Doktori (PhD) értekezés tézisei

A KAJSZI ONMEDDOSEGET
MEGHATAROZO S-ALLEL-RENDSZER
MOLEKULARIS HATTERE

Halasz Julia

Budapesti Corvinus Egyetem
Genetika és Novénynemesités Tanszék
Budapest, 2007



A doktori iskola
megnevezése:

tudomanyaga:

vezetdje:

Témavezeto:

Kertészettudomanyi Doktori Iskola

Biol6giai tudomanyok

Dr. Papp Janos

egytemi tandr, DSc

Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi Kar,
Gyiimolestermd Novények Tanszék

Dr. Pedryc Andrzej

egyetemi docens, CSc

Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi Kar,

Genetika és Novénynemesités Tanszék

A jelolt a Budapesti Corvinus Egyetem Doktori szabalyzatiban eloirt

valamennyi feltételnek eleget tett, az értekezés miihelyvitdjdban elhangzott

észrevételeket és javaslatokat az értekezés atdolgozasakor figyelembe vette, ezért

az értekezés nyilvanos vitdra bocsathato.

Dr. Papp Janos

Dr. Pedryc Andrzej

Az iskolavezetd jovahagydsa A témavezetd jovahagydsa



1. BEVEZETES

A novényvildgban az idegenmegporzas altal kialakult genetikai variabilitds
szelekciés eldnyt biztosit a novények szdmdra. A zdrvatermdé novények nagy
részénél a kétivard virdgokban kiilonféle mechanizmusok alakultak ki az
onmegporzds megakaddlyozdsdra. A leghatékonyabb megoldds az tn.
inkompatibilitds, a pollentomld fejlddésének gatldsa. Az Osszeférhetetlenség
genetikailag meghatarozott mechanizmusokon alapul.

A ndvények szdmdra evolicids 1éptékekben hasznos idegentermékenyiilés a
termesztésben gazdasdgi szempontbdl hédtrdnyos, hiszen az Onmeddd fajtakbol
1étesitett lltetvényekben elengedhetetlen a megfeleld pollenad6 fik telepitése.
Ré4ad4sul az azonos S-allélokat hordozé 6nmedd§ fajtdk egymadst kdlcsondsen sem
képesek megtermékenyiteni, igy kozos {iltetvénybe telepitve nem adnak
elfogadhaté termésmennyiséget.

A Rosaceae csaladba tartozé gyiimolcsfdkat a ribonukledz enzimek
részvételével kialakulé gametofitikus Onmedddéség jellemzi. Az eurdpai
kajszifajtak tilnyomo része ontermékenyiild, mig az dzsiai és észak-amerikai fajtdk
tobbsége 6nmeddd. Az utdbbi évek sordn a fagytlirés és a virusrezisztencia elérése
érdekében az 4zsiai és észak-amerikai genotipusokat felhaszndlé keresztezéses
nemesitéssel egyre tobb, széles korben elterjedt, onmeddd fajtit hoztak létre. A
fajtatdrsitds szempontjabdl az S-genotipusok ismerete elengedhetetlenné valt. A
fajtdk termékenyiilését meghatdrozé szabadfoldi terméskotddési vizsgdlatokat
szamos bizonytalansig terheli, hiszen ezeket a kornyezeti, id6jarasi koriilmények
jelentdsen befolydsolhatjdk, tovdbbd e vizsgdlatokra csak termdkord fak
alkalmasak. A DNS-alapu vizsgalatok, amelyekkel a sterilitdst okozé allélok a
genomban detektalhatdk, nagymértékben segithetik a nemesitok munkdjat azaltal,
hogy alkalmazasukkal a kivant tulajdonsdgot hordoz6 hibridek mar magonckorban
kivalogathatok.

Azon tulmenden, hogy a fajtdk S-genotipusdnak ismerete a kertészeti
gyakorlatban az optimalis fajtatarsitdshoz kozvetleniil felhasznalhat6 informaciét
szolgdltat, a termékenyiilést irdnyit6 molekuldris rendszer miikodésének feltirdsa
alapkutatdsi szempontbdl is igen jelentds feladat.



2. CELKITUZES

Munkank sordn a kdvetkez6 célokat tuztiik ki:

1.

A mds Prunus fajok termékenyiilési viszonyainak jellemzésére
haszndlatos  molekularis  technikdk  (NEpHGE, IEF, PCR)
haszndlhat6sdgdnak értékelése kajszi esetében, a moddszerek
tovdbbfejlesztése.

A fajtdk termékenyiilési viszonyait irdnyit6 S-l6kusz minél tSbb
allélvaltozatdnak azonositdsa, jellemzése kiilonb6zd szdrmazasu fajtdk
vizsgalataval.

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

Az eddig leirt és tjonnan megdllapitott S-genotipusok alapjan
elkésziteni a kajszifajtdk kolcsonds termékenyiilési viszonyait bemutatd
tabl4zatot, mely kozvetleniil alkalmazhaté az iiltetvénytdrsitds és/vagy
keresztezéses nemesités genetikai informaciés adatbazisaként.
Kideriteni a kajszi Ontermékenyiild fenotipusdnak hatterében 4llé
molekularis okokat, azonositani az Ontermékenyiilésért felelds
haplotipus eredeti, funkciéképes valtozatat.

A nemesitési gyakorlat szdmdra konnyen és gyorsan alkalmazhato,
ugyanakkor megbizhaté rutineljardst kidolgozni az Ontermékenyiild
hibridek korai szelekcidjéra.

Folmérni, mennyiben segitheti a kajszi S-l6kuszar6l gytijtott
molekuldris informdcié a gyiimolesfaj kultirevolicids torténetének

megismerését.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényanyag

A vizsgélt 74 fajta és hibrid a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszék szigetcsépi iiltetvényébdl, az Orszagos Mezdgazdasagi
Mindsitd Intézet tordasi génbankjabol, a Mendel Egyetem (Csehorszag) lednicei
iiltetvényébdl, a Ceglédi Gyiimolcstermesztési Kutatd-Fejleszté Intézet
génbankjabol, a Kecskeméti Fdiskola gylimdlcsiiltetvényébdl, illetve egy
boldogkdvaraljai iiltetvénybdl szarmazott.

3.2. Szabadfoldi tesztkeresztezések

Az irdnyitott megporzdsbdl szdrmazd gylimolcskotddés-vizsgdlatokat a
Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékének
szigetcsépi gylimolcsiiltetvényében végeztiik 2005 és 2006 sordn. A nem ismert
vagy vitatott termékenyiilésti kajszifajtdk szabadfoldi gyiimolcskotédés-vizsgalatat
geitonogdm megporzassal értékeltiik. A kompatibilitasi vizsgalatok sordn beporzott
virdgokat megszdmoltuk, az 4gakat a 6. héten hdléval izolaltuk, a
gytimolcskotddési aranyokat és a fejlodd gyiimolesok méretét a megporzast kvetd
13.,21., 28., 34., 48. és 64. napon ellendriztiik.

3.3. Pollentomlé novekedésének vizsgalata

A pollentomlék novekedését UV-fluoreszcens mikroszképpal vizsgéltuk. A
laboratériumban elvégzett beporzast kdvetden 72 6ra elteltével a termdket fixalod
oldatba (kloroform, 95 %-os etanol, jégecet 1:3:1 térfogatardnyd keveréke)
helyeztiik. A termdket 0,1 %-os anilinkék- és 33 mM K;PO,-oldatban aztatva
festettiik meg.

3.4. Az S-ribonukleaz izoenzimek vizsgalata

Az  S-RN-dzoknak a bibe fejlettségi  dllapotdval  Osszefiiggd
aktivitasvaltozasat agardz diffiziés plate-eken vizsgaltuk. A bibeszédlakat a Torula
éleszté RNS-t tartalmazé agardzra helyeztiik, majd 2 éréan at 37 °C-on inkubdltuk.
A bibék eltdvolitasat kovetden a géllapokat 0,02 % toluidinkék oldattal festettiik
meg.

Kb. 50 bibeszdlat gyiijtottiink be 48 6rdval az antézis eldtt, illetve az antézis
1. napjan. Hideg kivonépufferben (100 mM natrium-acetdt pH 5,8, 100 uM
fenilmetan-szulfonil-fluorid, 1 % (v/v) 2-merkaptoetanol, 100 mM KCl)
homogenizéltuk a mintdkat. A homogenizdtumokat iilepitettiik (2 °C, 25 min,
18750 g). Az RN-4z aktivitds spektrofotometrids vizsgélatit 260 nm-en végeztiik.
Az abszorbancidt 1 percen at 10 masodpercenként mértiik. A reakcidelegy 100 mM
natrium-acetatot (pH 5,8), 25 pg/ml Torula éleszté RNS-t, ImM ditiothreitolt és
100 mM kélium-kloridot tartalmazott. A fehérjemennyiséget Bradford-reagenssel
hatdroztuk meg marhaszérum albumin kalibréici6 alapjan.



3.4.3. Minta-el6készités az izoelektromos fékuszalashoz

A portokok felnyildsat kozvetleniil megelézéen mintegy 40 bibeszalat
gytjtottiink fajtdnként, melyeket 1 ml izoldl6 pufferben (30 % dimetil-szulfoxid,
10 % szachar6z, 0,1 % Na-metabiszulfit, 0,2 % Pharmalyte pH 3-10 és 0,5 % 10
%-o0s Triton X-100-oldat) homogenizaltunk, majd iilepitettiink (-4 °C, 35 perc,
18750 g).

3.4.4. Izoelektromos fokuszalas (IEF) és nem egyensilyi izoelektromos
fokuszalas (NEpHGE)

A kivonatokat vertikdlis gélen futtattuk, amely 7,5 % poliakrilamidot, 10 %
szachardzt és kiilonféle 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 pl kivonatot a gél anéd felé esé oldaldn
vittiink fel, a fokuszalas az alabbiak szerint tortént: 1 6éra 130 V, 2 6ra 260 V, 1 6ra
350 V, 1 6ra 400 V (NEpHGE D); illetve tovéabbi 30 perc 450 V (NEpHGE II-11I).
A katédoldat 0,1 M nétrium-hidroxid, az anédoldat 0,04 M DL-glutaminsav volt.
A gélt a futtatds sordn végig 4 °C-on tartottuk.

Az izoelektromos fékuszédldst (IEF) 4 % Pharmalyte pH 3-10 amfolint
tartalmazé gélekkel végeztiik az aldbbi program szerint: 1 6ra 150 V, 1 6ra 300 V,
2 6ra 450 V és 2 6ra 550 V. Az izoelektromos pont meghatdrozdsdhoz pl 5,9-9,3
tartomdnyd pl-markerkittet hasznaltunk (Sigma). A markerfehérjéket Coomassie
Brilliant Blue R 250 festékkel tettiik 1athatova. A ribonukledz izoenzimeket Torula
élesztd RNS és toluidinkék festékkel mutattuk ki.

3.5. DNS-alapu vizsgalatok

A genomi DNS-t levelekbdl a DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki (Qiagen).
Az S-RN-4z allélok amplifikdcidjahoz hasznalt konszenzus primerek szekvencidit a
1. tablazat mutatja. A PCR-hez kb. 20-80 ng DNS-t haszndltunk 25 pl
végtérfogatban. Az 1 x PCR puffer (Sigma) végsd koncentracidja 10 mM Tris-HC1
(pH 8,3), 50 mM KCI és 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM az adott
primerekbdl és 0,625 U Tag DNS-polimerdz (Sigma). A PCR-t a primerekhez
kozolt, eltérd protokollok alapjdn végeztik. A PCR-termékeket 2 %-os TAE
agardz gélben vilasztottuk szét (2 h 100 V).

Az F-box gén kdédol6 szakaszainak amplifikdldsdhoz konszenzus primereket
terveztiink: AprSFB-F1, AprSFB-F2 és AprSFB-R. A PCR sordn alkalmazott
hémérsékleti ciklus a kovetkezd 1épésekbdl dllt: 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-reakciGelegy
Osszetétele, illetve a gélelektroforézis azonos volt az S-RN-dzndl ismertetett
adatokkal.



1. tablazat. A PCR sorén felhasznélt primerek nukleotidsorrendje

primer szekvencia 5’ -3’
PaConsI-F MCT TGT TCT TGS TTT YGC TTT CTT C
PaConsl-R CAT GRA TGG TGA ART WTT GTA ATG G
PaConslI-F GGC CAA GTA ATT ATT CAA ACC
PaConsII-R CAW AAC AAA RTA CCA CTT CAT GTA AC

EM-PClconsRD

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 06ssz-RNS kivondsat 40-50 érett bibeszalbol E.Z.N.A. Plant RNA Kkittel
végeztik. A cDNS-szintézishez 0,1-5 pg 0ssz-RNS-t haszndltunk 20 pl
végtérfogatban, a reakcidelegy a kovetkezd komponensekbdl allt: 0,5 pg
Oligo(dT)g primer, 5x puffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 250 mM KCl, 20 mM
MgCl,, 50 mM DTT), 20 U RiboLock ribonukledz inhibitor, 0,1 mM dNTP-mix,
40 U M-MuLV reverz transzkriptdz (Fermentas). A reverz transzkriptiz
hozzdadésa el6tt az elegyet 65 °C-on 10 percig inkubdltuk, majd 2 percig jégen
hiitottiik, a reverz transzkripcié 42 °C-on 1 6réig tartott, végiil 70 °C-on 10 percig
inkubdltuk. A PCR sordn a cDNS-bdl az SRc-F és az EM-PC5consRD primerekkel
amplifikdltunk egy megkozelitdleg 600 bp hosszi fragmentumot.

Az S-RN-4z elsd intronrégiét tartalmazé PCR-fragmentumok méretének
meghatdrozdsa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata
DNS-szekvenatorral tortént.

A PCR-termékek tisztitdsat agaréz gélbol QIAquick Gel Extraction Kittel
(Qiagen) végeztik. A PCR-termékek klénozdsdhoz a pGEM-T Easy Vector
Systemet (Promega) hasznaltuk.

A plazmidokat Rapid Plasmid DNA Daily Mini-prep kittel (V-gene)
izolaltuk. Az inszertek szekvencidjdnak meghatdrozdsa szintén ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata DNS-szekvendtorral tortént.

A DNS- és aminosav-szekvencidk homoldgiavizsgidlatdhoz az NCBI
BLAST szoftvert haszndltuk. Az illesztéseket a CLUSTAL W és a Vector NTI
10.3.0 (Invitrogen) programokkal hoztuk létre. A filogenetikai és molekuldris
evoluciés analiziseket a MEGA version 3.1 szoftverrel végeztiik.



5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. S-genotipus meghatarozasa izoelektromos fokuszalassal

Kisérleteinket a kajszi esetében legmegfelelobb izoelektromos fékuszalasi
protokoll kidolgozasdval kezdtik. Eredményeink szerint a leghatékonyabb
szétvalast az 1750-1975 Vh koriili értékek esetén kaptuk, ami nem bizonyult
elegendének ahhoz, hogy a fehérjék elérjék izoelektromos pontjukat. Ez a technika
tehdt nem egyensilyi izoelektromos fokuszédldsnak (NEpHGE = non-equilibrium
pH gradient electrofocusing) tekinthetd.

A NEpHGE-vizsgalatokkal négy (S;, Sy, S4 és Sc) kordbban leirt illetve
kilenc 4j (Sg—S;6) S-allélhoz kotddd ribonukledz izoenzimet mutattunk ki. A
levélkivonatokban a vizsgdlt pH-tartomdnyokban nem volt kimutathat6 RN-4z
aktivitds, ami bizonyitja, hogy a bibeszalakbdl késziilt kivonatok alkalikus RN-dz
enzimei szovetspecifikusak, igy valéban a termékenyiilési folyamatokban jatszanak
szerepet.

A ‘Ceglédi 6rids’ és ‘Ligeti 6rids’ azonos S-genotipussal rendelkezik (SgS).
Eredményeink aldtdmasztjdk a kajszi esetében szabadfoldi beporzasi kisérletek
altal leirt inter-inkompatibilitdsi csoport 1étezését, melyek genotipusa munkank
altal 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. A szintén Ontermékenyiild ‘Bergeron’,
‘Mandulakajszi’, ‘Mamaia’ és ‘Konzervnij Pozdnij’ fajtdk heterozigétanak
bizonyultak.

A ‘Harmat’ (S,051;) és ‘Korai zamatos’ (S)»513) korai érésti fajtdk. A
koraisdg a kozép-dzsiai genotipusoktdl szarmazik. Az Sy3-allél megtaldlhaté még a
T-8 hibridben, a ‘Modesto’ és “Voszki’ fajtdkban, az S;; a ‘“Voszki’-ban, mely fajta
a ‘Harmat’-hoz hasonléan 6rmény genetikai vonalbdl eredeztethetd.

A ‘Zard’, ‘Auréra’ és ‘Kecs-psar’ a NEpHGE II fékuszaldsi protokoll
hatdsédra egyetlen intenziv RN-4z sdvot mutatott. Az altalunk kidolgozott NEpHGE
IIT sikeres szétvdlast eredményezett a ‘Kecs-psdr’ esetében, melynek genotipusa
S1587, mig a ‘Zard’ fajtardl igazolédott, hogy az Si¢-allélt hordozza. Az ‘Auréra’
genotipusdnak megdallapitdsa csak részben volt sikeres, egyik alléljat Sx-ként
jeloltiik.

Az egyes S-RN-dzok izoelektromos pontjanak meghatdrozasdhoz 2450 Vh-t
hasznaltunk. Az S4 és S, illetve S5 €s Sx, tovabba az S és Sg izoenzimek azonos
izoelektromos pontot mutattak.

Az éltalunk kidolgozott NEpHGE I-III technikdk segitségével Osszesen 12
fajta teljes és 11 fajta részleges S-genotipusat tudtuk meghatdrozni.

5.2. S-RN-az gén alapi, DNS-szintii genotipus-meghatarozas
A DNS-alapi S-genotipus-meghatdrozas legfébb elénye, hogy vegetativ
szdvetbdl is elvégezhetd, igy alkalmas a hibridpopul4cidk korai szelekcidjdra.



A csonthéjas gylimolesfak S-l6kuszdban taldlhaté ribonukledz gén két
intront tartalmaz. Az allélok elkiilonitésének alapjat az adja, hogy az intronokat
jelentds mértékii méretpolimorfizmus jellemzi, mig az RN-4z gén exonjaiban az
enzimaktivitdshoz nélkiilozhetetlen régidk szekvencidja konzervativ.

Elsé vizsgdlatainkhoz cseresznye S-allélok szekvencidjabdl tervezett
primereket hasznaltunk. Az 1. intronrégiét amplifikdlé primerekkel 16 allél koziil
10, a 2. intronrégiét amplifikalokkal 11 allél volt kimutathatd.

Késébb egy tuj, a 2. és 3. konzervativ régidkhoz kotddd, degeneralt
primerpdrral (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD) minden allél kimutathatéva
vélt. A kilenc, NEpHGE és cseresznyeprimerek alapjan azonositott allélon (Sg—Si¢)
kiviil tovdbbi 4 1j allél (S;7—Sy0) azonositdsa valt lehetévé. Az EM-primerekkel a
legnagyobb intront tartalmazé Sc- és Ss-allélok is kimutathatdk voltak, melyeket
kordbban cseresznyeprimerekkel nem tudtunk amplifikdlni.

A kisebb méretli 1. intronrégid vizsgédlatdhoz a jobb felbontds érdekében a
forward primereket fluoreszcens festékkel jeloltik, és a PCR-fragmentumok
méretét automata szekvenatorral hatdroztuk meg. Tiz altalunk azonositott Gj allél
els6 intronrégiéjanak mérete egyértelmiien kiillonbozik a kordbbiakt6l, hirom
allélhoz azonban nem tudtunk pontos méretet rendelni. Mivel bizonyos allélok
esetében az 1. vagy 2. intronrégiok mérete igen hasonld lehet, a pontos genotipus-
meghatdrozdsokhoz feltétleniil ajdnlhat6 mindkét intron markerezése. Ezzel a
megkozelitéssel valt lehetévé az So-RN-4z elkiilonitése az Syy-t6l, tovabba a ‘Korai
piros’ és ‘Ceglédi Piroska’ S-genotipusdnak meghatdrozdsa és az ut6bbi fajta
esetében kozolt pedigré feliilbirdlata.

A ‘Bergeron’ és ‘Konzervnij Pozdnij’ fajtdk keresztezésébdl szarmazoé
hibridek vizsgdlatdval megerdsitettilk, hogy mindkét oOntermékenyiilé sziild
hordozza az S, inkompatibilitasi allélt. Az utédok genotipusdnak hasadasi ardnya a
mendeli szabdlyoknak megfeleld volt. A hibridek fele homozigéta ScSc
genotipusu, igy a termékenyiilés szempontjabdl kival6 keresztezési partnerek, mert
utédaik mindegyike ontermékenyiilé lesz fiiggetleniil att6l, hogy a keresztezési
partner milyen S-genotipusi. A ‘Mandulakajszi’-bdl izoldltunk egy mutdns S,-
allélt, amely RHV-régidjanak kozepén egy nem szinonim SNP taldlhat6. Annak
eldontésére, hogy ez a pontmuticié kihatdssal van-e az allél funkcidjara, tovabbi
vizsgélatok sziikségesek.

Az 1. inkompatibilitdsi csoportot tovédbbi fajtdkkal bdvitettiik, ugyanis a
‘Goldrich’-hez és a ‘Hargrand’-hoz hasonléan S5, genotipustiak a ‘Ninfa’ és
‘Priboto’ fajtdk. Mivel a ‘Priboto’ a ‘Goldrich’ riigymutaciéjaként jott 1étre, azonos
S-genotipusuk nem meglepd (2. tdblazat).

Eredményeink alapjan a két kordbban megismert inkompatibilitdsi csoport
mellett egy tovéabbi, III. inkompatibilitasi csoportot {rtunk le, mely az ‘Antonio
Errani’ és a “Harcot’ fajtakat tartalmazza, ezek genotipusa S,S5,.



2. tablazat. Kajszifajtdk inter-inkompatibilitdsi csoportjai és az univerzélis pollenadékat magaba foglalé ontermékenyiil és
egyedi onmeddd genotipusok. Munkdnk megkezdése eldtt csak az aldhuzott fajtdk genotipusa volt ismert

Csoport Fajta S-genotipus

I. inkompatibilitasi Goldrich, Hargrand, Lambertin-1 S.S
csoport Ninfa, Priboto 192
II. inkompatibilitdsi | Ceglédi 6rids

AR SsSo
csoport Ligeti 6rids
III. inkompatibilitdsi | Harcot

S184

csoport

Antonio Errani

0.csoport:
univerzalis
pollenadék

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

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

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

Andornaktdlyai magyarkajszi (ScSs); Csacsanszko zlato (ScSg); Crvena ungarska
(ScSg); Darunek malahojeva (ScSs); Effekt (ScSg); Gonci magyarkajszi (ScSs); Készna
ungarska (ScSg); Krimszkij Amur (ScSs); Magyarkajszi C. 235 (ScSg); Marculesti 5/5
(ScSs); Nagygylimolesti magyarkajszi (ScSs); Nyikitszkij (ScSs); Paksi magyarkajszi
(8cSy); Pisana (ScSg); Venus (ScSg)

Ceglédi arany (ScSo); Ceglédi biborkajszi (ScSo); Korai piros (ScS»0); Mari de Cenad
(ScS19); Modesto (ScS13)

Ceglédi Piroska (SgSy0), Harmat (5,0511); Kecs-psér (S;55,5); Korai zamatos (51,513);
Moniqui (S,S6); Priana (S,57); Sunglo (5,53); T-8 (S13514); Voszki (S;1513)

*A ‘Colorao’ fajtat S-genotipusa alapjan az univerzilis pollenad6khoz soroltdk, de himsteril
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Vizsgélataink sordn tizenhdrom j S-allélt azonositottunk a kelet-eurdpai és
kozép-azsiai kajszi genotipusokban, mellyel az ismert kajsziallélok szdmat 21-re
noveltiik, rdaddsul kinai fajtdkban tovabbi 13 allélt azonositottunk. A hazai
nemesitési programokban kivédnatos jellegek (pl. fagytiirés, korai érés) kialakitasa
érdekében haszndlt azsiai sziil6partnerek jelentésen megnovelték az S-l6kusz
variabilitasat.

Az S-RN-4z gén els6 és masodik intronjanak EM-primerekkel végzett PCR-
analizisével 22 fajta teljes és 3 fajta részleges S-genotipusa volt meghatdrozhatd. A
PCR-fragmentumok szekvendldsa tovdbbi 5 fajta esetében segitette a genotipusok
tisztdzdsat. Sok esetben azonban a genotipus csak a termékenyiilési fenotipus
ismeretében volt eldonthetd, mivel az Sc- €s Sg-RN-azok intronméretei azonosak.

5.3. Az ontermékenyiilés molekularis hattere

Izoenzim-vizsgdlatokkal igazoltuk, hogy a kajszindl nem az S-
ribonukledzok funkcidvesztése okozza az ontermékenyiilést. Az Sc- és Sg-RN-dzok
semmilyen médszerrel nem voltak megkiilonboztethetdk.

A ‘Pannénia’ Sc- és a ‘Ceglédi 6rids’ Sg-RN-4zok cDNS-szekvencidjabol
kovetkeztetett aminosav-szekvencidk minddssze egy aminosavban kiilonboztek, de
a hipervarigbilis régidik teljesen azonosak. A ‘Pannénia’ és ‘Currot’ Sc csak 98,2
%-0s homoldgidt mutatott, de a specifikus felismerésért felelds hipervaridbilis
régiéban ezek kozott sem volt killonbség. Az Ontermékenyiilési képessége
kialakuldsit ez a 3 aminosavnyi kiilonbség nem befolydsolja. Az Sc- és Sg-RN-
dzok cDNS-ének 0sszeillesztése a genomikus Sc szekvencidjdval lehetdséget adott
az 1. intron kordbban rosszul meghatdrozott méretének (258 bp) és pozicidjdnak
tisztazdsara.

Egy altalunk adaptdlt 6sszes RN-4z kivondsi mddszer és enzimaktivitas-
meghatdrozas révén igazoltdk, hogy a bibe RN-dz aktivitdsa a virdg fejlodésével
parhuzamosan folyamatosan novekszik. Az azonos S-genotipusu fajtdkban kozel
azonos mértéki specifikus aktivitast hatdroztunk meg, mig a kiilonboz6 allélokat
hordozé fajtak 6sszes RN-4z aktivitdsdban jelentOs eltéréseket tapasztaltunk. Bér a
kisérletiinkben mért dsszes ribonukledz aktivitds mértékét a bibekivonatok nem S-
specifikus ribonukledzai is befolydsolhattdk, az ScSy és SgSo genotipusi bibék
azonos enzimaktivitdsa mégis arra utal, hogy az Sc-RN-4zt az inkompatibilis fajtdk
izoenzimjeihez hasonlé nagysdgrendli enzimaktivitds jellemzi, tovdbbd az Sc- és
Sg-RN-4zok megegyezd mértékii affinitdst mutatnak a szubsztrit Torula élesztd
RNS irant. Mindez tovabbi biokémiai bizonyitékot szolgdltat a két allél
azonossdgahoz.

Az Sc-haplotipus pollenkomponensében feltételezett mutacié funkciondlis
bizonyitdsara irdnyitott szabadfoldi keresztezést végeztiink. Ebben segitségiinkre
volt, hogy az ontermékenyiild ‘Ceglédi arany’ (ScSy) egy kozos inkompatibilitasi
allélt (Sy) hordoz az onmeddd ‘Ceglédi 6rids’ (SsSy) fajtaval. Amikor a ‘Ceglédi
arany’ fajtit a ‘Ceglédi orids’ pollenjével poroztuk be, nem kaptunk
gylimolcskotddést, és a bibeszdlakban a ‘Ceglédi 6rids’ pollentomldéi az

11



inkompatibilitasra tipikusan jellemz§ tiineteket mutattdk. A reciprok keresztezés és
a ‘Gonci magyarkajszi’ x ‘Ceglédi 6rids’ keresztezés 40 %-os gyiimolcskotddést
eredményezett, vagyis kizdrhat6, hogy a ‘Ceglédi arany’ x ‘Ceglédi o6rids’
keresztezés sikertelenségét a ‘Ceglédi Orids’ himsterilitdisa okozza. Mindez
igazolja, hogy az Ontermékenyiilést okoz6 Sc-haplotipus az Sg-haplotipus
pollenkomponens SFB génjében bekovetkezett mutacié révén alakult ki, ami az
SFBg-allél funkcidvesztését idézte elo.

A P. armeniaca és P. mume F-box gén konzervativ szekvencidi alapjin
degenerdlt primereket terveztiink. A ‘Ceglédi 6rids’, ‘Ceglédi arany’, és ‘Pannénia’
fajtakban egy vagy két fragmentumot amplifikdltunk. A fragmentumok
szekvendldsa alapjdn az SFBg és SFBc 100 %-ban azonosnak bizonyult, kivéve
egy, az SFBc-ben el6fordulé 358 bp inszercidt, melyet egy spanyol kutatécsoport
veliink egy id6ben azonositott az dntermékenyiild ‘Currot’ fajtdban.

Az SFBg és az OriSFBc (,,eredeti”: inszercié nélkiili) allélok csak egyetlen,
az F-box régiéban taldlhaté aminosavban kiilonboztek egymastdl, mig a ‘Pannénia’
é€s ‘Currot’ fajtdk SFBc-alléljaba ¢€kel6d6 inszercids szekvencidk kozott
kétnukleotidos eltérést mutattunk ki. Ezaltal a cseresznyénél haszndlt jelolési
rendszer alapjan (S5’ és S4°) a kajszi Sc-haplotipusa valéjaban az Sg’-haplotipusnak
felel meg, ahol a vesszd a pollenkomponens génben bekdvetkezett mutdcidra utal.
Az inszercids szakasz legelsd tripletjénél taldlhatd stop kodon hatdsira egy
funkcidképtelen F-box fehérje transzldloédik, amelybdl hidnyoznak a specifikus
felismerésért felelds HVa és HVb hipervaridbilis régiok.

A kajszi Ontermékenyiilésének molekuldris hattere ezek alapjan udgy
képzelhetd el, hogy a sériilt SFB¢ fehérje nem ismeri fel az Sg-RN-4zt sajatjaként,
nem képes azzal szoros, allélspecifikus kapcsolatot létesiteni, igy a szabadon
maradt Sg-RN-dzok degraddlédnak a 26S proteaszomdban. Ennek kovetkeztében a
fejlédd pollentomlék rRNS-molekuldi sértetlenek maradnak, igy a fehérjeszintézis
és a tomlok novekedése, valamint a termékenyiilés genetikailag akadélytalan.

5.4. Az F-box gén alapi S-genotipus-meghatarozas

Az ontermékenyiild magoncok korai kivalogatisidhoz az Sc-haplotipusra
specifikus primer sziikséges. A 3 kajszi és 3 japdnkajszi allél szekvencidja alapjin
tervezett AprSFB-F1/R degeneralt primerpér az SFB-gén elejétdl a végéig, kozel a
teljes kédold részt amplifikdlja 27 (1849) nukleotid kivételével. Miutdn a mutdns
SFBc-allél egy 358 bp-os inszerciét tartalmaz, a primerek 4ltal felszaporitott
fragmentum mérete 1419 bp, szemben az inszerciét nem tartalmazd, eredeti
allélbol amplifikdlt fragmentummal, melynek mérete 1061 bp. Az A4ltalunk
tervezett primerpar valamennyi allél esetében sikeres amplifikdciét adott, és a
PCR-mintdzat alapjan kovetkeztetett genotipus minden esetben 6sszhangban 4llt a
szabadfoldi gytimoleskotddési vagy pollentomlé-novekedési vizsgalatok alapjan
meghatdrozott termékenyiilési fenotipussal.

A primerpar kodomindns markerként haszndlhatd, mert a homozigéta és
heterozigéta genotipusok egyardnt kimutathatok. A primerek megbizhatébb
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eredményt adnak, mint a mds fajokndl haszndlt, a mutdns SFB-allélra specifikus
primerek. Miutdn szdmos tényez6 okozhatja a PCR-amplifikacié sikertelenségét,
az allélspecifikus primerekkel kapott eredmények csak tun. belsé kontrollok
haszndlatdval lesznek megbizhatéak. Mindez azonban lényegesen bonyolultabba
teszi a PCR-analizist, szemben az altalunk kidolgozott, egyetlen konszenzus
primerparral elvégezhetd, egyszerli vizsgdlattal. Az altalunk tervezett primerek
hasznalhat6sagat 35 fajta S-genotipus-vizsgalataval timasztottuk ald, melyek koziil
32 fajta pontos genotipusdnak meghatdrozdsa csak e primerekkel volt lehetséges.

Korédbban az S-RN-4z 1. és 2. intronrégidjdnak PCR-analizisével csak akkor
tudtunk kiilonbséget tenni az Sc- é€s Ss-allélok kozott, ha ellendriztiik a fajta
ontermékenyiilési képességét. A kizdrélag Sc-allél méretli fragmentumot mutatd
fajtdk homo- vagy heterozigéta dllapota nem volt eldonthetd, igy példdul a
Rézsakajszi (ScSc) és a Magyarkajszi (ScSg) fajtakorok genotipusa sem.

Mivel minden eddig vizsgdlt, gazdasdgilag jelent6s Ontermékenyiild
kajszifajta esetében az inszercids muticié6 okozta az Ontermékenyiil jelleg
kialakuldsat, jelenlegi ismereteink alapjan az Sc-haplotipusok kimutatdsa
megbizhaté médszer az ontermékenyiilé genotipusok korai kivdlogatasara, ami az
altalunk tervezett AprSFB-F1/R primerpar haszndlataval sikeresen kivitelezhetd.

5.5. Az S-RN-az allélok szerkezete és filogenetikai vizsgalata

Az Sc- és a tizenhdrom 1j (Sg—S50) ribonukledz allél szerkezetét szekvencia
és fragmentumhossz adatok alapjdn hatdroztuk meg, az intronok méretét ennek
megfelelden pontosan vagy becsiilt értékekkel jellemeztiik. Az 4ltalunk izoldlt és
leirt Sg—S,p-allélok esetében is a mdsodik intron hosszdnak variabilitdsa nagyobb
mértéki (118-2680 bp) volt, mint az elsé introné (110-320 bp), hasonléan az S, ;-
allélokhoz. A Prunus S-RN-4z allélokra dltaldnosan igaz, hogy 2. intronjuk mérete
meghaladja az 1. intron méretét, ami al6l csak az Ss-allél (175 bp és ~110 bp) és az
Sys-allél (~230 bp és 118 bp) kivétel.

Az altalunk izolalt S¢; Ss; So; Si1; S13; S15 €s Sy6 kajszi S-ribonukledz allélok
cDNS-bdl szdrmazé aminosav-szekvencidit meghatdroztuk, majd mds RN-4z
szekvencidk bevondsaval filogenetikai analizist végeztiink UPGMA -eljarassal.

Valamennyi szekvencia koziil a Rhizopus gombabdl izolalt T,-tipusi RN-dz
keriilt a legtdvolabb a torzsfdn. A Rosaceae csalddon beliill a Maloideae és
Prunoideae alcsalddok S-RN-4z alléljai két kiilon csoportot alkotnak.

A Prunus allélok kozott jelentdsebb mértékben elkiiloniilé csoportot csak a
cseresznyébdl és manduldbdl szarmazé, nem a termékenyiilési folyamatokban
résztvevd, de az S-RN-4zokhoz hasonlé szerkezetii, nem S-specifikus ribonukledz
enzimek alkotnak. Ezen enzimek nem csak a bibeszovetekben fejezddnek ki, és
expresszidjuk az oregedés, foszforhidny és patogénfert6zés hatasara fokozodik.

Filogenetikai analizisiink tovabb erdsiti a Rosaceae csaladon beliil kordbban
leirt transz-specifikus evolici6 jelenségét. A Prunus fajokbdl izolalt allélok nem
alkottak monofiletikus csoportot: vagyis az interspecifikus hasonlésidg nagyobb,
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mint az intraspecifikus hasonlésdg. A P. armeniaca allélok egyes cseresznye, P.
pseudocerasus, japankajszi vagy mandula S-RN-4dzokkal mutatjdk a legnagyobb
mértéki homoldgidt, igy a kajsziszekvencidk sem alkotnak elhatarolt, fajspecifikus
csoportot. A bootstrap-analizis eredménye szerint a legszorosabb kapcsolat a kajszi
S11 és japankajszi St (100 %), a kajszi S5 és P. pseudocerasus Sy (100 %), illetve a
kajszi S és cseresznye S,-RN-dzok (80 %) kozott volt kimutathatd.

5.6. Az S-genotipusok és a kajszi kultirevolicioja

A vizsgdlt fajtdk kozott az S¢S, genotipus 8 fajta esetében fordult eld,
melyek kozott észak-amerikai (2), nyugat-eurépai (1), kdrpat-medencei (4) és
afgén (1) fajtak is taldlhatok.

A dolgozatban vizsgdlt két amerikai ScS, fajta a Washington allami
nemesitési programbdl szarmazik. A ‘Bayoto’ fajta pedigréje nem ismert, de a
‘Toyudd’-t a ‘Goldrich’ (S,S,) leszdrmazottjaként tartjadk szamon, igy Sp-alléljat is
feltehet6en att6l oOrokolte. Munkdnk sordn valt ismertté a Kertészeti és
Elelmiszeripari Egyetemen nemesitett ‘Budapest’ fajta ScS, genotipusa. A
‘Budapest” a ‘Nancy’ fajta ‘Akme’, ‘Magyarkajszi’ és ‘Kései rézsa’
pollenkeverékes megporzdsdbol keletkezett. A pollenadé fajtdk kozil a
‘Magyarkajszi’ genotipusa feltételezhetden ScSs, mig a ‘Kései r6zsd’-€ ScSc. Az
‘Akme’ fajta vizsgdlatainkban ugyan nem szerepelt, igy biztosan nem A&llithatd,
ugyanakkor valdsziniisithetd, hogy a ‘Budapest’ Sc-alléljat a pollenadd fajtdktol
orokolte. Mindez azt jelenti, hogy az S,-allélt feltehetden a ‘Nancy’ hordozta. A
‘Nancy’ fajtit tobb szerzd a Magyarorszdgon termesztett kajszikra vezeti vissza.
Mivel a ‘Nancy’ szinte valamennyi jelentdsebb nyugat-eurdpai fajta (‘Moor Park’,
‘Royal’, ‘Blenheim’ stb.) pedigréjében megtaldlhatd, mindez jol tiikkr6zi az eurdpai
fajtak sziik genetikai bazisit, melyhez a Magyarorszdgon termesztett kajszifajtdk
hozzdjaruldsa igen jelentds mértéki.

Azt a feltevést, miszerint a magyar fajtdk nyugat felé terjedtek tovabb, és a
kajszi elterjedésének északi hatarat képezik, eredményeink is aldtdmasztjdk. Az
ontermékenyiild Magyarkajszi fajtakor 5 kiilonbozd orszagbdl szarmazé 9 fajtija
azonos, ScSg-genotipussal rendelkezik. Ez a genotipus csak a Magyarkajszi
fajtakorbe tartoz6 klénok vagy az azokkal rokon fajtdkban mutathaté ki. Ezek
alapjan feltételezheté, hogy a Magyarkajszi Ose SgSi-genotipusi volt (i =
tetsz6leges inkompatibilitési allél), és a pollenkomponens, SFBg-ban bekdvetkezd
muticié hatdsdra a mutdns Sg (Sg'=Sc) genotipusi pollen képes volt az
ontermékenyitésre. A jelenleg ismert ScSs-genotipusi Magyarkajszi fajtak ezeknek
az oOntermékenyiiléssel 1étrejott utédoknak a leszdrmazottjai lehetnek. A nem
mutdns Sg-allélt mas magyar, tovabba olasz és ukran fajtdkban is megtalaltuk.

A dolgozatban vizsgalt 74 kajszifajtdban leirt allélok foldrajzi elterjedését
vizsgdlva kimutathaté volt, hogy Eurdzsidban nyugatrél keleti irdnyban haladva
egyre novekvd alléldiverzitds tapasztalhat, mely legnagyobb értékét a kozép-
dzsiai térségben, illetve Kindban éri el.
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A kelet-eurdpai régiobol 41 fajtdban, mig a nyugat-eurépai régiébdl 15
fajtdban kozel azonos mennyiségli (6 illetve 5) allél jelenléte volt kimutathatd.
Mindez arra utal, hogy Kelet-Eurépabdl az ontermékenyiilé kajszigenotipusok
nyugati irdnyba torténd terjedése nyilvanvaléan intenzivebb volt, hiszen ezek
termesztése 1ényegesen egyszeriibb.

Az amerikai régidban 13 vizsgalt fajtabdl 7 allélt mutattunk ki, tobbet, mint
az ugyanebbe az okofoldrajzi csoportba tartoz6 15 nyugat-eurdpai fajtabdl. Ennek
azonban az az oka, hogy az USA-beli New Jersey-ben az NJA sorozat
eldéllitdsdhoz az iizbég VIR-intézet fajtdit (pl. “Zard’) és szelekcidit hasznaltak fel.
Az igy sziiletett 4j fajtdk (pl. ‘Aurdra’, ‘Orange red’) tobbsége azonban 6nmeddd,
és e teriileteken kordbban nem ismert inkompatibilitdsi allélok (pl. Si3, Si7)
megjelenéséhez vezettek.

Az amerikaihoz hasonl6 tendencia bontakozik ki Eurépaban is, ahol példaul
a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszékén folyé nemesitési programokba
ormény fajtdkat vontak be a korlatozott variabilitds lekiizdésére, de ezek haszndlata
révén megintcsak ©Onmeddd genotipusok, és 1Uj inkompatibilitdsi csoportok
jelenhetnek meg. Mindezek tovabb hangsulyozzdk a dolgozat eredményeinek
fontossagat és jovObeni perspektivajat.

Eredményeink alapjdn az Ontermékenyiild jelleget kialakité mutécid
valdszinlileg a kajszi elterjedésének ttvonaldn a Kina és Torokorszdg kozotti
foldrajzi térségben kovetkezhetett be. Mind a kajszi, mind az Oszibarack
kultirevoliciéja sordn kiemelik a Tien-Shan vidékét, a Fergdnai-medencét és
Dzsungdria kornyékét, melyek a magashegyi kornyezet, erds UV-sugirzis,
sz€lsdséges hdingds és csapadékeloszlds révén jelentdsen novelhették a muticids
ratat. Ezt tdmasztja ald, hogy a kozép-dzsiai ‘Roxana’ fajtabdl szintén ki tudtuk
mutatni az Sc-allél jelenlétét, de hipotézisiink igazoldsahoz csak a kozép-dzsiai
kajszigenotipusok részletes és atfogd vizsgalata szolgaltathat alapot.

Mindezek alapjan, az S-genotipusok meghatirozdsa konkrét gazdasagi
haszndn tdlmenden a termesztett faj kultdrevoldciéjardl is tovabbi érdekes és
értékes informdacidkat adhat a jovében.
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6. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.

Nem egyenstlyi izoelektromos fékuszaldsi protokollokat és kiilonb6zd
PCR-alapti mddszereket adaptdltunk és fejlesztettiink tovabb kajszifajtdk
termékenyiilési viszonyainak molekuldris szintli jellemzésére.

Tizennégy orszdgbdl, 4 o©kofdldrajzi csoportbdl szdrmazé 74 Kkajszi
genotipusban 13  kordbban nem ismert S-haplotipust (Ss—S,)
azonositottunk, melyek ribonukledz génjének jellemzd intronméreteit
meghataroztuk.

Meghatdroztuk 51 gazdasdgilag jelentés fajta és értékes nemesitési
alapanyagként hasznalt hibrid (ezen beliil a Magyarkajszi és Orids
fajtacsoportok) kordbban leirt, ismert termékenyiilési fenotipusat kialakito
S-genotipusat. Molekuldris és termékenyiilési vizsgalatokkal tisztdztuk 21
ismeretlen vagy vitatott termékenyiilésii fajta Ontermékenyiilési
képességét.

Vizsgdlataink eredményeit a szakirodalmi adatokkal Osszesitve
elkészitettik a kajszifajtdk kolcsonds termékenyiilési  viszonyait
szemléltetd tdblazatot, mely 67 fajtit sorol 3 inter-inkompatibilitdsi
csoportba illetve az univerzdlis pollenadék csoportjdba. Az elsd
inkompatibilitdsi csoportot két fajtdval bdvitettiik, tovabba a régebbrol
ismert két inkompatibilitdsi csoport mellett meghatdroztunk egy 4j (III.)
inkompatibilitdsi csoportot, mely két fajtdbol 4ll. Ez a fajtatdbldzat
genetikai informdcidés adatbdzisaként kozvetlen segitséget nyujthat
onmeddd fajtakbdl 1étesitendd iiltetvények tervezéséhez és a keresztezéses
nemesités sziildvonalainak kivélasztdsdhoz.

Genetikai és molekuldris médszerekkel igazoltuk, hogy a kajszifajtdk
ontermékenyiilését a pollenkomponensgénben bekovetkezett inszercids
mutdcié6 okozza. Magyar fajtdkbdl izoldltuk és jellemeztik az
ontermékenyiilésért felelds allél (SFBg) nem mutdns, funkcidképes

valtozatat.
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6. A kajszi pollenkomponensgénjét amplifikdld konszenzus primereket
terveztiink, melyek konnyen és gyorsan alkalmazhaté, ugyanakkor
megbizhatd rutineljarast kindlnak a nemesiték szdmara az ontermékenyiild
hibridek korai szelekcidjdhoz. Rdaddsul a primerek kodomindns
markerként haszndlhatdk, a homo- és heteroziéta genotipusok kimutatasat
is lehet8vé teszik.

7. Az Gjonnan azonositott kajszi és mds csonthéjas fajok ismert S-RN-4z
alléljainak aminosav-szekvencidn alapuldé filogenetikai analizisével
igazoltuk a Prunoideae alcsaldd S-alléljainak transz-specifikus

evolicidjat.
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