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1. BEVEZETÉS 
 

A növényvilágban az idegenmegporzás által kialakult genetikai variabilitás 
szelekciós elınyt biztosít a növények számára. A zárvatermı növények nagy 
részénél a kétivarú virágokban különféle mechanizmusok alakultak ki az 
önmegporzás megakadályozására. A leghatékonyabb megoldás az ún. 
inkompatibilitás, a pollentömlı fejlıdésének gátlása. Az összeférhetetlenség 
genetikailag meghatározott mechanizmusokon alapul. 

A növények számára evolúciós léptékekben hasznos idegentermékenyülés a 
termesztésben gazdasági szempontból hátrányos, hiszen az önmeddı fajtákból 
létesített ültetvényekben elengedhetetlen a megfelelı pollenadó fák telepítése. 
Ráadásul az azonos S-allélokat hordozó önmeddı fajták egymást kölcsönösen sem 
képesek megtermékenyíteni, így közös ültetvénybe telepítve nem adnak 
elfogadható termésmennyiséget. 

A Rosaceae családba tartozó gyümölcsfákat a ribonukleáz enzimek 
részvételével kialakuló gametofitikus önmeddıség jellemzi. Az európai 
kajszifajták túlnyomó része öntermékenyülı, míg az ázsiai és észak-amerikai fajták 
többsége önmeddı. Az utóbbi évek során a fagytőrés és a vírusrezisztencia elérése 
érdekében az ázsiai és észak-amerikai genotípusokat felhasználó keresztezéses 
nemesítéssel egyre több, széles körben elterjedt, önmeddı fajtát hoztak létre. A 
fajtatársítás szempontjából az S-genotípusok ismerete elengedhetetlenné vált. A 
fajták termékenyülését meghatározó szabadföldi terméskötıdési vizsgálatokat 
számos bizonytalanság terheli, hiszen ezeket a környezeti, idıjárási körülmények 
jelentısen befolyásolhatják, továbbá e vizsgálatokra csak termıkorú fák 
alkalmasak. A DNS-alapú vizsgálatok, amelyekkel a sterilitást okozó allélok a 
genomban detektálhatók, nagymértékben segíthetik a nemesítık munkáját azáltal, 
hogy alkalmazásukkal a kívánt tulajdonságot hordozó hibridek már magonckorban 
kiválogathatók. 

Azon túlmenıen, hogy a fajták S-genotípusának ismerete a kertészeti 
gyakorlatban az optimális fajtatársításhoz közvetlenül felhasználható információt 
szolgáltat, a termékenyülést irányító molekuláris rendszer mőködésének feltárása 
alapkutatási szempontból is igen jelentıs feladat. 
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2. CÉLKITŐZÉS 
 
Munkánk során a következı célokat tőztük ki: 

1. A más Prunus fajok termékenyülési viszonyainak jellemzésére 

használatos molekuláris technikák (NEpHGE, IEF, PCR) 

használhatóságának értékelése kajszi esetében, a módszerek 

továbbfejlesztése. 

2. A fajták termékenyülési viszonyait irányító S-lókusz minél több 

allélváltozatának azonosítása, jellemzése különbözı származású fajták 

vizsgálatával. 

3. Meghatározni minél több gazdaságilag jelentıs fajta és értékes 

nemesítési alapanyag S-genotípusát, különös tekintettel a magyar 

kajszifajtákra. Tisztázni a vitatott termékenyülési fenotípusú fajták S-

allél-összetételét. 

4. Az eddig leírt és újonnan megállapított S-genotípusok alapján 

elkészíteni a kajszifajták kölcsönös termékenyülési viszonyait bemutató 

táblázatot, mely közvetlenül alkalmazható az ültetvénytársítás és/vagy 

keresztezéses nemesítés genetikai információs adatbázisaként. 

5. Kideríteni a kajszi öntermékenyülı fenotípusának hátterében álló 

molekuláris okokat, azonosítani az öntermékenyülésért felelıs 

haplotípus eredeti, funkcióképes változatát. 

6. A nemesítési gyakorlat számára könnyen és gyorsan alkalmazható, 

ugyanakkor megbízható rutineljárást kidolgozni az öntermékenyülı 

hibridek korai szelekciójára. 

7. Fölmérni, mennyiben segítheti a kajszi S-lókuszáról győjtött 

molekuláris információ a gyümölcsfaj kultúrevolúciós történetének 

megismerését. 
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3. ANYAG ÉS MÓDSZER 
 
3.1. Növényanyag 

A vizsgált 74 fajta és hibrid a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és 
Növénynemesítés Tanszék szigetcsépi ültetvényébıl, az Országos Mezıgazdasági 
Minısítı Intézet tordasi génbankjából, a Mendel Egyetem (Csehország) lednicei 
ültetvényébıl, a Ceglédi Gyümölcstermesztési Kutató-Fejlesztı Intézet 
génbankjából, a Kecskeméti Fıiskola gyümölcsültetvényébıl, illetve egy 
boldogkıváraljai ültetvénybıl származott. 
 
3.2. Szabadföldi tesztkeresztezések 

Az irányított megporzásból származó gyümölcskötıdés-vizsgálatokat a 
Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Növénynemesítés Tanszékének 
szigetcsépi gyümölcsültetvényében végeztük 2005 és 2006 során. A nem ismert 
vagy vitatott termékenyüléső kajszifajták szabadföldi gyümölcskötıdés-vizsgálatát 
geitonogám megporzással értékeltük. A kompatibilitási vizsgálatok során beporzott 
virágokat megszámoltuk, az ágakat a 6. héten hálóval izoláltuk, a 
gyümölcskötıdési arányokat és a fejlıdı gyümölcsök méretét a megporzást követı 
13., 21., 28., 34., 48. és 64. napon ellenıriztük. 
 
3.3. Pollentömlı növekedésének vizsgálata 

A pollentömlık növekedését UV-fluoreszcens mikroszkóppal vizsgáltuk. A 
laboratóriumban elvégzett beporzást követıen 72 óra elteltével a termıket fixáló 
oldatba (kloroform, 95 %-os etanol, jégecet 1:3:1 térfogatarányú keveréke) 
helyeztük. A termıket 0,1 %-os anilinkék- és 33 mM K3PO4-oldatban áztatva 
festettük meg. 
 
3.4. Az S-ribonukleáz izoenzimek vizsgálata 

Az S-RN-ázoknak a bibe fejlettségi állapotával összefüggı 
aktivitásváltozását agaróz diffúziós plate-eken vizsgáltuk. A bibeszálakat a Torula 
élesztı RNS-t tartalmazó agarózra helyeztük, majd 2 órán át 37 oC-on inkubáltuk. 
A bibék eltávolítását követıen a géllapokat 0,02 % toluidinkék oldattal festettük 
meg. 

Kb. 50 bibeszálat győjtöttünk be 48 órával az antézis elıtt, illetve az antézis 
1. napján. Hideg kivonópufferben (100 mM nátrium-acetát pH 5,8, 100 µM 
fenilmetán-szulfonil-fluorid, 1 % (v/v) 2-merkaptoetanol, 100 mM KCl) 
homogenizáltuk a mintákat. A homogenizátumokat ülepítettük (2 oC, 25 min, 
18750 g). Az RN-áz aktivitás spektrofotometriás vizsgálatát 260 nm-en végeztük. 
Az abszorbanciát 1 percen át 10 másodpercenként mértük. A reakcióelegy 100 mM 
nátrium-acetátot (pH 5,8), 25 µg/ml Torula élesztı RNS-t, 1mM ditiothreitolt és 
100 mM kálium-kloridot tartalmazott. A fehérjemennyiséget Bradford-reagenssel 
határoztuk meg marhaszérum albumin kalibráció alapján. 
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3.4.3. Minta-elıkészítés az izoelektromos fókuszáláshoz 
A portokok felnyílását közvetlenül megelızıen mintegy 40 bibeszálat 

győjtöttünk fajtánként, melyeket 1 ml izoláló pufferben (30 % dimetil-szulfoxid, 
10 % szacharóz, 0,1 % Na-metabiszulfit, 0,2 % Pharmalyte pH 3–10 és 0,5 % 10 
%-os Triton X-100-oldat) homogenizáltunk, majd ülepítettünk (–4 oC, 35 perc, 
18750 g). 
 
3.4.4. Izoelektromos fókuszálás (IEF) és nem egyensúlyi izoelektromos 
fókuszálás (NEpHGE) 

A kivonatokat vertikális gélen futtattuk, amely 7,5 % poliakrilamidot, 10 % 
szacharózt és különféle amfolinokat (NEpHGE I-II: 4 % Pharmalyte pH 5–8 és 1,2 
% Ampholine pH 7–9; illetve NEpHGE III: 4 % Pharmalyte pH 3–10 és 1,2 % 
Ampholine pH 7–9) tartalmazott. A 40 µl kivonatot a gél anód felé esı oldalán 
vittünk fel, a fókuszálás az alábbiak szerint történt: 1 óra 130 V, 2 óra 260 V, 1 óra 
350 V, 1 óra 400 V (NEpHGE I); illetve további 30 perc 450 V (NEpHGE II-III). 
A katódoldat 0,1 M nátrium-hidroxid, az anódoldat 0,04 M DL-glutaminsav volt. 
A gélt a futtatás során végig 4 oC-on tartottuk. 

Az izoelektromos fókuszálást (IEF) 4 % Pharmalyte pH 3–10 amfolint 
tartalmazó gélekkel végeztük az alábbi program szerint: 1 óra 150 V, 1 óra 300 V, 
2 óra 450 V és 2 óra 550 V. Az izoelektromos pont meghatározásához pI 5,9–9,3 
tartományú pI-markerkittet használtunk (Sigma). A markerfehérjéket Coomassie 
Brilliant Blue R 250 festékkel tettük láthatóvá. A ribonukleáz izoenzimeket Torula 
élesztı RNS és toluidinkék festékkel mutattuk ki. 

 
3.5. DNS-alapú vizsgálatok 

A genomi DNS-t levelekbıl a DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki (Qiagen). 
Az S-RN-áz allélok amplifikációjához használt konszenzus primerek szekvenciáit a 
1. táblázat mutatja. A PCR-hez kb. 20-80 ng DNS-t használtunk 25 µl 
végtérfogatban. Az 1 × PCR puffer (Sigma) végsı koncentrációja 10 mM Tris-HCl 
(pH 8,3), 50 mM KCl és 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP, 0,4 µM az adott 
primerekbıl és 0,625 U Taq DNS-polimeráz (Sigma). A PCR-t a primerekhez 
közölt, eltérı protokollok alapján végeztük. A PCR-termékeket 2 %-os TAE 
agaróz gélben választottuk szét (2 h 100 V). 

Az F-box gén kódoló szakaszainak amplifikálásához konszenzus primereket 
terveztünk: AprSFB-F1, AprSFB-F2 és AprSFB-R. A PCR során alkalmazott 
hımérsékleti ciklus a következı lépésekbıl állt: 94 oC 2 min, 35 ciklus során 94 oC 
30 s, 50 oC 1,5 min és 72 oC 2 min, majd 72 oC 5 min. A PCR-reakcióelegy 
összetétele, illetve a gélelektroforézis azonos volt az S-RN-áznál ismertetett 
adatokkal. 
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1. táblázat. A PCR során felhasznált primerek nukleotidsorrendje 
primer szekvencia 5’ -3’ 

PaConsI-F MCT TGT TCT TGS TTT YGC TTT CTT C 
PaConsI-R CAT GRA TGG TGA ART WTT GTA ATG G 
PaConsII-F GGC CAA GTA ATT ATT CAA ACC 
PaConsII-R CAW AAC AAA RTA CCA CTT CAT GTA AC 
EM-PC1consRD GCC AYT GTT GMA CAA AYT GAA 
EM-PC2consFD TCA CMA TYC ATG GCC TAT GG 
EM-PC3consRD AWS TRC CRT GYT TGT TCC ATT C 
EM-PC5consRD CAA AAT ACC ACT TCA TGT AAC ARC 
SRc-F JOE-CTC GCT TTC CTT GTT CTT GC 
SRc-R GGC CAT TGT TGC ACA AAT TG 
AprSFB-F1 AAG AAW GAR AYY TTR RTC GAC AT 
AprSFB-F2 TCY CTY RTT CGR TTT MTK TG 
AprSFB-R ATY GAG WAA AAC CAW RCT YTC 

 
A össz-RNS kivonását 40-50 érett bibeszálból E.Z.N.A. Plant RNA kittel 

végeztük. A cDNS-szintézishez 0,1-5 µg össz-RNS-t használtunk 20 µl 
végtérfogatban, a reakcióelegy a következı komponensekbıl állt: 0,5 µg 
Oligo(dT)18 primer, 5x puffer (250 mM Tris-HCl pH 8,3, 250 mM KCl, 20 mM 
MgCl2, 50 mM DTT), 20 U RiboLock ribonukleáz inhibítor, 0,1 mM dNTP-mix, 
40 U M-MuLV reverz transzkriptáz (Fermentas). A reverz transzkriptáz 
hozzáadása elıtt az elegyet 65 oC-on 10 percig inkubáltuk, majd 2 percig jégen 
hőtöttük, a reverz transzkripció 42 oC-on 1 óráig tartott, végül 70 oC-on 10 percig 
inkubáltuk. A PCR során a cDNS-bıl az SRc-F és az EM-PC5consRD primerekkel 
amplifikáltunk egy megközelítıleg 600 bp hosszú fragmentumot. 

Az S-RN-áz elsı intronrégiót tartalmazó PCR-fragmentumok méretének 
meghatározása ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata 
DNS-szekvenátorral történt. 

A PCR-termékek tisztítását agaróz gélbıl QIAquick Gel Extraction Kittel 
(Qiagen) végeztük. A PCR-termékek klónozásához a pGEM-T Easy Vector 
Systemet (Promega) használtuk. 

A plazmidokat Rapid Plasmid DNA Daily Mini-prep kittel (V-gene) 
izoláltuk. Az inszertek szekvenciájának meghatározása szintén ABI PRISM 3100 
Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata DNS-szekvenátorral történt. 

A DNS- és aminosav-szekvenciák homológiavizsgálatához az NCBI 
BLAST szoftvert használtuk. Az illesztéseket a CLUSTAL W és a Vector NTI 
10.3.0 (Invitrogen) programokkal hoztuk létre. A filogenetikai és molekuláris 
evolúciós analíziseket a MEGA version 3.1 szoftverrel végeztük. 
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5. EREDMÉNYEK ÉS MEGVITATÁSUK 
 
5.1. S-genotípus meghatározása izoelektromos fókuszálással 

Kísérleteinket a kajszi esetében legmegfelelıbb izoelektromos fókuszálási 
protokoll kidolgozásával kezdtük. Eredményeink szerint a leghatékonyabb 
szétválást az 1750–1975 Vh körüli értékek esetén kaptuk, ami nem bizonyult 
elegendınek ahhoz, hogy a fehérjék elérjék izoelektromos pontjukat. Ez a technika 
tehát nem egyensúlyi izoelektromos fókuszálásnak (NEpHGE = non-equilibrium 
pH gradient electrofocusing) tekinthetı. 

A NEpHGE-vizsgálatokkal négy (S1, S2, S4 és SC) korábban leírt illetve 
kilenc új (S8–S16) S-allélhoz kötıdı ribonukleáz izoenzimet mutattunk ki. A 
levélkivonatokban a vizsgált pH-tartományokban nem volt kimutatható RN-áz 
aktivitás, ami bizonyítja, hogy a bibeszálakból készült kivonatok alkalikus RN-áz 
enzimei szövetspecifikusak, így valóban a termékenyülési folyamatokban játszanak 
szerepet. 

A ‘Ceglédi óriás’ és ‘Ligeti óriás’ azonos S-genotípussal rendelkezik (S8S9). 
Eredményeink alátámasztják a kajszi esetében szabadföldi beporzási kísérletek 
által leírt inter-inkompatibilitási csoport létezését, melyek genotípusa munkánk 
által vált ismertté. 

Az öntermékenyülı ‘Gönci magyarkajszi’, ‘Venus’, ‘Sulmona’, 
‘Nyikitszkij’, ‘Mari de Cenad’ és ‘Marculesti 5/5’ esetében a NEpHGE-vizsgálatok 
egyetlen közös izoenzimet mutattak ki. A szintén öntermékenyülı ‘Bergeron’, 
‘Mandulakajszi’, ‘Mamaia’ és ‘Konzervnij Pozdnij’ fajták heterozigótának 
bizonyultak. 

A ‘Harmat’ (S10S11) és ‘Korai zamatos’ (S12S13) korai éréső fajták. A 
koraiság a közép-ázsiai genotípusoktól származik. Az S13-allél megtalálható még a 
T-8 hibridben, a ‘Modesto’ és ‘Voszki’ fajtákban, az S11 a ‘Voszki’-ban, mely fajta 
a ‘Harmat’-hoz hasonlóan örmény genetikai vonalból eredeztethetı. 

A ‘Zard’, ‘Auróra’ és ‘Kecs-psár’ a NEpHGE II fókuszálási protokoll 
hatására egyetlen intenzív RN-áz sávot mutatott. Az általunk kidolgozott NEpHGE 
III sikeres szétválást eredményezett a ‘Kecs-psár’ esetében, melynek genotípusa 
S15SZ, míg a ‘Zard’ fajtáról igazolódott, hogy az S16-allélt hordozza. Az ‘Auróra’ 
genotípusának megállapítása csak részben volt sikeres, egyik allélját SX-ként 
jelöltük. 

Az egyes S-RN-ázok izoelektromos pontjának meghatározásához 2450 Vh-t 
használtunk. Az S4 és S12, illetve S13 és SX, továbbá az SC és S8 izoenzimek azonos 
izoelektromos pontot mutattak. 

Az általunk kidolgozott NEpHGE I-III technikák segítségével összesen 12 
fajta teljes és 11 fajta részleges S-genotípusát tudtuk meghatározni. 

 
5.2. S-RN-áz gén alapú, DNS-szintő genotípus-meghatározás 

A DNS-alapú S-genotípus-meghatározás legfıbb elınye, hogy vegetatív 
szövetbıl is elvégezhetı, így alkalmas a hibridpopulációk korai szelekciójára. 
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A csonthéjas gyümölcsfák S-lókuszában található ribonukleáz gén két 
intront tartalmaz. Az allélok elkülönítésének alapját az adja, hogy az intronokat 
jelentıs mértékő méretpolimorfizmus jellemzi, míg az RN-áz gén exonjaiban az 
enzimaktivitáshoz nélkülözhetetlen régiók szekvenciája konzervatív. 

Elsı vizsgálatainkhoz cseresznye S-allélok szekvenciájából tervezett 
primereket használtunk. Az 1. intronrégiót amplifikáló primerekkel 16 allél közül 
10, a 2. intronrégiót amplifikálókkal 11 allél volt kimutatható. 

Késıbb egy új, a 2. és 3. konzervatív régiókhoz kötıdı, degenerált 
primerpárral (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD) minden allél kimutathatóvá 
vált. A kilenc, NEpHGE és cseresznyeprimerek alapján azonosított allélon (S8–S16) 
kívül további 4 új allél (S17–S20) azonosítása vált lehetıvé. Az EM-primerekkel a 
legnagyobb intront tartalmazó SC- és S8-allélok is kimutathatók voltak, melyeket 
korábban cseresznyeprimerekkel nem tudtunk amplifikálni. 

A kisebb mérető 1. intronrégió vizsgálatához a jobb felbontás érdekében a 
forward primereket fluoreszcens festékkel jelöltük, és a PCR-fragmentumok 
méretét automata szekvenátorral határoztuk meg. Tíz általunk azonosított új allél 
elsı intronrégiójának mérete egyértelmően különbözik a korábbiaktól, három 
allélhoz azonban nem tudtunk pontos méretet rendelni. Mivel bizonyos allélok 
esetében az 1. vagy 2. intronrégiók mérete igen hasonló lehet, a pontos genotípus-
meghatározásokhoz feltétlenül ajánlható mindkét intron markerezése. Ezzel a 
megközelítéssel vált lehetıvé az S9-RN-áz elkülönítése az S20-tól, továbbá a ‘Korai 
piros’ és ‘Ceglédi Piroska’ S-genotípusának meghatározása és az utóbbi fajta 
esetében közölt pedigré felülbírálata. 

A ‘Bergeron’ és ‘Konzervnij Pozdnij’ fajták keresztezésébıl származó 
hibridek vizsgálatával megerısítettük, hogy mindkét öntermékenyülı szülı 
hordozza az S2 inkompatibilitási allélt. Az utódok genotípusának hasadási aránya a 
mendeli szabályoknak megfelelı volt. A hibridek fele homozigóta SCSC 
genotípusú, így a termékenyülés szempontjából kiváló keresztezési partnerek, mert 
utódaik mindegyike öntermékenyülı lesz függetlenül attól, hogy a keresztezési 
partner milyen S-genotípusú. A ‘Mandulakajszi’-ból izoláltunk egy mutáns S2-
allélt, amely RHV-régiójának közepén egy nem szinonim SNP található. Annak 
eldöntésére, hogy ez a pontmutáció kihatással van-e az allél funkciójára, további 
vizsgálatok szükségesek. 

Az I. inkompatibilitási csoportot további fajtákkal bıvítettük, ugyanis a 
‘Goldrich’-hez és a ‘Hargrand’-hoz hasonlóan S1S2 genotípusúak a ‘Ninfa’ és 
‘Priboto’ fajták. Mivel a ‘Priboto’ a ‘Goldrich’ rügymutációjaként jött létre, azonos 
S-genotípusuk nem meglepı (2. táblázat). 

Eredményeink alapján a két korábban megismert inkompatibilitási csoport 
mellett egy további, III. inkompatibilitási csoportot írtunk le, mely az ‘Antonio 
Errani’ és a ‘Harcot’ fajtákat tartalmazza, ezek genotípusa S1S4. 
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2. táblázat. Kajszifajták inter-inkompatibilitási csoportjai és az univerzális pollenadókat magába foglaló öntermékenyülı és 
egyedi önmeddı genotípusok. Munkánk megkezdése elıtt csak az aláhúzott fajták genotípusa volt ismert 

*A ‘Colorao’ fajtát S-genotípusa alapján az univerzális pollenadókhoz sorolták, de hímsteril 

Csoport Fajta S-genotípus 
I. inkompatibilitási 
csoport 

Goldrich, Hargrand, Lambertin-1 
Ninfa, Priboto 

S1S2 

II. inkompatibilitási 
csoport 

Ceglédi óriás 
Ligeti óriás 

S8S9 

III. inkompatibilitási 
csoport 

Harcot 
Antonio Errani 

S1S4 

Ananasznij cjurpinszkij (SCSC); Borsi-féle kései rózsa (SCSC); Ceglédi kedves (SCSC); 
Currot (SCSC); Ginesta (SCSC); NJA-8 (SCSC); Nyujtó Ferenc emléke (SCSC), Palau 
(SCSC); Pannónia (SCSC); Pasinok (SCSC); Rózsakajszi C.1406 (SCSC); Sirena (SCSC); 
Sulmona (SCSC); Zaposzdolje (SCSC) 
Mauricio (SCS1); Bayoto (SCS2); Bergeron (SCS2); Budapest (SCS2); Canino (SCS2); 
Konzervnij Pozdnij (SCS2); Mamaia (SCS2); Mandulakajszi (SCS2m); Pepito (SCS2); 
Rakovszky (SCS2); Roxana (SCS2); Toyuda (SCS2) 
Colorao (SCS5)*; Rial Fino (SCS6); Beliana (SCS7) 
Andornaktályai magyarkajszi (SCS8); Csacsanszko zlato (SCS8); Crvena ungarska 
(SCS8); Darunek malahojeva (SCS8); Effekt (SCS8); Gönci magyarkajszi (SCS8); Kâszna 
ungarska (SCS8); Krimszkij Amur (SCS8); Magyarkajszi C. 235 (SCS8); Marculesti 5/5 
(SCS8); Nagygyümölcső magyarkajszi (SCS8); Nyikitszkij (SCS8); Paksi magyarkajszi 
(SCS8); Pisana (SCS8); Venus (SCS8) 
Ceglédi arany (SCS9); Ceglédi bíborkajszi (SCS9); Korai piros (SCS20); Mari de Cenad 
(SCS19); Modesto (SCS13) 

0.csoport: 
univerzális 
pollenadók 

Ceglédi Piroska (S8S20), Harmat (S10S11); Kecs-psár (S15S18); Korai zamatos (S12S13); 
Moniquí (S2S6); Priana (S2S7); Sunglo (S2S3); T-8 (S13S14); Voszki (S11S13) 
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Vizsgálataink során tizenhárom új S-allélt azonosítottunk a kelet-európai és 
közép-ázsiai kajszi genotípusokban, mellyel az ismert kajsziallélok számát 21-re 
növeltük, ráadásul kínai fajtákban további 13 allélt azonosítottunk. A hazai 
nemesítési programokban kívánatos jellegek (pl. fagytőrés, korai érés) kialakítása 
érdekében használt ázsiai szülıpartnerek jelentısen megnövelték az S-lókusz 
variabilitását. 

Az S-RN-áz gén elsı és második intronjának EM-primerekkel végzett PCR-
analízisével 22 fajta teljes és 3 fajta részleges S-genotípusa volt meghatározható. A 
PCR-fragmentumok szekvenálása további 5 fajta esetében segítette a genotípusok 
tisztázását. Sok esetben azonban a genotípus csak a termékenyülési fenotípus 
ismeretében volt eldönthetı, mivel az SC- és S8-RN-ázok intronméretei azonosak. 

 
5.3. Az öntermékenyülés molekuláris háttere 

Izoenzim-vizsgálatokkal igazoltuk, hogy a kajszinál nem az S-
ribonukleázok funkcióvesztése okozza az öntermékenyülést. Az SC- és S8-RN-ázok 
semmilyen módszerrel nem voltak megkülönböztethetık. 

A ‘Pannónia’ SC- és a ‘Ceglédi óriás’ S8-RN-ázok cDNS-szekvenciájából 
következtetett aminosav-szekvenciák mindössze egy aminosavban különböztek, de 
a hipervariábilis régióik teljesen azonosak. A ‘Pannónia’ és ‘Currot’ SC csak 98,2 
%-os homológiát mutatott, de a specifikus felismerésért felelıs hipervariábilis 
régióban ezek között sem volt különbség. Az öntermékenyülési képessége 
kialakulását ez a 3 aminosavnyi különbség nem befolyásolja. Az SC- és S8-RN-
ázok cDNS-ének összeillesztése a genomikus SC szekvenciájával lehetıséget adott 
az 1. intron korábban rosszul meghatározott méretének (258 bp) és pozíciójának 
tisztázására. 

Egy általunk adaptált összes RN-áz kivonási módszer és enzimaktivitás-
meghatározás révén igazolták, hogy a bibe RN-áz aktivitása a virág fejlıdésével 
párhuzamosan folyamatosan növekszik. Az azonos S-genotípusú fajtákban közel 
azonos mértékő specifikus aktivitást határoztunk meg, míg a különbözı allélokat 
hordozó fajták összes RN-áz aktivitásában jelentıs eltéréseket tapasztaltunk. Bár a 
kísérletünkben mért összes ribonukleáz aktivitás mértékét a bibekivonatok nem S-
specifikus ribonukleázai is befolyásolhatták, az SCS9 és S8S9 genotípusú bibék 
azonos enzimaktivitása mégis arra utal, hogy az SC-RN-ázt az inkompatibilis fajták 
izoenzimjeihez hasonló nagyságrendő enzimaktivitás jellemzi, továbbá az SC- és 
S8-RN-ázok megegyezı mértékő affinitást mutatnak a szubsztrát Torula élesztı 
RNS iránt. Mindez további biokémiai bizonyítékot szolgáltat a két allél 
azonosságához. 

Az SC-haplotípus pollenkomponensében feltételezett mutáció funkcionális 
bizonyítására irányított szabadföldi keresztezést végeztünk. Ebben segítségünkre 
volt, hogy az öntermékenyülı ‘Ceglédi arany’ (SCS9) egy közös inkompatibilitási 
allélt (S9) hordoz az önmeddı ‘Ceglédi óriás’ (S8S9) fajtával. Amikor a ‘Ceglédi 
arany’ fajtát a ‘Ceglédi óriás’ pollenjével poroztuk be, nem kaptunk 
gyümölcskötıdést, és a bibeszálakban a ‘Ceglédi óriás’ pollentömlıi az 
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inkompatibilitásra tipikusan jellemzı tüneteket mutatták. A reciprok keresztezés és 
a ‘Gönci magyarkajszi’ × ‘Ceglédi óriás’ keresztezés 40 %-os gyümölcskötıdést 
eredményezett, vagyis kizárható, hogy a ‘Ceglédi arany’ × ‘Ceglédi óriás’ 
keresztezés sikertelenségét a ‘Ceglédi óriás’ hímsterilitása okozza. Mindez 
igazolja, hogy az öntermékenyülést okozó SC-haplotípus az S8-haplotípus 
pollenkomponens SFB génjében bekövetkezett mutáció révén alakult ki, ami az 
SFB8-allél funkcióvesztését idézte elı. 

A P. armeniaca és P. mume F-box gén konzervatív szekvenciái alapján 
degenerált primereket terveztünk. A ‘Ceglédi óriás’, ‘Ceglédi arany’, és ‘Pannónia’ 
fajtákban egy vagy két fragmentumot amplifikáltunk. A fragmentumok 
szekvenálása alapján az SFB8 és SFBC 100 %-ban azonosnak bizonyult, kivéve 
egy, az SFBC-ben elıforduló 358 bp inszerciót, melyet egy spanyol kutatócsoport 
velünk egy idıben azonosított az öntermékenyülı ‘Currot’ fajtában. 

Az SFB8 és az OriSFBC („eredeti”: inszerció nélküli) allélok csak egyetlen, 
az F-box régióban található aminosavban különböztek egymástól, míg a ‘Pannónia’ 
és ‘Currot’ fajták SFBC-alléljába ékelıdı inszerciós szekvenciák között 
kétnukleotidos eltérést mutattunk ki. Ezáltal a cseresznyénél használt jelölési 
rendszer alapján (S3’ és S4’) a kajszi SC-haplotípusa valójában az S8’-haplotípusnak 
felel meg, ahol a vesszı a pollenkomponens génben bekövetkezett mutációra utal. 
Az inszerciós szakasz legelsı tripletjénél található stop kodon hatására egy 
funkcióképtelen F-box fehérje transzlálódik, amelybıl hiányoznak a specifikus 
felismerésért felelıs HVa és HVb hipervariábilis régiók. 

A kajszi öntermékenyülésének molekuláris háttere ezek alapján úgy 
képzelhetı el, hogy a sérült SFBC fehérje nem ismeri fel az S8-RN-ázt sajátjaként, 
nem képes azzal szoros, allélspecifikus kapcsolatot létesíteni, így a szabadon 
maradt S8-RN-ázok degradálódnak a 26S proteaszómában. Ennek következtében a 
fejlıdı pollentömlık rRNS-molekulái sértetlenek maradnak, így a fehérjeszintézis 
és a tömlık növekedése, valamint a termékenyülés genetikailag akadálytalan. 
 
5.4. Az F-box gén alapú S-genotípus-meghatározás 

Az öntermékenyülı magoncok korai kiválogatásához az SC-haplotípusra 
specifikus primer szükséges. A 3 kajszi és 3 japánkajszi allél szekvenciája alapján 
tervezett AprSFB-F1/R degenerált primerpár az SFB-gén elejétıl a végéig, közel a 
teljes kódoló részt amplifikálja 27 (18+9) nukleotid kivételével. Miután a mutáns 
SFBC-allél egy 358 bp-os inszerciót tartalmaz, a primerek által felszaporított 
fragmentum mérete 1419 bp, szemben az inszerciót nem tartalmazó, eredeti 
allélból amplifikált fragmentummal, melynek mérete 1061 bp. Az általunk 
tervezett primerpár valamennyi allél esetében sikeres amplifikációt adott, és a 
PCR-mintázat alapján következtetett genotípus minden esetben összhangban állt a 
szabadföldi gyümölcskötıdési vagy pollentömlı-növekedési vizsgálatok alapján 
meghatározott termékenyülési fenotípussal. 

A primerpár kodomináns markerként használható, mert a homozigóta és 
heterozigóta genotípusok egyaránt kimutathatók. A primerek megbízhatóbb 
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eredményt adnak, mint a más fajoknál használt, a mutáns SFB-allélra specifikus 
primerek. Miután számos tényezı okozhatja a PCR-amplifikáció sikertelenségét, 
az allélspecifikus primerekkel kapott eredmények csak ún. belsı kontrollok 
használatával lesznek megbízhatóak. Mindez azonban lényegesen bonyolultabbá 
teszi a PCR-analízist, szemben az általunk kidolgozott, egyetlen konszenzus 
primerpárral elvégezhetı, egyszerő vizsgálattal. Az általunk tervezett primerek 
használhatóságát 35 fajta S-genotípus-vizsgálatával támasztottuk alá, melyek közül 
32 fajta pontos genotípusának meghatározása csak e primerekkel volt lehetséges. 

Korábban az S-RN-áz 1. és 2. intronrégiójának PCR-analízisével csak akkor 
tudtunk különbséget tenni az SC- és S8-allélok között, ha ellenıriztük a fajta 
öntermékenyülési képességét. A kizárólag SC-allél mérető fragmentumot mutató 
fajták homo- vagy heterozigóta állapota nem volt eldönthetı, így például a 
Rózsakajszi (SCSC) és a Magyarkajszi (SCS8) fajtakörök genotípusa sem. 

Mivel minden eddig vizsgált, gazdaságilag jelentıs öntermékenyülı 
kajszifajta esetében az inszerciós mutáció okozta az öntermékenyülı jelleg 
kialakulását, jelenlegi ismereteink alapján az SC-haplotípusok kimutatása 
megbízható módszer az öntermékenyülı genotípusok korai kiválogatására, ami az 
általunk tervezett AprSFB-F1/R primerpár használatával sikeresen kivitelezhetı. 

 
 
5.5. Az S-RN-áz allélok szerkezete és filogenetikai vizsgálata 

Az SC- és a tizenhárom új (S8–S20) ribonukleáz allél szerkezetét szekvencia 
és fragmentumhossz adatok alapján határoztuk meg, az intronok méretét ennek 
megfelelıen pontosan vagy becsült értékekkel jellemeztük. Az általunk izolált és 
leírt S8–S20-allélok esetében is a második intron hosszának variabilitása nagyobb 
mértékő (118–2680 bp) volt, mint az elsı introné (110–320 bp), hasonlóan az S1-7-
allélokhoz. A Prunus S-RN-áz allélokra általánosan igaz, hogy 2. intronjuk mérete 
meghaladja az 1. intron méretét, ami alól csak az S3-allél (175 bp és ~110 bp) és az 
S18-allél (~230 bp és 118 bp) kivétel. 

Az általunk izolált SC; S8; S9; S11; S13; S15 és S16 kajszi S-ribonukleáz allélok 
cDNS-bıl származó aminosav-szekvenciáit meghatároztuk, majd más RN-áz 
szekvenciák bevonásával filogenetikai analízist végeztünk UPGMA-eljárással. 

Valamennyi szekvencia közül a Rhizopus gombából izolált T2-típusú RN-áz 
került a legtávolabb a törzsfán. A Rosaceae családon belül a Maloideae és 
Prunoideae alcsaládok S-RN-áz alléljai két külön csoportot alkotnak. 

A Prunus allélok között jelentısebb mértékben elkülönülı csoportot csak a 
cseresznyébıl és mandulából származó, nem a termékenyülési folyamatokban 
résztvevı, de az S-RN-ázokhoz hasonló szerkezető, nem S-specifikus ribonukleáz 
enzimek alkotnak. Ezen enzimek nem csak a bibeszövetekben fejezıdnek ki, és 
expressziójuk az öregedés, foszforhiány és patogénfertızés hatására fokozódik. 

Filogenetikai analízisünk tovább erısíti a Rosaceae családon belül korábban 
leírt transz-specifikus evolúció jelenségét. A Prunus fajokból izolált allélok nem 
alkottak monofiletikus csoportot: vagyis az interspecifikus hasonlóság nagyobb, 
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mint az intraspecifikus hasonlóság. A P. armeniaca allélok egyes cseresznye, P. 

pseudocerasus, japánkajszi vagy mandula S-RN-ázokkal mutatják a legnagyobb 
mértékő homológiát, így a kajsziszekvenciák sem alkotnak elhatárolt, fajspecifikus 
csoportot. A bootstrap-analízis eredménye szerint a legszorosabb kapcsolat a kajszi 
S11 és japánkajszi Sf (100 %), a kajszi S15 és P. pseudocerasus S1 (100 %), illetve a 
kajszi S1 és cseresznye S2-RN-ázok (80 %) között volt kimutatható. 

 
5.6. Az S-genotípusok és a kajszi kultúrevolúciója 

A vizsgált fajták között az SCS2 genotípus 8 fajta esetében fordult elı, 
melyek között észak-amerikai (2), nyugat-európai (1), kárpát-medencei (4) és 
afgán (1) fajták is találhatók. 

A dolgozatban vizsgált két amerikai SCS2 fajta a Washington állami 
nemesítési programból származik. A ‘Bayoto’ fajta pedigréje nem ismert, de a 
‘Toyudá’-t a ‘Goldrich’ (S1S2) leszármazottjaként tartják számon, így S2-allélját is 
feltehetıen attól örökölte. Munkánk során vált ismertté a Kertészeti és 
Élelmiszeripari Egyetemen nemesített ‘Budapest’ fajta SCS2 genotípusa. A 
‘Budapest’ a ‘Nancy’ fajta ‘Akme’, ‘Magyarkajszi’ és ‘Kései rózsa’ 
pollenkeverékes megporzásából keletkezett. A pollenadó fajták közül a 
‘Magyarkajszi’ genotípusa feltételezhetıen SCS8, míg a ‘Kései rózsá’-é SCSC. Az 
‘Akme’ fajta vizsgálatainkban ugyan nem szerepelt, így biztosan nem állítható, 
ugyanakkor valószínősíthetı, hogy a ‘Budapest’ SC-allélját a pollenadó fajtáktól 
örökölte. Mindez azt jelenti, hogy az S2-allélt feltehetıen a ‘Nancy’ hordozta. A 
‘Nancy’ fajtát több szerzı a Magyarországon termesztett kajszikra vezeti vissza. 
Mivel a ‘Nancy’ szinte valamennyi jelentısebb nyugat-európai fajta (‘Moor Park’, 
‘Royal’, ‘Blenheim’ stb.) pedigréjében megtalálható, mindez jól tükrözi az európai 
fajták szők genetikai bázisát, melyhez a Magyarországon termesztett kajszifajták 
hozzájárulása igen jelentıs mértékő. 

Azt a feltevést, miszerint a magyar fajták nyugat felé terjedtek tovább, és a 
kajszi elterjedésének északi határát képezik, eredményeink is alátámasztják. Az 
öntermékenyülı Magyarkajszi fajtakör 5 különbözı országból származó 9 fajtája 
azonos, SCS8-genotípussal rendelkezik. Ez a genotípus csak a Magyarkajszi 
fajtakörbe tartozó klónok vagy az azokkal rokon fajtákban mutatható ki. Ezek 
alapján feltételezhetı, hogy a Magyarkajszi ıse S8Si-genotípusú volt (i = 
tetszıleges inkompatibilitási allél), és a pollenkomponens, SFB8-ban bekövetkezı 
mutáció hatására a mutáns S8 (S8’=SC) genotípusú pollen képes volt az 
öntermékenyítésre. A jelenleg ismert SCS8-genotípusú Magyarkajszi fajták ezeknek 
az öntermékenyüléssel létrejött utódoknak a leszármazottjai lehetnek. A nem 
mutáns S8-allélt más magyar, továbbá olasz és ukrán fajtákban is megtaláltuk. 

A dolgozatban vizsgált 74 kajszifajtában leírt allélok földrajzi elterjedését 
vizsgálva kimutatható volt, hogy Eurázsiában nyugatról keleti irányban haladva 
egyre növekvı alléldiverzitás tapasztalható, mely legnagyobb értékét a közép-
ázsiai térségben, illetve Kínában éri el. 
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A kelet-európai régióból 41 fajtában, míg a nyugat-európai régióból 15 
fajtában közel azonos mennyiségő (6 illetve 5) allél jelenléte volt kimutatható. 
Mindez arra utal, hogy Kelet-Európából az öntermékenyülı kajszigenotípusok 
nyugati irányba történı terjedése nyilvánvalóan intenzívebb volt, hiszen ezek 
termesztése lényegesen egyszerőbb. 

Az amerikai régióban 13 vizsgált fajtából 7 allélt mutattunk ki, többet, mint 
az ugyanebbe az ökoföldrajzi csoportba tartozó 15 nyugat-európai fajtából. Ennek 
azonban az az oka, hogy az USA-beli New Jersey-ben az NJA sorozat 
elıállításához az üzbég VIR-intézet fajtáit (pl. ‘Zard’) és szelekcióit használták fel. 
Az így született új fajták (pl. ‘Auróra’, ‘Orange red’) többsége azonban önmeddı, 
és e területeken korábban nem ismert inkompatibilitási allélok (pl. S13, S17) 
megjelenéséhez vezettek. 

Az amerikaihoz hasonló tendencia bontakozik ki Európában is, ahol például 
a BCE Genetika és Növénynemesítés Tanszékén folyó nemesítési programokba 
örmény fajtákat vontak be a korlátozott variabilitás leküzdésére, de ezek használata 
révén megintcsak önmeddı genotípusok, és új inkompatibilitási csoportok 
jelenhetnek meg. Mindezek tovább hangsúlyozzák a dolgozat eredményeinek 
fontosságát és jövıbeni perspektíváját. 

Eredményeink alapján az öntermékenyülı jelleget kialakító mutáció 
valószínőleg a kajszi elterjedésének útvonalán a Kína és Törökország közötti 
földrajzi térségben következhetett be. Mind a kajszi, mind az ıszibarack 
kultúrevolúciója során kiemelik a Tien-Shan vidékét, a Fergánai-medencét és 
Dzsungária környékét, melyek a magashegyi környezet, erıs UV-sugárzás, 
szélsıséges hıingás és csapadékeloszlás révén jelentısen növelhették a mutációs 
rátát. Ezt támasztja alá, hogy a közép-ázsiai ‘Roxana’ fajtából szintén ki tudtuk 
mutatni az SC-allél jelenlétét, de hipotézisünk igazolásához csak a közép-ázsiai 
kajszigenotípusok részletes és átfogó vizsgálata szolgáltathat alapot. 

Mindezek alapján, az S-genotípusok meghatározása konkrét gazdasági 
hasznán túlmenıen a termesztett faj kultúrevolúciójáról is további érdekes és 
értékes információkat adhat a jövıben. 
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6. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 

1. Nem egyensúlyi izoelektromos fókuszálási protokollokat és különbözı 

PCR-alapú módszereket adaptáltunk és fejlesztettünk tovább kajszifajták 

termékenyülési viszonyainak molekuláris szintő jellemzésére. 

2. Tizennégy országból, 4 ökoföldrajzi csoportból származó 74 kajszi 

genotípusban 13 korábban nem ismert S-haplotípust (S8–S20) 

azonosítottunk, melyek ribonukleáz génjének jellemzı intronméreteit 

meghatároztuk. 

3. Meghatároztuk 51 gazdaságilag jelentıs fajta és értékes nemesítési 

alapanyagként használt hibrid (ezen belül a Magyarkajszi és Óriás 

fajtacsoportok) korábban leírt, ismert termékenyülési fenotípusát kialakító 

S-genotípusát. Molekuláris és termékenyülési vizsgálatokkal tisztáztuk 21 

ismeretlen vagy vitatott termékenyüléső fajta öntermékenyülési 

képességét. 

4. Vizsgálataink eredményeit a szakirodalmi adatokkal összesítve 

elkészítettük a kajszifajták kölcsönös termékenyülési viszonyait 

szemléltetı táblázatot, mely 67 fajtát sorol 3 inter-inkompatibilitási 

csoportba illetve az univerzális pollenadók csoportjába. Az elsı 

inkompatibilitási csoportot két fajtával bıvítettük, továbbá a régebbrıl 

ismert két inkompatibilitási csoport mellett meghatároztunk egy új (III.) 

inkompatibilitási csoportot, mely két fajtából áll. Ez a fajtatáblázat 

genetikai információs adatbázisaként közvetlen segítséget nyújthat 

önmeddı fajtákból létesítendı ültetvények tervezéséhez és a keresztezéses 

nemesítés szülıvonalainak kiválasztásához. 

5. Genetikai és molekuláris módszerekkel igazoltuk, hogy a kajszifajták 

öntermékenyülését a pollenkomponensgénben bekövetkezett inszerciós 

mutáció okozza. Magyar fajtákból izoláltuk és jellemeztük az 

öntermékenyülésért felelıs allél (SFB8) nem mutáns, funkcióképes 

változatát. 
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6. A kajszi pollenkomponensgénjét amplifikáló konszenzus primereket 

terveztünk, melyek könnyen és gyorsan alkalmazható, ugyanakkor 

megbízható rutineljárást kínálnak a nemesítık számára az öntermékenyülı 

hibridek korai szelekciójához. Ráadásul a primerek kodomináns 

markerként használhatók, a homo- és heterozióta genotípusok kimutatását 

is lehetıvé teszik. 

7. Az újonnan azonosított kajszi és más csonthéjas fajok ismert S-RN-áz 

alléljainak aminosav-szekvencián alapuló filogenetikai analízisével 

igazoltuk a Prunoideae alcsalád S-alléljainak transz-specifikus 

evolúcióját. 
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