;3-RNase, partial cds.
ACCESSION EF173399
VERSION EF173399
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 609)
AUTHORS Haldsz,J., Pedryc,A. and Hegedls,A.
TITLE Molecular analysis of self-(in)compatibility in apricot
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 609)
AUTHORS Halész,J., Pedryc,A. and Hegedis,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (04-DEC-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..609

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"
/cultivar="Korai zamatos"
/db_xref="taxon:36596"

/chromosome="VI."

/tissue_type="style"

/translation="LVLGFAFFLCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPTNCRVRTKCANPRPLQIFTIHGLWPSNY
SNPTMPSNCNGSKFEDRKVSPQLRSKLKRSWPDVESGNDTKEWEGEWNKHGTCSEQTLNQOQMQYFERSHSMWY S
FNITEILRNASIVPSATQTRTYSDIVSAIKTATOQRTPLLRCKPQPKTKSQTKSQPKSQANSLLLHEVVE"

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

tacttgttct
atgactattt
gcgccaaccc
caaacccaac
ctcaattacg
aattttggga
tgcaatactt
gaaacgcttc
ccattaaaac
agagccagac
tattttgaa

189 a

tggttttgct
tcaatttgtg
ccggccatta
gatgcccagt
atccaaattg
aggtgaatgg
cgagcgatcc
aatcgtacca
tgcaactcaa
gaagtctcag

149 c

119 g

ttcttcttgt
caacaatggc
caaatcttca
aattgcaatg
aagaggtctt
aacaaacacg
cactcaatgt
agtgcgacac
agaacacccc
cccaagagcc

152 t

gtttcattat
caccgaccaa
ccatccatgg
ggtcaaaatt
ggcccgacgt
gtacatgttc
ggtactcgtt
aaacacggac
tccttegttg
aggcgaactc

gagcactggt
ctgtagagtt
cctatggcca
tgaggacagg
ggaaagtggc
cgaacagaca
caatattaca
ctactccgac
caaacctcag
tctgctgtta

gatggatctt
cgaacgaaat
agtaattatt
aaagtgtccc
aatgatacaa
ttaaaccaaa
gaaatcctta
atagtatcag
cctaagacta
catgaagtgg

148



LOCUS EF173400 575 bp mRNA linear PLN 04-DEC-2006
DEFINITION Prunus armeniaca mRNA for S;s—RNase, partial cds.
ACCESSION EF173400
VERSION EF173400
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 575)
AUTHORS Halédsz,J., Pedryc,A. and Hegedls,A.
TITLE Molecular analysis of self-(in)compatibility in apricot
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 575)
AUTHORS Halész,J., Pedryc,A. and Hegedds,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (04-DEC-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..575

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"
/cultivar="Kech-pshar"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI."

/tissue_type="style"

/translation="SLFLVLAFAFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNPRPLQYFTIHGLWP
SNYSNPTKPSNCNGSQFDARKVSPKMRIKLKKSWPDVESGNDTREWKDEWNKHGTCSEERLNQMQYFERSHDM
WLSYNITEILKNASIVPHPTQTWIYSDIVSPLKTATGRTPTLRCKODKKTQLLHEVVE"

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

tctcgetttt
cttatgtcta
agcgaccttg
gtaattattc
aagtgtcccc
atgatacaag
ttaaccaaat
agatccttaa
tagtatcacc
agaagactca

177 a

ccttgttcett
ttttcaattt
ctccaatccc
aaacccaacg
taaaatgcga
attttggaaa
gcaatacttc
aaacgcttca
ccttaaaaca
gctgttacat

137 ¢

111 g

gcttttgcett
gtgcaacagt
cggccattac
aagcccagta
atcaagctga
gacgaatgga
gagcgatccc
atcgtaccac
gcaactggaa
gaagtggtat

150 t

tcttcttgtg
ggccaccgac
aatatttcac
attgcaatgg
agaaatcttg
acaaacatgg
acgatatgtg
atccgacaca
gaacacccac
tttga

tttcattatg
caactgcaga
catccatggc
gtcgcaattt
gccagacgtg
tacatgttcc
gttgtcgtac
aacatggaca
ccttcgcectgce

agcactggat
gttcgcatca
ctatggccaa
gatgcaagga
gaaagtggca
gaagagagac
aatattacag
tactcggaca
aaacaggata

149



LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

EF173401 563 bp mRNA linear PLN 04-DEC-2006
Prunus armeniaca mRNA for S;s—RNase, partial cds.
EF173401

EF173401

Prunus armeniaca

Prunus armeniaca

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.

1 (bases 1 to 563)

Halédsz,J., Pedryc,A. and Hegedls,A.

Molecular analysis of self-(in)compatibility in apricot
Unpublished

2 (bases 1 to 563)

Halédsz,J., Pedryc,A. and Hegedls,A.

Direct Submission

Submitted (04-DEC-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary

Location/Qualifiers

1..563

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="mRNA"
/cultivar="Zard"
/db_xref="taxon:36596"
/tissue_type="style"

/translation="LVLAFAFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQWPPTNCRVRSKPCSKPRPLONFTIPGLWPSNYS
NPRAPSNCNGSRENDGKLSPELRAKLKISWPDVESGNDTKEFWEGEWNKHGTCSEGMLNOMQYFERSYAMWMSY
NITEILKNASIVPHPTKTWKYSDIVAPIQTATGRTPLLRCKWNYNNQLLHEVVE"

BASE COUNT

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

tacttgttct
attttcaatt
ccaaaccccg
acccaagggc
aattacgggc
tttgggaagg
aatacttcga
acgcttcaat
ttcaaacagc
tgttacatga

171 a

tgcttttgct
tgtgcaacaa
gccattacaa
gcccagtaat
caaactgaag
agaatggaat
gcgatcctac
cgtaccacat
cactggaaga
agtggtattt

128 ¢

114 g

ttcttcttgt
tggccaccga
aacttcacca
tgcaatgggt
atatcttggc
aaacatggta
gcaatgtgga
ccgacaaaaa
acacccctcecc
tga

150 t

gtttcattat
ccaactgcag
tccctggect
cgcgatttaa
cggacgtgga
catgttctga
tgtcgtacaa
catggaagta
tccgttgcaa

gagcactgga
agttcgctcg
atggccaagt
tgacgggaaa
aagtggcaat
agggatgctt
tattacagaa
ctcggacata
atggaattac

tcttatgtct
aaaccttgcet
aattattcaa
ttgtctcctg
gatacaaagt
aaccaaatgc
atacttaaaa
gtagcaccca
aataatcagc

150



LOCUS EF053405 1068 bp DNA linear PLN 06-0OCT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca F-box 1 gene partial cds.
ACCESSION EF053405
VERSION EF053405
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1068)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility in apricot is attributable to a pollen-—
part mutation within the S8-haplotype
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1068)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1068
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Ceglédi o6riéas"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI."
/note="PCR_primers=fwd_name: AprSFB-F2, rev_name: AprSFB-R"

/translation="SLVRFICACKSWSDLINSSSFITTQLNRNVTKHLHVSLLCLHYPDLKRPFEFYENYEDY
PDLKRELEWSLFSNETFEHCSKLNHPLGIKKDYRVYGSSNGLVCISDDKLDTKSPIHIWNPSVRKFRTLPMST
NVKFRYIALQFGFHPGVNDYKVVRMLRVHKDDAFAVEVYSLSTDSWKKG"

BASE COUNT

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

ttctcttgtt
ttttatcacc
cctccactac
agatcttaaa
caagttaaac
cctagtatgc
ctcggttagg
tctccaattc
ccacaaagat
gggttgaaga
ataatggagt
attcgggcag
tgctgtatat
attgtgagga
aagaaatgcg
ataatgaact
aatccaagca
agctcttgtt

307 a

cggtttattt
acacagctta
cccgatctca
cgagaattgg
catcccttgg
atttcggatg
aaatttagaa
gggttccacc
gatgctttcg
acatcctctt
agcataccac
cgaaaaattc
tgaggtttac
agaaggcatg
tcecttttett
attaatggag
aggtcgtgag
tgtatttacc

213 ¢

228 g

gtgcatgcaa
acaggaatgt
aacgtccttt
aatggtcact
ggatcaagaa
acaaattgga
cccttccaat
ccggggttaa
cagtcgaagt
tggttaaaat
attattgaga
gaagagttca
aaggatcaaa
tcacaaattg
tatcctttcg
agaagtggtt
acagggattg
tacatagaaa

320 t

gtcatggagt
caccaaacac
cgagttctac
tttctccaac
agattatagg
caccaagagc
gagcaccaac
tgactacaag
ttatagtctc
gcacttggca
aatttcctct
tagcaccgga
tttgcttgct
agttttgggt
actactacaa
atggcaatgc
agttggccat
gtatggtttt

gatttgatta
ctccatgtct
gaaaactacg
gaaacatttg
gtatatggcect
cctatacaca
gttaaatttc
gttgtaagga
agcacagact
gaaccacagg
attcagcgtt
tgccattaga
ttattatttg
tctgcaagaa
tgtagttggg
tctgtatttg
ctcgagaaat
actcaata

acagctcgag
ctctactttg
aggactaccc
agcattgctc
caagcaatgg
tatggaaccc
gctatattgc
tgttgcgcgt
cttggaagaa
ggtacatttt
atgtcattcg
ttttggtcgc
agattgtttc
aaacgatgga
ttcagtatag
tgcaactatg
gaccctgagc
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LOCUS EF053407 1067 bp DNA linear PLN 06-0OCT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca F-box 2 gene partial cds.
ACCESSION EF053407
VERSION EF053407
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1067)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility analysis in apricot
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1067)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1067
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Ceglédi 6rias"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI."
/note="PCR_primers=fwd_name: AprSFB-F2, rev_name: AprSFB-R"

/translation="SLVRFICACKSWSDLINSSSFITTQLNRNVTKHLHVSLLCLHYPDLKRPFEFYENYEDY
PDLKRELEWSLESNETFEHCSKLNHPLGIKKDYRVYGSSNGLVCISDDKLDTKSPIHIWNPSVRKFRTLPMST
NVKFRYIALQFGFHPGVNDYKVVRMLRVHKDDAFAVEVYSLSTDSWKMVEEHPLWLKCTWONHRGTEYNGVTY
HITEKFPLESVMSEDSGSEKFEEFIAPDATIRCWSLLYIEVYKDQICLLYYLRLFHCEEEGMSQIEFWVLQEKR
WKEMRPEFLYPFKNYNVVGEFSIDNELSMERSGYGNALYLCNYESKQDRETGIELAISRNDPEQLLEVETYIESL

VLLN"

BASE COUNT

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

ttctcttgtt
ttttatcacc
cctccactac
agatcttaaa
caagttaaac
cctagtttgce
ctcggttagg
tctccaattc
ccacaaagat
ggttgaagaa
taatggagta
ttcgggcagce
gctgtatatt
ttgtgaggaa
agaaatgcgt
taatgaacta
atccaagcaa
gctcttgttt

310 a

cgatttattt
acacagctta
cccgatctca
cgagaattgg
catcccttgg
atttcggatg
aaatttagaa
gggttccacc
gatgctttcg
catcctcttt
acataccaca
gaaaaattcg
gaggtttaca
gaaggcatgt
ccttttettt
tcaatggaga
gatcgtgaga
gtatttacct

218 c

224 g

gtgcatgcaa
acaggaatgt
aacgtccttt
aatggtcact
ggatcaagaa
acaaattgga
cccttccaat
ccggggttaa
cagtcgaagt
ggttaaaatg
ttattgagaa
aagagttcat
aggatcaaat
cacaaattga
atcctttcaa
gaagtggtta
cagggatcga
acatagaaag

315 t

gtcatggagt
caccaaacac
cgagttctac
tttctccaac
agattatagg
caccaagagc
gagcaccaac
cgactacaag
ttatagtctc
cacttggcag
atttcctcta
agcaccggat
ttgcttgcectt
gttttgggtt
gaactacaat
tggcaatgct
gttggccatc
cttggtttta

gatttgatta
ctccatgtct
gaaaactacg
gaaacatttg
gtatatggct
cctatacaca
gtcaaatttc
gttgtaagga
agcacagact
aaccacaggg
ttcagcgtta
gccattagat
tattatttga
ctgcaagaaa
gtagttgggt
ctgtatttgt
tcgagaaatg
ctcaata

acagctcgag
ctctactttg
aggactaccc
agcattgctc
caagcaatgg
tatggaaccc
gctacattgc
tgttgcgcegt
cttggaaaat
gtacatttta
tgtcattcga
gttggtcgcect
gattgtttca
aacgatggaa
tcagtataga
gcaactatga
accctgagca
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LOCUS EF053404 1061 bp DNA linear PLN 06-0CT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca S-locus F-box 8 (SFBg) protein partial
cds.
ACCESSION EF053404
VERSION EF053404
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1061)
AUTHORS Halédsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility in apricot is attributable to a pollen-
part mutation within the Sg—haplotype
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1061)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1061
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Ceglédi 6riéas"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI."
/note="PCR_primers=fwd_name: AprSFB-F2, rev_name: AprSFB-R"

/translation="SLVRFLCTCKSWSDLIGSSIFVSTHLCRNVIKHTHVYLLCLHHPNFERLVDPNDPYLKK
EFQWSLEFPKETFEECYKLSHPLGMTEHYGIYGSSNGLVCISDEILNFDSPIHIWNPSVRKFRALPMSTNINIK
FSCVALQFGFHPGVNDYKAVRMMRTNKSALAVEVYSLKRDSWKMIEAIPPWLKCTLEHHRGTEFEFSGVAYHITIQ
KGPMLSIMSEFDSGSEKFEEITAPDAICSLWGLYIDVYKEQICLLEFICYGCEEEGMEKADLWVLQEKRWKQLSP
FIYPPDYYYCTTGISMDNKILMLRVDDIRGIRNLDLCDYESNQVLETGIELATMKYGEIEFLFSITYVESMVL

LN"

BASE COUNT

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

ttctcttgtt
ttttgttagc
cctccgcecac
atttcaatgg
cttggggagce
ggatgagatg
tagaaccgct
cgggttccac
tgccttggceca
tcctecttgg
ataccacatc
acaattcgaa
cgtttacaag
ggagaaaatt
ttatcctttt
gggaagaaca
gcaagttcgt
gtgttcaatt

306 a

cggtttattt
acacaccttc
ccaaatgttg
tctctatttt
acaaaacatt
ctgaattttg
ccaatcagca
cccggggtta
gttgaggttt
ttaaagtgca
attgagaaag
gaattcatag
ggacaaattt
gacttatggg
ggttattgtt
gatatagcta
gaaacaggaa
acttacatag

190 ¢

232 g

gcacatgcaa
ataggaatgt
aacgtcaggc
ccaatgaaac
atgtgatata
atagtcctat
gcaacattaa
atgactacaa
atagtctcag
cttggcagca
gtcctatatt
caccagatgc
gcttgctttt
ttctgcaaga
atgatataat
agggcgtagc
tcaagttggg
aaagtatggt

333 t

gtcttggagt
cacaaaacat
tgatcctgac
atttgaggat
tggctcaagc
acacatatgg
cattaaattt
ggctgtcagg
aacagactct
ttataagggt
cagcattatg
catttgcagt
aaaatgttat
aaaactgtgg
cggtattaat
agatctattt
cctgatgtca
tttactcaat

gatttgattg
gcccatgtcect
gacccgtatg
tgctccaagt
aatggtttag
aacccatcgg
agccatgttg
ctgatgcgca
tggaagatga
acatttttta
tcctttgatt
tcatgggggt
ggttgtgagg
aaacaattgt
atagatgatg
ttgtgtaatt
tatggggaaa
a

gcagctcgag
atttactctg
ttgaacaaga
taagccatcc
tttgcatttc
ttaggaaact
ctctccaatt
ccaacaaacg
ttgaagcaat
atggagtagc
taggcagtga
tatgtattga
aggagggcat
ttccttttat
aactgttaat
acgaatccaa
tcgaatcctt
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LOCUS EF053403 1061 bp DNA linear PLN 06-0CT-2006
DEFINITION Prunus armeniaca S-locus F-box protein 9 (SFBy) gene
partial cds.
ACCESSION EF053403
VERSION EF053403
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1061)
AUTHORS Halédsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Self-compatibility in apricot is attributed to a pollen-part
mutation within the Sg—haplotype
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1061)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-0CT-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1061
/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"
/cultivar="Ceglédi arany"
/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI."
/note="PCR_primers=fwd_name: AprSFB-F2, rev_name: AprSFB-R"

/translation="SLVRFICTCKSWSDLIGSSSFVSTHLHRNVITKHAHVYLLCLRHPNVERQADPDDPYVEQ
EFQWSLESNETFEDCSKLSHPLGSTKHYVIYGSSNGLVCISDEMLNEFDSPIHIWNPSVRKLRTAPISSNINIK
FSHVALQFGFHPGVNDYKAVRLMRTNKRALAVEVYSLRTDSWKMIEAIPPWLKCTWQHYKGTFENGVAYHIIE
KGPIFSIMSEFDLGSEQFEEFIAPDAICSSWGLCIDVYKGQICLLLKCYGCEEEGMEKIDLWVLQEKLWKQLEP
FIYPFGYCYDIIGINIDDELLMGRTDIAKGVADLFLCNYESKQVRETGIKLGLMSYGEIESLCSITYIESMVL

LN"

BASE COUNT

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

ttctcttgtt
ttttgttagc
cctccaccac
atttcaatgg
cttggggagce
ggatgagatg
tagaaccgct
cgggttccac
tgccttggceca
tcctecttgg
ataccacatc
acaattcgaa
cgtttacaag
ggagaaaatt
ttatcctttt
gggaagaaca
gcaagttcgt
gtgttcaatt

305 a

cggtttattt
acacaccttc
ccgaatgttg
tctctatttt
acaaaacatt
ctgaattttg
ccaatcagca
cccggggtta
gttgaggttt
ttaaagtgca
gttgagaaag
gaattcatag
ggacaaattt
gacttatggg
ggttattgtt
gatatagcta
gaaacaggaa
acttacatag

194 ¢

233 g

gcacatgcaa
ataggaatgt
aacgccaggc
ccaatgaaac
atgtgatata
atagtcctat
gcaacattaa
atgactacaa
atagtctcag
cttggcagca
gtcctatatt
caccagatgc
gcttgctttce
ttctgcaaga
atgatataat
agggcgtagc
tcaagttggg
aaagcatggt

329 t

gtcttggagt
cacaaaacat
tgatcctgac
atttgaggat
tggctcaagc
acacatatgg
cattaaattt
ggctgtcagg
aacagactct
ttataagggt
cagcattatg
catttgcagt
aaaatgttat
aaaactgtgg
cggtattaat
agatctattt
cctgatgtca
tttactcaat

gatttgattg
gcccatgtcect
gacccgtatg
tgctccaagt
aatggtttag
aacccatcgg
agccatgttg
ctgatgcgca
tggaagatga
acatttttta
tcctttgatt
tcatgggggt
ggttgtgagg
aaacaattgt
atagatgatg
ttgtgtaatt
tatggggaaa
a

gcagctcgag
atttactctg
ttgaacaaga
taagccatcc
tttgcatttc
ttaggaaact
ctctccaatc
ccaacaaacg
ttgaagcaat
atggagtagc
taggcagtga
tatgtattga
aggagggcat
ttccttttat
aactgttaat
acgaatccaa
tcgaatcctt
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LOCUS EF101912 1464 bp DNA linear PLN 03-NOV-2006
DEFINITION Prunus armeniaca S-locus SFB., partial cds.
ACCESSION EF101912
VERSION EF101912
SOURCE Prunus armeniaca
ORGANISM Prunus armeniaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae;
Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1464)
AUTHORS Haldsz,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Analysis of self-compatibility in Prunus armeniaca
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1464)
AUTHORS Halész,J., Hegedls,A. and Pedryc,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-NOV-2006) Genetics and Plant Breeding, Corvinus
University of Budapest, Menesi ut 44., Budapest 1118, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1464

BASE COUNT

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

taagaaagaa
tctgagtaca
cctttgtagg
ttttgagcgt
ttttcccaaa
acattatggg
tttcgatagt
gagcaccaac
ggttaatgac
ggtttatagt
atgcactttg
gaaaggtcct
catagcacca
aatttgcttg
atgggttctg
gatataccca
acaaacccaa
taaattactt
cttgttttaa
tattgtaaat
tttgggtctt
attattgtac
ttagaggcat
gaattgagtt
tagaaagttt

450 a

/organism="Prunus armeniaca"
/mol_type="genomic DNA"

/cultivar="Panndénia"

/db_xref="taxon:36596"
/chromosome="VI"
/translation="KKEILIDILVRLPAKSLIRFLSTCKSWSDLIGSSIFVSTHLCRNVTKHTHVYLLCLHHP
NFERLVDPNDPYLKKEFQWSLFPKETFEECYKLSHPLGMTEHYGIYGSSNGLVCISDEILNFDSPIHIWNPSV
RKFRALPMSTNINIKEFSCVALQFGFHPGVNDYKAVRMMRTNKSALAVEVYSLKRDSWKMIEAIPPWLKCTLEH
HRGTFFSGVAYHITIQKGPMLSIMSFDSGSEKFEEITIAPDAICSLWGLYIDVYKEQICLLFICYGCEEEGMEKA
DLWVLQEKRWKQLSPFI"

atcttaatcg
tgcaagtcgt
aatgtgacaa
ttggtcgacc
gaaacatttg
atatatggtt
cctatacaca
attaacatta
tacaaggctg
ctcaaaagag
gaacatcata
atgctcagca
gatgccattt
ctttttatat
caagaaaaac
ttcttaacac
aaaaaaccca
taatgcccta
gaaatttatg
gggttttggg
catattgggt
aacagggatt
aagaaatctg
ggccaccatg
ggttttactc

236 c

290 g

acatcctagt
ggagtgattt
aacataccca
ctaatgaccc
aggagtgcta
caagcaatgg
tatggaaccc
aatttagctg
taaggatgat
actcttggaa
ggggtacgtt
ttatgtcatt
gcagtttatg
gttatgggtg
ggtggaaaca
taatattata
aaaaatgaca
ttgagtgttt
gtagttttgt
tgtgtttata
atattagtaa
agtatggata
gatttatgtg
aaatatggcg
aata

488 t

aagactacct
gattggaagc
tgtttatcta
atatcttaaa
caaactaagc
tttagtttgc
atcggttagg
tgttgctctc
gcgtaccaat
gatgattgaa
tttcagtgga
cgattcaggc
ggggttatat
tgaggaggag
attgagtcct
gataaaccct
actggcctta
tgggtatttt
aatttctaag
aagttcattt
atctcccttt
acaaaatctt
attacgaatc
aaatcgaatt

gcaaaatccc
tcaatttttg
ctttgcctcc
aaggaatttc
catcccttag
atttcggatg
aaatttaggg
cagttcgggt
aaaagtgcct
gcaattcctc
gtagcatacc
agtgaaaaat
attgacgttt
ggcatggaaa
tttatttaga
ccatcattga
ttgaatctaa
tatgagattt
aagttaaagc
catatagggt
tatttatcct
aatgctaaga
caaccaagtt
cttgttttca

ttattcgcectt
ttagcacaca
accacccaaa
aatggtctct
ggatgactga
agatcctgaa
cccttccaat
tccaccctgg
tggcggttga
cttggttaaa
acatcattca
tcgaagaaat
acaaggaaca
aagctgactt
gatatttagt
atttctataa
tattgattat
tggggttggg
ctttttgtta
atttttataa
ccggattatt
gtagatgaca
cttgaaacag
attacttacg
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Figure 1. Generalized Diagrammatic Representation of a Pollen Tube.

Features and components generally considered to be present at the growing tip of pollen tubes. For details, see the text.

Felipe Cruz—Garcia

3‘ /J[ MK“ & L(}v . Vernonica Franklin-Tong
g s

157





