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1. Bevezetés

A 20. sz. méasodik felétdl, a DNS szerkezetének €s biologiai funkcidjanak felfedezésétdl eltelt
alig tobb mint 50 év alatt a DNS alapu vizsgélatok széles korben elterjedtek, mara mar nem csak
célzottan az adott témaval foglalkoz6 kutaték mindennapjainak részei. A DNS alapu molekuldris
markerezés témakore széles teriiletet olel fel szamos alkalmazdsi lehetGséggel, megkozelitéssel,

technikaval.

A téma sokrétlisége ebben a dolgozatban is megjelenik, ahol kiillonb6z6 kérdésfelvetésekre — mo-
lekularis taxonémia és egy fenotipusos tulajdonsag markerezése — keressiik a vélaszt. A kiilonb6z6
jellegii kérdések mas €s mds mddszertani megkozelitést igényelnek, ami az adatok kiértékelésének,
markerezési technikétdl fiiggben az adatelemzési modszerek tarhaza is rendkiviil széles skdlan

mozog.

A molekularis markerek tobb szinten szolgdlhatnak értékes informdcidval a ndovénynemesitd
szamdra. A nemesités soran szamitasba vehet6 genotipusok — €s dltaldban egy adott novényfaj fajai,
fajtai — szdrmazasanak és rokonsagi kapcsolatainak tisztdzdsa segiti a keresztezések megtervezését
és az azt kovet6 szelekciot. A keresztezések elvégzésével nem fejezddik be azonban a nemesitd
munkdja, s6t, ekkor kezdddik csak igazdn. A szelekcid Osszetett folyamatdt a nemesitési prog-
ramban egyes kiemelt hangsullyal kezelt tulajdonsdgok molekularis markerezése felgyorsithatja,
leegyszertisitheti. Egyes esetekben — pl. a kiilonboz6 eredetli rezisztenciagének piramidéldsa esetén
— molekularis markerekkel olyan genotipus szelekci6 is lehetdévé valik, amelynek kivitelezése

fenotipusos értékeléssel a gyakrolatban rendkiviil iddigényes és nehézkes.

Jelen dolgozat a markerezés két teriiletét mutatja be. Az egyik a rokonsagi kapcsolatok keresése
rozsa fajok genetikai ujjlenyomatai alapjin, a masik a sz616 egy célzott génjének, illetve tulajdon-

sdganak kovetése az ahhoz kapcsolt markerrel.

A rézsa nemzetség magyarorszagi diverzitasa

A Rosa L. — és tobb mas — nemzetség magyarorszdgi nagy fajdiverzitdsa az orszag foldrajzi

sajatossagaival magyarazhaté. A Karpat-medencében harom éghajlati tényezd 1ép kolcsonhatdsba
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1. Bevezetés

egymadssal, ezen introgressziv iitkozési vonalakon a rézsa fajok gyakori interspecifikus hibridiza-

cidja komplex mintazatu valtozatossdgot, valamint unikalis fajokat eredményez (FACSAR, 2002).

A novényrendszertani kutatdsok legtomorebben azzal a monddassal jellemezhet6ek, amely szerint
»ahol két taxondmus 0Osszeiil, ott kialakul hdrom vélemény”. Ez kiilondsen érvényes az olyan
Osszetett multd nemzetségekre, mint amilyen a rézsa. A kiterjedt multbéli és recens hibridiz4-
cié és az évszazadok oOta érvényesiild jelentGs antropogén hatds, tovabba a poliploidia széles
skaldjanak jelenléte jelentGsen befolydsolhatjdk a genus rendszertanit. A fajok véltozékonyak,
konnyen keresztezOdnek egymdssal, ami megneheziti elkiilonitésiiket (FACSAR, 1993; WISSE-
MANN, 2003; FACSAR, 2004; KERENYI-NAGY, 2006; KOOPMAN és mts., 2008). Eppen ezért
egy rézsdkra vonatkozé egységes rendszertan felépitése €s a rozsdk rendszertani besoroldsa igen
nehézkes, azokban a helyileg pontos lokdlis fléramiivek és a bizonytalan és a sok, méshol fajként
kezelt taxont dsszevoné generdlis floramiivek ellentéte fejezddik ki. A morfoldgiai valtozatossag
Osszetettsége miatt — beleértve a kornyezeti hatdsok 4ltal indukalt eltéréseket is — a karakterek
egyértelmli taxondmiai értelmezése gyakran nem egyszerli. Molekuldris markerek segitségével
szdmos hatrany kikiiszobolhetd. Kevés informacidval rendelkeziink ugyanakkor arrél, mennyiben
oldhat¢ fel a kiterjedt hibridizaci6 eredményeként 1étrejott genetikai mintdzat AFLP markerekkel.
Az introgressziv folyamatok markerekre gyakorolt hatdsanak megismerésével olyan metodikai
egyiittes allithato fel, amely alkalmazhat6 lehet pl. a ligeti sz616vel kapcsolatos aktudlis kérdések

(pl. 1étezik-e maga a faj ?) megvalaszoldsara is.

Magvatlansag nyomonkovetése szolonél (Vitis vinifera L.) SCAR-CAPS markerrel

A csemegesz0l6-nemesitésben alapvetd igény a magvatlan genotipusok nemesitése, a vildgpiacon
egy-két fajta kivételével kizar6lag magvatlan csemegesz6l6 kereskedelme folyik (SPIEGEL-ROY
és mts., 1990; BOUQUET és DANGLOT, 1996). Egy 4j fajta nemesitése sordn a magvatlansag
csak egyike a kivanatos tulajdonsagoknak, ezért a fajtdnak szamos tovabbi kovetelménynek is meg
kell felelnie, igy kulcsfontossdgi kérdés a megfelelden nagy egyedszdmi utédnemzedék elérése.
A hibridcsalddok egyedeinek azonban — a keresztezési kombindciétdl fliggben — sokszor csak
kis hdanyada magvatlan (ROYTCHEV, 1998), a magoncok felnevelése pedig a termdre fordulésig
koltséges. Ezért egy a magvatlansag magonc-kori jelzésére alkalmas molekularis marker hatékony

eszkoz lehet a nemesitd kezében.

Bar a csemegesz6l6 nemesitésben kivdnatos sztenospermokarp magvatlansdg genetikai héttere
még nincs teljes mértékben tisztdzva, az utdbbi években kialakult konszenzus alapjan feltéte-
lezhetd, hogy azt egy domindns inhibitor gén (SdI) irdnyitja (BOUQUET és DANGLOT, 1996),
amelyhez kapcsolt markerek rendelkezésre dllnak (LAHOGUE és mts., 1998). Ezeket azonban
minden sziil6kombinéci6 esetén tesztelni kell, meg kell vizsgdlni, valéban alkalmas-e a marker

a tulajdonsdg nyomonkovetésére az adott keresztezések utédnemzedékében.




2. Célkituzés

A rézsa nemzetség egyes magyarorszagi képviseloinek AFLP vizsgalata

Az értekezés els6 részében arra keresem a valaszt, mennyiben alkalmazhat6 az AFLP technika a
Rosa nemzetség evolucidjat €s jelenkori diverzitasdt meghatdrozo kiterjedt hibridizacids folyama-

tok vizsgdlatdra. Ennek megvalaszoldsdahoz az aldbbi célokat tliztem ki :
— Magyarorszag egyes rozsa taxonjai, taxoncsoportjai, ezek kozott szamos hibrid rokonsagi
viszonyainak vizsgélatit AFLP markerekkel,

— azon adatelemzési mddszerek megkeresése, amelyek képesek az adatszerkezet hibrid taxo-

nokkal kapcsolatos informéciéit feltarni.

— Az AFLP vizsgélatok kiegészitéseként célul tliztem ki tovdbba a Pimpinellifoliae szekcid

ITS polimorfizmusanak eldzetes felmérését.

Sz6l6-magvatlansag nyomonkovetése DNS alapi molekularis markerrel

A dolgozat masodik részében a vizsgélatok célja a sz616 sztenospermokarp magvatlansagédnak
kialakuldsaért felel6s SdI domindns inhibitor génhez kapcsolt marker 6roklddésének, felhasznél-
hatésdganak vizsgélata, illetve az SCCS 16kusz jellemzése volt. Ehhez az aldbbi célkitlizéseket

allitottam fel:

— hérom hibridcsalad sziil6parjai SCCS genotipusanak meghatarozasat,

— az irodalomban kozo6lt, a magvatlansdghoz kapcsolt SCC8 SCAR-CAPS marker alkalmaz-

hatésdganak tesztelését a fenti csalddokban,

— az SCC8 16kusz molekuldris jellemzését, valamint annak lokalizalasat a *Pinot noir’ geno-

mon.

— Célul tliztem ki tovabbd az SCC8 marker esetleges tovabbfejlesztését, finomitasat.







3. Irodalmi attekintés

3.1. Molekularis markerek

Mind a genetikai kutatdsok, mind pedig a nemesités sordn régdta hasznaljadk a markerezés adta
lehetdségeket. A markerek klasszikus értelemben morfoldgiai markerek, melyek a markergén altal
meghatérozott fenotipus €s a markerezni (kdvetni) kivant célgén altal kialakitott fenotipus kozotti,
a gének fizikai kapcsoltsdgan alapuld egyiittes 6roklédésre épitettek. Mivel azonban a fehérjét
kodol6 géneknek is csak kis hdnyada nyilvdnul meg egyértelmd, konnyen kdvethetd morfoldgiai
tulajdonsdg formdjaban, ezeknek a markereknek az alkalmazhatdsaga korlatozott (BISZTRAY €s
VELICH, 1999).

A molekuldris markerek segitségével a genom joval nagyobb részét hasznalhatjuk markerként.
A molekuldris markereknek egyik nagy elénye a morfol6giai markerekhez képest, hogy kdzvetlen
genotipizalast tesznek lehetdvé, masik elényiik, hogy mivel a genomban ezek a markerek stiribben
helyezkednek el, szorosabb kapcsoltsdgii markereket fejleszthetiink, novelve ezzel a markerezés

hatékonysdgat és megbizhatdsagat.

3.1.1. Kémiai, fizikai és fehérje alapi molekularis markerek

A kémiai és fizikai markerek valamely sejtalkotd(k) mennyiségi, min8ségi kiilonbozségein ala-
pulnak. Elvileg barmely kémiai 0sszetevé hasznalhaté markerként, a kihivas abban all, hogy az
adott kérdésnek megfelelé markert megtaldljuk. A kémiai markerek alkalmazasdnak egy specidlis
dga a kemotaxonémia (JENSEN, 2002; ROSCH és mts., 2002; TRIANA és mts., 2010), amely az
egyes taxonok kémiai 0sszetétele alapjan kisérli meg azok rendszerezését. A fizikai markerekre
J6 példa a kozeli infravords spektroszkopia, amelynek segitségével a vizsgélt novény beltartalmi
értékeinek nem destruktiv meghatarozasa mellett fajtdk azonositasa, illetve vetémagok hibriditas-
vizsgélata is végezhetd (SEREGELY és mts., 2004; BISZTRAY és mts., 2006; KiM és mts., 2009).

A fehérje alapi markerezés két legelterjedtebb tipusa a fehérjeprofil és az izonezimes vizsgélatok.

Utobbi sordn azt haszndljuk ki, hogy az egy adott enzimet kddold gén egyes alléljai (véltozatai,

11



3. Irodalmi attekintés

izoenzimjei) kapcsoltak lehetnek valamely éltalunk vizsgalt tulajdonsidghoz, igy egy izoenzim
jelenlétébdl egy adott tulajdonsagra kovetkeztethetiink (BARCELO és mits., 1996; YU és mits.,
2001). Izoenzimek segitségével elkiilonithet6k tovabba fajtdk (GRANGER és mts., 1993; GYOR-
FFYNE JAHNKE, 2006) és vizsgalhatok rendszertani viszonyok is: KiM és BYRNE (1996) r6zsa

taxonok hibrid eredetét igazoltdk izoenzimekkel.

3.1.2. DNS alapii molekularis markerek

Bar egyes esetekben a fizikai és fehérje alapi markerek rendkiviil j61 alkalmazhatdak, napjainkban
a DNS alapi markerek a legelterjedtebbek. A DNS alapti molekularis markereket az aldbbiakban
nem annyira technikai jellegzetességeik (hasitas-felszaporitds), hanem els6sorban a potencialis
felhasznalasukat meghatdrozé genetikai informaciétartalmuk (dominans-kodominéns) alapjén te-

kintem at.

Dominans markerek

Domindns markerek azok a DNS markerek, amelyekkel a marker szempontjdabdl heterozigéta

egyedek esetében kapott eredmények megegyeznek a domindns homozigétakéval.

RAPD ¢ A véletlenszerlien felszaporitott DNS-polimorfizmus (RAPD, Random Amplified Poly-
morphic DNA, WELSH és MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS és mts., 1990) alapja egy olyan po-
limerdz ldncreakcié (PCR, Polymerase Chain Reaction), amelyben az indit6 szekvencidk rovidek
(~10 nt). A folyamat véletlenszertisége abban 4ll, hogy a primer-szekvencidkkal komplementer
10 nt hosszi bazissorrend véletlenszertien is el6fordulhat a genomban, igy lehetévé téve az

amplifikaciot.

A modszer nagy eldnye, hogy nincs hozzd sziikség eldzetes informécidra a vizsgalt szervezet
genomjat illetden. Megkérddjelezhetd reprodukélhatésdga miatt azonban méra nem szivesen alkal-
mazzdk, holott nagyon gyors €s egyszerli modszer arra, hogy elsédleges informaciot szerezziink a
vizsgalt szervezetrdl. Domindns jellege miatt populdcidgenetikai vizsgédlatokban hasznalatdt nem
— vagy csak az alléleloszlasra vonatkozd bizonyos feltételek teljesiilése esetén (KRAUSS, 2000)
— javasoljak, mivel a korszerli modellek altaldban haplotipusokkal dolgoznak (CSERGO és mits.,
2009; EXCOFFIER és LISCHER, 2010). Kapcsolt markerek fejlesztése (ROCHE és mts., 1997;
KUMAR és mts., 2009), illetve kapcsoltsdgi térképek készitése sordn (BUDAHN és mts., 2009;
TRINDADE és mts., 2009) a mai napig alkalmazott technika.

12
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AFLP ¢ Az amplifikélt fragmenshossz poli-

‘ 5' —— GAATTC TTAA 3
morfizmus (AFLP, Amplified Fragment Length 3' ——CITAAG o AATT >
Cco.
Polymorphism, VOS és mts., 1995) technikat l Msel
. . . AATTC——— T
az aldbbiakban részletesebben ismertetem (1. C———AAT
~ . , +EcoR I adapter
abra), mivel dolgozatomban ezt a markertipust - Msel adapter
hasznédltam a magyarorszégi rézsék rokonsagi Frotadeer o1
Msel adapter

viszonyainak vizsgalatara (5.1. fejezet). 5

‘ —AATTC——————— TTA-.
Az AFLP els6 1épése a genomi DNS hasitdsa B TTAAG ——————— AAT I
két restrikciés endonukledz enzimmel, 4ltals- Preszelektiy | +EcoR I primer

amplifikacié | Msel primer

ban egy ritkdn vagdval — pl. 6 nukleotid hosszi

5 AA

felismerGhellyel, mint az EcoRI - és egy siir(ib- =¢$XX8 AACXX?;
ben vagdval — pl. 4 nukleotid hosszi felismerd-

. . . Szelektl’\{ ) +EcoR I primer + 2
hellyel, mint az Msel. Ezek utidn az enzim altal amplifikici6 | Msel primer + 3
létrehozott ragadds végekhez kett6sszali DNS -AATT — TT

TTAAG————— AAT
(dsDNS) adaptereket ligalunk, amely adapter
szekvencidk specifikus PCR reakciét tesznek . -
Gélelektroforezis

lehetdvé anélkiil, hogy a vagasi hely kornyeze-

tének DNS szekvencidjat ismernénk. A kGvet- y gpra: A7 AFLP reakci6 vézlata (részletes magya-

kezd 1épés az adapterekre, illetve a hasitéhely razat a szovegben). Az adapter- és primer-
szekvencidjdra tervezett inditészekvencidkkal szekvencidkat reprezentdl6 vonalak a szem-

. . 1€ltetést szolgaljak, nem méretaranyosak.
végzett preszelektiv amplifikaci6. Mivel euka- st Y

ri6ta genom esetében ez dltaldban kiértékelhetetlen mennyiségli kiilonboz6 fragmens felszapo-
ritasat jelenti, a kovetkezd 1épés egy szelektiv amplifikdcid, amelynek sordn a PCR-ben hasznalt
primerek 3’ végéhez 2-3, véletlenszertien kivalasztott bazist adunk, ezéltal a fragmenseknek ekkor
csupdn toredéke (3—3 bazis esetén a két primeren csak mintegy 128-ad része) keriil felszaporitdsra.
Ily médon mar értékelhetd mennyiségli fragmenst kapunk. A kiilonb6z6 méretli fragmenseket
nagy elvalasztoképességli elektroforézissel (poliakrilamid, kapillaris gélelektroforézis) valasztjuk
el (MUELLER és WOLFENBARGER, 1999).

Az AFLP technika elénye, hogy egyenletes eloszlasban, a teljes genomot lefedve nagy mennyiségii
informéciéhoz jutunk a vizsgilt szervezetet illetSen. Eppen ezért dsszehasonlité vizsgélatokra
kiemelten alkalmas, kapcsoltsdgi térképek készitése sordn el8szeretettel hasznéljdk (DEBENER €s
MATTIESCH, 1999; CRESPEL és mts., 2002; DOLIGEZ és mts., 2002; LACAPE és mts., 2009).

Bar az AFLP-t itt a domindns markerek kozott sorolom fel, bizonyos alkalmazdsokban kodominéns
markerként is alkalmazhat6. Kapcsoltsdgi térképek készitése soran — kozel izogén vonalakat
haszndlva — a polimorfizmus mértéke kisebb, mint fajok vagy fajtdk dsszehasonlitdsakor, igy egy

sav (azaz hasitohely) elvesztésével parhuzamosan megjelend 1j sdvok azonosithatok. Az AFLP
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elektroforetogramok kvantitativ kiértékelésével szintén kodomindns markereket kapunk (JANSEN
és mts., 2000).

Kodominans markerek

RFLP ¢ Kronoldgiai sorrendben az egyik legelsd DNS alapti markerezési technika a BOTSTEIN
és mts. (1980) altal kifejlesztett restrikcios fragmenshossz polimorfizmus (RFLP, Restriction Frag-
ment Length Polymorphism), amely a DNS szekvencia-specifikus restrikciés endonukledzokkal
torténd hasitdsat, majd a vigasi termékek méret szerinti elektroforetikus elvélasztasét jelenti,
amit specifikus fragmensekkel torténd hibridizalds (Southern blot, SOUTHERN, 1975) zéar. Bar
a markerezés héskordban az RFLP-t rendszeresen hasznaltdk akér tulajdonsdgok nyomonkdove-
tésére (ROCHE és mts., 1997; MATSUMOTO és mts., 1998a), akér fajtaazonositidsra (HUBBARD
és mts., 1992; RAJAPAKSE és mts., 1992), a médszer dnnmagaban mar ritkdn keriil alkalmazésra.
Ugyanakkor mas technikdkkal (pl. PCR) kombindlva ma is gyakran alkalmazott markerezési
technika (pl. CAPS, Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, felszaporitott szekvencia hasitasi

polimorfizmusa) (YEAM és mits., 2005; REPKOVA és mts., 2009).

SSR, mikroszatellitek ¢+ A genomban taldlhaté mikroszatellit régiok rovid nukleotid-szekvencidk
tandem ismétl6désébdl dllnak (SSR, Simple Sequence Repeats), amely régidknak hatarszekvencidi
faj — sokszor nemzetség — szinten konzervéltak, igy azokra specifikus PCR primer tervezhetd
(QUELLER é€s mts., 1993). A mikroszatellit elnevezést a humédn genomban azonositott rovid is-
métl6dé motivumokra LITT és LUTY (1989) alkalmaztdk el6szor. Az American Journal of Human
Genetics foly6irat azonos szamédban WEBER és MAY (1989) is javasoltdk az SSR szekvencidk
PCR technikaval torténd felszaporitdsat polimorfizmus kimutatdsara. Novényekben CONDIT és

HUBBELL (1991) azonositottak el6szor mikroszatelliteket.

A specifikus primerekkel felszaporitott fragmensek az esetek legnagyobb részében hossz-
polimorfizmust mutatnak, amelyek segitségével megkiilonboztethet6k, azonosithatok fajtak (SEFC
és mts., 1998; ESSELINK és mts., 2003; GALBACS és mts., 2009), azok szarmazdsa (KISS és mts.,
2009; VARGAS és mts., 2009), készithet6k kapcsoltsagi térképek (LTEBHARD €s mts., 2003; YAN
és mts., 2005; DOLIGEZ és mts., 2006), vizsgalhatok populédcidk (REISCH és mts., 2007; HOHN
és mts., 2009), illetve kapcsolt tulajdonsdgok (COSTANTINI €s mts., 2008; ZHOU és mits., 2010).
A fenti felsoroldsbdl is latszik, hogy a technika rendkiviil széles korben alkalmazhat6. A médszer
elénye, hogy a genomban tobbé-kevésbé egyenletesen eloszlé mikroszatellit 16kuszok preciz ko-
domindns informdcidval szolgélnak, ugyanakkor a markerfejlesztés és -alkalmazds meglehet6sen

koltséges.
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SCAR, CAPS ¢ A szekvencia-jellemzett amplifikalt régié (Sequence Characterized Amplified
Region) egyes tulajdonsdgok kialakuldsaért felelos 16kuszok markerezésére is haszndlatos (LA-
HOGUE és mts., 1998; GUO és mts., 2003; XU és mts., 2009). A mddszer a vizsgélt 16kusz két
alléljanak nukleotidszekvencidja kozotti kiilonbségeken alapul, PCR alapu.

A specifikus primerekkel felszaporitott fragmensek hossz-polimorfizmust, hasitdsi mintdzatban
(SCAR-RFLP, CAPS) kiilonbséget mutatnak (MOURY €s mts., 2000; WEILAND és YU, 2003),
illetve igen-nem vdlaszt adnak, azaz az egyik allélrdl kapunk PCR-terméket, a mésikrél nem
(ebben az esetben a marker domindns jellegii). A technika specifikus, kodominans, ugyanakkor
minden markert kiilon kell fejleszteni, igy dtfogd vizsgalatokra kevésbé hasznédlhaté. Amennyiben
rendelkezésre dllnak ilyen markerek adott novényfajban, azokat a legtobb kapcsoltsagi térképezési
munkdban bevonjdk a vizsgédlatokba (DOLIGEZ és mts., 2002; WU és mts., 2004), ily médon a

hozz4 kapcsolt tulajdonsag is lokalizalhat6 a kapcsoltsagi csoportokon.

Bazissorrend meghatarozasan alapulé médszerek

Filogenetikai vizsgélatokban egyre elterjedtebben keriil alkalmazdsra a nukleotid szekvencidkon
alapulé markerezés. Az el6z6ekben felsorolt moédszerekkel ellentétben ezekben az esetekben
nem annyira a vizsgalt objektumok kozotti hasonlésdgokat, az egyes tulajdonsdgokkal kapcsoltan
0rokl6do genom-részleteket, hanem az egyes kiemelt szakaszok alapjén feltdrhat6 evolicids torté-
netet vizsgaljuk. A vizsgdland6 szakaszokkal szembeni alapvetd kovetelmények, hogy evoliicids,
szelekciés nyomds ne torzitsa azok fejlodését, azaz egyes pontmuticiok ne szelektdlddjanak,
ugyanakkor konzervalt hatdrol6szekvencidkkal rendelkezzenek, amelyekre PCR primerek tervez-
hetdk.

Az egyik legelterjedtebben haszndlt ilyen szekvencia-csoportot a riboszémadlis RNS-t (rRNS-t)
kodolo gének belso 4tirt szekvencidi képezik (ITS, Internal Transcribed Spacer, BALDWIN, 1992).
A PCR segitségével felszaporitott fragmensek szekvendlasdval pontmutacidk azonosithatdak, az
igy kapott polimorfizmust elsGsorban filogenetikai vizsgélatokban alkalmazzdk (KiM és mits.,
2004; GEHRKE és mts., 2008; TIPPERY és LES, 2008). A mddszer hatranya, hogy rendkiviil
koltséges, amennyiben a PCR-terméket klonozzuk és tobb klont szekvenalunk. Bar egy genomban
akar tobb ezer rRNS gén is taldlhatd, ezek sajitossdga, hogy egy irdnyba evolvalédnak, nem
tartjdk meg egyedi nukleotid-szekvencidjukat (ALVAREZ, 2003), igy a médszer leegyszertisithetd
a termékek kozvetlen szekvendldsdval. Ugyanakkor egyes taxonok esetében a kiilonb6zd rRNS
gének nem homogenizdlédnak (pl. r6zsdk esetében, WISSEMANN, 2002), igy a PCR-termék
kozvetlen szekvendldsa nem jelent megoldast.

A szekvencidkon alapul6 alkalmazasok mdsik nagy csoportja a DNS-vonalkod kifejlesztését

célozza meg. Bar az allatokndl a modszer viszonylag egyszeriinek tlinik : egyetlen gén, a citokrém c
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oxiddz 1 (Col) rovid szekvencidjaval megoldhat6 a fajszintli azonositds (HEBERT és mts., 2005),
a novények esetében a probléma Osszetettebb. A legtobb szerz6 tobb gén és intergenikus vagy
intron régid kombinécidjat javasolja (CHASE és mts., 2005; KRESS és mts., 2005). Egy, az utébbi
id6ben létrehozott konzorcium javaslatot tesz a névények DNS-vonalkédjanak keret-rendszerére,
amely javaslat szerint a fentieknek megfeleloen az rbcL €s matrK plasztid gének szekvencidi

hasznédlanddak a ndvényfajok azonositdsara (HOLLINGSWORTH és mts., 2009).

Mivel a PCR termékek szekvendldsa koltséges eljards, térképezési munkdk sordn elterjedten

hasznalnak tovdbbi mddszereket a fragmensek kozotti kisebb nagyobb eltérések kimutatdsara.

SSCP ¢ Az egyszal konformacids polimorfizmus (SSCP, Single Strand conformation Polymorp-
hism) technika elve az, hogy egy adott DNS szakasz — 4ltaldban PCR termék — egyszali formdjanak
masodlagos szerkezetét befolydsolja annak bédzissorendje, illetve az esetleges inzercidk, delécidk.
Amennyiben két azonos hosszusagu DNS szakasz bazissorrendje kiilonbozik, azok egyszalu DNS-
ének masodlagos szerkezete is kiillonbozni fog, ami elektroforetikus tulajdonsdguk megvéltozasa-
hoz vezet. Az egyszdli DNS-fragmensek kozotti eltéréseket nagy felbontdsu nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel detektalhatjuk (ORITA és mts., 1989; SUNNUCKS és mts., 2000).

Cell ¢ Ha a kettdsszali DNS két Idncanak egymadssal szemben 1év0 bazisai kozott nem alakulnak
ki hidrogénhid-kotések, azt a Cell enzim képes felismerni €s ott a DNS egyik szdlat elhasitani
(OLEYKOWSKI és mts., 1998; PIMKIN €s mts., 2007). Barmely specifikus PCR reakci6 termékét
vizsgélhatjuk Cell enzimmel polimorfizmus kimutatdsara. A modszert rutinszertien alkalmazzak
kapcsoltsagi térképek készitésénél, illetve populdcidk genotipus-osszetételének vizsgéalatara (NTE-
TO és mts., 2007). Ez utébbi feladatra hasznélhat6 technika pl. az EcoTilling (GILCHRIST és mts.,

2006; TILL és mts., 2006), a modszernek meghatiroz6 eleme a Cell emésztés.

3.1.3. AFLP adatok elemzése

Az AFLP alapti markerezés eredményeként a kutaté tobb szaz I6kuszrél kap domindns informaciot,
amelyek kiértékelésének mddja alapvetden meghatarozza a kapott eredmények értékelhetdségét,
ezért kiilon kitérek az AFLP vizsgélatokbdl kapott adatok értékelésének szempontjaira, kiillonos

tekintettel az altalam hasznalt modszerek elveinek ismertetésére.

Csoportképzés binaris adatok alapjan

Az olyan domindns markerek esetében, mint amilyen a RAPD és az AFLP, az els6 megkozelitést

altalaban az olyan mddszerek jelentik, amelyek az eredményeket pusztidn a sivok megléte, illetve
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hidnya alapjan értelmezik. A médszer hatranya — és egyben elénye is —, hogy ehhez a megkozelités-
hez nincsen sziikség evolucids modellre. Az ilyen mddszerek két 1épésben tarjak fel az adatokban
rejlo szerkezetet. Elso 1épésben a vizsgalt objektumok (taxonok) kozott hasonldsagi vagy tavolsagi
mutatokat szamolnak. (A hasonl6sagi mutatok a legtobb esetben tdvolsdgga alakithatok a dj; =
= /T —sji képlettel, ahol djy, illetve s a j és k objektumok kozotti tavolsdgot, illetve hason-
16ségot jelentik.) A vizsgdlt mintdk kozotti paronkénti tdvolsdgok eredménye a tavolsdgmatrix
(PODANTI, 1997).

Bindris adatok esetén a mdédszerek tobbségé-
ben a vizsgélt objektumok kozott paronként
meghatdrozdsra keriil egy ugynevezett konting- 2. objektum

enciatdbla (2. 4abra), a legelterjedtebb tdvol-

sdgmutatok ennek alapjan szdmolnak (REIF 1. objektum a b |a+b
és mts., 2005; BONIN és mts., 2007). Az egye- 0 ¢ d |ctd
zési koefficiens a legegyszer{ibb hasonléséagi atc b+d| n

mutatd, amely azoknak a l6kuszoknak az ar-

nyét adja meg, ame]yek a két objektumban 2. abra: A bindris adatokra leirt hasonldsagi, tavolsa-
gi mutatdk szdmitdsdhoz hasznélt kontingen-

azonos informéciét hordoztak: Sgy = ¢ (a L
n ciatabla.

jelolések megfeleldi a 2. 4dbran taldlhatéak).

Ez a tavolsag ugyanakkor egyenld silyozassal

veszi figyelembe az k6z0s prezencidkat és abszencidkat, holott az AFLP adatok esetében jéval
konnyebben vesznek el sdvok (a restrikcids enzimektdl és a szelektiv primerektdl fiiggden ehhez
10-15 nukleotid valamelyikében elegendd egy pontmuticid), mint ahogy keletkeznek (ehhez egy-
mdstol megfeleld tdvolsdgban ki kell alakulnia a két hasitéhelynek, amelyeket a szelektiv primerek
tilnyulo nukleotidjai dltal meghatdrozott bazisoknak kell hatdrolniuk) (KOOPMAN, 2005).

Eppen ezért az AFLP adatok értékelésénél elnyben részesitik azokat a médszereket, melyek a
kozos prezencidkat nagyobb sillyal veszik figyelembe, illetve figyelmen kiviil hagyjdk a kozos
abszencidkat (KOOPMAN és GORT, 2004). A két leggyakrabban haszndlt mutat6 a Jaccard és a

Dice indexek. A Jaccard index egyszertien figyelmen kiviil hagyja a kozos abszencidkat: S; =

_a_
T atbtc’
kétszeresen stilyozza a kozos prezencidkat: Sp =

mig a Dice — vagy Sorensen — index a kozos abszencidk figyelemen kiviil hagyasa mellett
%, a stlyozdsnak azonban az a kovetkez-
ménye, hogy a Dice hasonlosdg nem alakithato at euklidészi tdvolsaggd. Szintén figyelmen kiviil
hagyja a k6z0s abszencidkat az Ochiai koefficiens, amely a két objektumra mutat6 vektorok altal

bezart sz6g cosinusa: Socy = % (PODANI, 1997).

v/ (a+Db)(a+c

Az adatelemzés kovetkez6 éltalanos 1épése a fenti modszerekkel kiszdmitott tdvolsdgok alapjan
torténd hierarchikus osztdlyozds. Bar az osztdlyozdsra szdmos moddszer 1étezik, a legelterjedtebb

modszerek a csoportatlag (UPGMA, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) €s
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az egyszerd atlag (WPGMA, Weighted Pair Group Method with Averaging). Mindkét mdédszer
agglomerativ, el6szor a legkozelebbi objektumokat vonjdk egy csoportba, majd a tdvolsdgmatrixot
Ujraszamitva — immar eggyel kevesebb sorral illetve oszloppal — folyamatosan soroljak be az
objektumokat csoportokba, végiil egyetlen csoportot hozva létre. A két modszer kozti kiilonbség
a csoportok kozotti tdvolsdgok kiszamitasdban 4ll: az UPGMA mddszer figyelembe veszi a

csoportokban 1év6 objektumok szdmét, mig a WPGMA figyelmen kiviil hagyja azt (PODANI,
1997).

Filogenetikai megkozelités

A fenti fenetikai elemzés el6nye, hogy alkalmazdsahoz nincsen sziikség genetikai interpretdciora,

evoluiciés modellre, csupdn a markerek jelenléte, ill abszencidja alapjan épiti fel a csoportokat.

A parsziménia médszereknek alapelve az, hogy evolicids szempontbdl az a fa tekinthetd a legel-
fogadhatébbnak, amelynek a rendelkezésre all6 adatok alapjan torténd felépitésére a legkevesebb
evolucids 1épésre van sziikség. Ez a leginkabb parszimén, azaz a legtakarékosabb fa. A szomszéd-
Osszevonds modszere (neighbor-joining; SAITOU és NEI, 1987) az egyik legaltalanosabbban
haszndlt evolucids faépitési eljards, am nagy hatranya, hogy nem kozvetleniil az adatokbdl szamol,
hanem a tdvolsdgmatrixbdl, ami informécidvesztéshez vezethet. A parsziménia médszerek ugyan-
akkor az eredeti adatmatrixb6l szdmolva nagy valdszintséggel megtaldljak a legtakarékosabb —
legkisebb 0ssz-élhossziisagu — fat. Mig a Fitch-féle parsziménia (FITCH, 1971) lehet6séget ad tobb
karakterdllapotra (pl. a négyféle nukleotid), addig a Wagner-parsziménia (FARRIS, 1970) bindris
vagy sorba rendezett adatokat igényel, a Dollo parszimdnia (FARRIS, 1970) csak egy irdnyba
engedi valtozni a tulajdonsdgokat, azonban egy karakterdllapotnak csupan egyféle szarmaztatasat
engedélyezi (PODANI, 1997).

Az AFLP adatok megjelenésének és elvesztésének egyenlStlen esélye alapjan a Dollo parsziménia
tlnik alkalmasnak a kiértékelésre, am KOOPMAN (2005) Lactuca fajokon végzett vizsgélata azt
mutatja, hogy a mddszer tdl szigord a megfeleld fa felépitéséhez, és rézsakon végzett metodikai
tanulmdnydban KOOPMAN és mts. (2008) a Wagner-parsziménidt javasoljdk, mivel ez a bindris
adatokra kifejezetten alkalmas, ugyanakkor nem koti ki, hogy egy karakterallapot csakis egyféle-
képpen johet 1étre.

A rendelkezésre allo szoftverek napjainkban a nukleotid-szekvencidkon alapuld evoliciés mo-
dellekre vannak kiélezve, legjobb esetben a FELSENSTEIN (1981) F81 elnevezésii restrikcids
modelljét tartalmazzak. Ugyanakkor az utébbi id6ben megjelent tobb olyan tanulmany (KOOPMAN
és GORT, 2004; KOOPMAN, 2005; LUO és mts., 2007; LUO és LARGET, 2009), amely az AFLP
markerek evolicidjdval foglalkozik, igy a jovOben remélhetdleg tobb lehetdség nyilik majd az

AFLP alapu filogenetikai elemzésekre.
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Az olyan komplex miultd — és jelenli — rendszerekben, mint amilyen a rézsa (3.2. fejezet), a
parszimoOnia rendszerek lehetdségei korldtozottak mind a fa felépitése, mind pedig az eredmények
abrazolasa terén. A hibridizaci6 ezekbe a modellekbe nem keriilt ugyanis beépitésre, csakis egyféle
leszarmazasi vonalat képesek szemléltetni. Erre a problémara a filogenetikai hdlézatok szolgéltat-
hatjak a megoldast. A filogenetikai hdl6zatok fogalma nincs teljes mértékben tisztdzva (POSADA
és CRANDALL, 2001; HUSON és BRYANT, 2006), a kiilonboz6 szerz&k nagyon eltéréen kezelik a
fogalmat. Filogenetikai hdlézatok alatt dltalinossdgban azokat a mddszereket értjiik, amelyek az
evoluiciét nem csupdn az egyes markerek, illetve nukleotidok egyirdnyu valtozdsaival és egymdsra
kovetkezd mutdcidival magyardzzdk, hanem teret engednek a hibridizaciés folyamatoknak, a
leszarmazasi agak Osszekapcsoléddsanak is. JOLY és BRUNEAU (2006) GAPDH szekvencidk
elemzésével (3.2.4. fejezet) llitottak fel filogenetikai hélézatot rézsdk esetében NeighborNet
(BRYANT és MOULTON, 2004) mddszerrel, ami a szomszéd-6sszevonds mddszerének kifejezetten

halézatok felallitasara modositott valtozata.

3.2. Roézsa (Rosa L.)

wpecies Rosarum difficile distingvuntur, difficilius determinantur;
mihi videtur naturam miscuisse plures vel lusii ex uno plures formasse;
hinc qui paucas vidit species facilius eas distinguit,

quam qui plures examinavit.”!

(Carl von Linne, 1707-1778)

A vadrézsdk az egész északi mérsékelt ovben elterjedtek. Egyes kultdrdba vont fajok a trépusi
hegyvidékeken is megtaldlhaték (Mexikdban, Etidpidban, Fiilop-szigeteken), a déli féltekén vi-
szont teljesen hidnyoznak, csak elvadulva fordulnak eld (pl. Argentina, Chile) (REHDER, 1940).

A r6zsdk lombhullatd, esetenként 6rokzold cserjék feldlld, kiszo vagy elteriild, tiiskés, ritkan tiis-
kétlen hajtasrendszerrel. Levelei valtakoz6 édlldsdak paratlan szamu levélkével, ritkdn egyszertek,
palhdsak. Virdgai feldlldak, a csész€k és szirmok szdma 35, ritkdn 4, szdmos porzdval és termbvel. A
rozsa altermése a vacokbdl fejlédo csipkebogyd, benne a csoportos aszmagtermésekkel (REHDER,
1940).

A Rosa nemzetséget magdba foglalé Rosaceae csalad az APG III (BREMER és mts., 2009) rend-

szerezése szerint a viragos novények evolicids torzsfajan a Valodi kétsziklek (Eudicots) Kozponti

! A rézsik fajait nehéz megkiilonboztetni, még nehezebb meghatérozni ; nekem tigy tiinik, a természet tobb fajt
elegyitett, vagy jatékbol egy fajbol tobbet formalt; ezért aki csak kevés fajt vizsgal, az konnyebben kiilonbséget
tesz koztiik, mint az, aki tobbet megvizsgélt” (LINNE, 1753, 492. o., Dedk Andrés forditdsa).
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helyzetii kétszikiek (Core eudicots) csoportjiba, ezen beliil a Rosid klad Fabids csoportjaba, annak
Rosales rendjébe tartozik (PODANI, 2007).

A Pallas Nagy Lexikondban FIALOWSKI (1897) a kovetkez6képpen vezeti be Rézsa szocikkét:
»A R. szdmos fajat a termdhely, éghajlat és id6jards okozta elvéltozdsok, valamint a kdlcsonos
beporozddas miatt csak lassacskan ismerik meg. Bauhinus 36 egyszerii és teljes alakot, Lippai 15-
ot sorol fol; Linné 10 fajt kiilonboztet meg; Lindler 102-t; Wallroth 24 fajban 135 fajtat, Steudel
217 fajt ismert. Hooker mintegy 600 alakot 53 fajba soroz be. Azonban végleges megallapodas
nem vdrhatd, mert az egymdsba porozddds alakjai, melyeket leginkabb himporevé legyek okoznak,
a tovdbbszarmazasban megtartjak oroklott tulajdonsdgaikat, azaz sziileik egyikére vagy masikéra
nem végnak vissza. Es leginkdbb akkor dllandésodnak, ha a magvat a csipkefalé madar messze
elhurcolja. A sok alaknak Osszetartozasét, csoportositdsat tobben kisérlették meg, de rendszeriik
csak ama kor ismereteinek tiikre. Reichenbach, Koch, Christ, De Candolle, Deséglise, Regel,
Borbas és masok csoportjai a red kovetkezd rendszeresitésben hol 0sszefoglalds, hol szétosztds ala
keriilnek. Még Crépin is, aki a briisszeli novénykertben a R. alakjainak megismerésével 1879 6ta
kisérleteket végez, a sajat maga folallitotta montanae-csoportot a caninaevel egyesitette, ugyancsak
a sajat orientales-csoportjat szétosztotta. Hogy a tiiskés, molyhos novény szikkadt hazijabol
nyirkos vidékre hozva fegyverzetlenné, simava vdlik, azt éppen a Khindban tiiskés Bankszia-R.
példdja mutatja, amely faj nyirkos levegdjli liveghdzainkban tiiskétlen. Ezért kell az egész fold

novényzetét 6sszehasonlitani.”

A rézsa nemzetség rendszertandnak Osszetettségére vonatkoz6 fenti megallapitasok legnagyobb ré-
sze a mai napig megallja helyét. A novényrendszertan napjainkban atalakuléban van: a molekulé-
ris, filogenetikai vizsgalatok hatdsara a virdgos novények fels6bb szintli rendszertandban éppolyan
,forradalmi” véltozdsok mennek végbe (BREMER és mts., 2003, 2009), mint a nemzetségeken
beliili osztalyozasok teriiletén. A kovetkez6ekben megkisérlem dttekinteni a rézsak klasszikus —
elsésorban morfoldgiai bélyegeken alapuld — rendszerét és az azt befolydsol6 genetikai, szaporo-
dédsbioldgiai sajatsdgokat, illetve kisérletet teszek a molekuldris vizsgdlatok eddigi eredményeinek

Osszefoglaldsara.

3.2.1. A Kklasszikus rozsa rendszerek

Miéta LINNAEUS 1735-ben megalkotta az els6 korszeri taxondmiai felosztdst, a rézsafajok szama
12 és tobb szaz kozott valtozott. A vilagon jelenleg REHDER (1940) dtfogo felosztasat tekintik
irdnyaddnak, amelyet legutobb WISSEMANN (2003) vizsgalt feliil (M 1. melléklet). Mindazonaltal
a legtobb rhodologus egyetért abban, hogy az utébbi évtized(ek) molekuldris alapud filogenetikai
vizsgalatai alapjan sziikség lenne a genus rendszertani ujraértelmezésére egy korszerl rézsa
monogréfia keretében (WISSEMANN, 2003).
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BORBAS (1880) volt az els6 magyar botanikus, aki a Karpat-medence rézsa taxonjait dsszeirta,
koztiikk sok ujat is, amelyeket monografidba foglalt. A tanulmanyban részletesen foglalkozik a
Rosa nemzetség rendszerezésével. A fajokat 11 seregbe és 22 alseregbe osztotta. A csoportositist
tulajdonsag-komplexek (tiiskézettség, szOrozottség, szirom stb.) alapjan végezte koranak megha-
tdrozo6 francia és belga rhodologusainak nyomén. Felosztdsa sok esetben ellentmondasos és mara
tulhaladott.

A rézsa nemzetséget mas taxonémusok négy alnemzetségre (subgenus) osztjak: Hulthemia, Hes-
perodos, Platyrhodon és Rosa. A Rosa subgenust pedig tovdbbi 10 csoportra (sectio) osztjak
(REHDER, 1940; ZIELINSKY, 1985, 1987; BERTOVA, 1992; POPEK, 1996; WISSEMANN, 2003).
Olyan egységes taxondmiai leirds azonban, amely minden rézsa taxont attekinthetden és logikusan
foglalna magédba, mdig nem &ll rendelkezésre. A botanikusok dolgat tovabb neheziti a r6zsaneme-

sités terjesztd, keverd antropogén hatdsa (3. dbra).

Napjaink rézsa rendszerei mogott elsésorban morfoldgiai bélyegeken alapuld osztilyozds éll. Ez
a megkozelités — bar a gyakorl6 rhodolégus éltaldban konnyen alkalmazza — tobb problémat is
felvet. A morfoldgiai bélyegekre hat6 szelekcios nyomds — példaul a kornyezeti feltételek gyors
valtozdsa — egyrészt azonos bélyegek kialakuldsat eredményezheti evoliciésan egymastol tavol
all6 fajok kozott (konvergencia), mésrészt az adapticid sordn jelentds morfoldgiai kiillonbségek

alakulhatnak ki kozel-rokon fajok kozott (divergencia).

Az el6bbire j6 példat mutat a Rubigineae alszekcid, amelyet szemcsés epikutikuldris viasz jel-
lemez, mig mds alszekcidkban a haromszog alakui viaszképz6dmények jellemzdek. Ugyanakkor
egyes, a Rubigineae alszekcion kiviil all6, tavoli rokon fajokon is kialakulhatnak szemcsés viasz-
képletek (WISSEMANN, 2000a). A morfoldgiai bélyegek szétvalasara jellemzé példat mutat a R.
persica, amelyet sajatos levélmorfoldgidja miatt egyes szerzok ki is emeltek a rézsa nemzetségbdl.
Az utébbi évek eredményei alapjan azonban ez a taxon kétségteleniil a Rosa nemzetségbe tartozik
(WU és mts., 2001a,b; R1TZ és mts., 2005).

Magyarorszdgon a Rosa (és sok mds) nemzetség egyes fajainak nagyfoku diverzitdsa az orszag

sz 2

harom kiilonboz6 klimatikus régidjanak k6zos hatdrain fellépd introgresszidval magyarazhatd. E
teriileteken a gyakran fellépd interspecifikus hibridizacionak koszonhetéen az egyes rézsafajok
nagyfoku diverzitdst mutatnak, és igy szdmos képviseldjiik egyedi és komplex genetikai héttérrel
rendelkezik. Az djonnan létrejott hibrid-taxonok gyakran sokdig, évtizedekig is klonélisan meg-
maradhatnak (pl. Rosa x reversa W. et K. nm. holikensis [KMET] SO0, Rosa x spinulifolia
DEMATRA a Borzsony hegységben; FACSAR, 1980; NAGY, 2007), igy ezek megkiilonboztetése

sziikséges.
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(a) R. myriacantha (9; Pimpin- (b) R. myriacantha (9; Pimpinellifoliae szekcid)
ellifoliae szekcid) viragzas generativ hajtasa csipkebogyokkal
eldtt

(¢) R. blanda (21 ; Cinnamomeae szekcid) virag- (d) R. blanda (21 ; Cinnamomeae szekcid) gene-
zésban rativ hajtdsa

X < i ¥
(e) R. x francofurtana Fy (23; Rosa szekcio) () R. gallica (26; Rosa szekcid) virdgzas elbtt
generativ hajtdsa virdgzdsban

3. abra: A rézsa nemzetség morfoldgiai sokfélesége. A szekcié megnevezése el6tt talalhaté mintagydjtési
szdmok alapjan az adott egyedrdl tovabbi informdcié taldlhaté a 3. és 11. tablazatokban. (Fotdk:
Udvardy LaszI6 [b,c,d,e] és Dedk Tamas [a,f])
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3.2.2. Poliploidia a r6zsa nemzetségben

Egyes becslések szerint a novényfajok kialakuldsdnak mintegy 70 %-dban jatszott szerepet a
poliploidizaci6 (MASTERSON, 1994), a magasabb rendli novények genomszekvencidinak egyre
részletesebb megértésével azonban ugy tlinik, hogy a jelenség szinte minden névénytajunk kiala-
kuldsat befolyasolta, befolydsolja (ADAMS és WENDEL, 2005; COMALI, 2005).

A fajképz6désben betoltott szerepe mellett a poliploidia nagyban befolydsolhatja a késébbiekben
leirt markerezési technikdk sikerességét, illetve az adatok elemzését, értelmezését, ezért roviden

kitérek a nemzetség ploidiaviszonyaira.

A rézsa nemzettség sokszinlisége a kromoszdémaszdmban is megnyilvanul. A rézsdk alapkromo-
szOmaszdma (x) 7, a kiillonboz6 fajokban az eupoliploidia széles skaldja megtaldlhaté a diploid
(2n = 2x = 14) taxonoktdl egészen az oktoploid (2n = 8x = 56) tipusokig (YOKOYA és mts., 2000).
A nemzetségben viszonylag ritkdn fordul eld aneuploidia (ROWLEY, 1960). Az interspecifikus és
inter(szub)szekciondlis hibridek a képet tovabb szinesitik, rdaddsul szamos olyan taxont ismeriink,
ahol a ploidszint nem egységes. Ilyen taxonok példaul a R. tomentosa SM. (2n = 4x,5x,6x =
= 28,35,42), a R. villosa L. (2n = 4x,5x,6x = 28,35,42), a R. agrestis SAVI (2n = 5x,6x = 35,42),
a R. micrantha BORRER ex SIM. (2n = 4x,5x,6x = 28,35,42), a R. caesia SM. (2n = 5x,6x =
= 35,42) (M1 melléklet). A tobbféle ploidszinttel jellemezhetd fajok szdma ugyanakkor nagyban
fligg a kiilonboz6 szerzok eltérd fajfelfogdsatodl is: egyes szerzok olyan — kiillonbozé ploidszinti —
taxonokat is 6sszevonnak egy fajba, amelyeket mas szerzok kiilon fajként kezelnek WISSEMANN

(2003).

A ploidszint rendszertani fontossdgat mutatja, hogy a legtobb korszer(i rézsarendszer a szekciok,
alszekcidk bemutatdsandl kitér a ploidia-szintre is (M 1. melléklet). A r6zsa nemzetségre jellemzd
ploidia-viszonyokat els6ként TACKHOLM (1922) dolgozta fel mintegy 300 egyedet megvizsgélva,
a gyeplir6zsak specidlis meidzisara vonatkozo értékes megfigyelésekkel egészitve ki eredményeit.
A kezdeti eredményeket DARLINGTON és WYLIE (1955) foglalta 6ssze, JACOB €s mts. (1996)
mintegy 150 rézsa taxon ploidszintjét hatdroztdk meg flow citometridval, YOKOYA és mts. (2000)
pontos adatokat szolgéltatnak a nemzetség fontosabb szekcidit képviseld kiemelt taxonok €s egy-
egy fajta DNS-mennyiségérél. Magyarorszagon elsGsorban FACSAR GEZA nevéhez fliz6dik az
a szamos tanulmany, amelyek a kiilonb6z6 taxonok ploidszintjét vizsgaljak, és erre alapozva
rendszertani, kultirtorténeti kovetkeztetésekre jutnak (FACSAR és mts., 1989, 1991; MALECZKA
és mts., 1990; POPEK és mts., 1991).

A kiilonb6z6 ploidszintli taxonok hibridizacidjaval 1étrejovo egyedek a sziil6k kromoszémasza-
matol fliggden paratlan kromoszomaszdmuak is lehetnek. Az egyes rézsa taxonokra jellemzd
apomixis révén ezek az egyedek képesek lehetnek ugyan maggal terjedni (WERLEMARK, 2000),

am ez nem jar sziil6i tulajdonsagok tovabbi kombindlédasaval.
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Paratlan kromoszémaszam megtartasa ivaros uton

A r6zsdk egy csoportjdban — a gyeptirézsakban (Caninae szekcid) — kialakult egy kifinomult
rendszer a péaratlan kromoszémaszam ivaros uton torténd fenntartasara. A kdzponti helyzetl Cani-
nae szekciora jellemzd kiegyenlitetlen meidzis eredményeképpen a rdzsa nemzetségben fertilis
hibridek képzddhetnek pl. pentaploid és tetraploid egyedek hibridizacidjaval is, ami a faj- és
nemzetséghibridek szdmat nagyban noveli. A gyeplirézsdk szekcidjdban tetraploid (2n = 4x =
= 28), pentaploid (2n = 5x = 35) és hexaploid (2n = 6x = 42) taxonokat egyarant taldlunk, az
Otsz0ros kromoszomaszerelvényt tartalmazo tipusok a leggyakoribbak (WISSEMANN, 2003 ; M1.
melléklet).

Az egyenldtlen meidzis jelenségét TACKHOLM (1920) figyelte meg a Caninae szekcidban. A

meiozis valamelyest eltéréen jatszodik le a mikrospora és makrospodra anyasejtekben.

Egy pentaploid mikrospdra-anyasejt 35 kromoszémédja koziil minddssze 14 4ll parba, igy kialakul
7 bivalens. A fennmarad6 21 kromoszéma univalensként lathatd a sejtmagban a diakinézis soran
(4. abra). A metafazis I-ben mind a bivalensek, mind pedig az univalensek a sejt kozponti sikjéba
rendez6dnek. Anafdzis I-ben el6szor a bivalensek vandorolnak a sejt két polusa felé, ezeket
csak késébb kovetik az univalensek. TACKHOLM leirdsa szerint anafédzis I-ben a kétkromatidas
univalensek ,.kettévalnak” és ezek — a feltehetGen egykromatidds kromoszémdak — vandorolnak a

s 2

sejt két polusa felé. Ezt a jelenséget kés6bb L1M és mts. (2005) is igazoltak.
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4. abra: A Caninae szekcié mikrospéra-anyasejtjében lejatsz6dé meiotikus folyamatok vazlata. (A) Mei-
6zis 1. metafazis. A 7 bivalens (sotét szinli kromoszémadk) a sejt kozponti sikjanak kdzepsd
régidjdban, az univalensek (vildgos szini kromoszémdk) a kozponti sik peremi részén helyez-
kednek el. (B) Anafazis I. A bivalensek szétvdlnak, az univalensek kromatiddi késébb kovetik
azokat. (C) Anafazis II. A bivalensekt6l szarmazé kétkromatidds kromoszémak kromatidai a sejtek
pOlusai felé vandorolnak, az egy kromatidds kromoszémadk a kdzponti sikban maradnak. A pollen
sejtmagjai csupan a bivalensektdl szarmazé kromoszémakat tartalmazzak, haploidok (n = x = 7).
(L1™M és mits., 2005)

Meizéis 11 metafazisidban az egy- és kétkromatidds kromoszomék egyarant a sejt kozponti sik-

jaba rendezddnek, bar azok elrendezddése mar kevésbé szabdlyos. Gyakran el6fordul, hogy a
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7.z

mikrospdra-anyasejtben kettonél tobb — két nagy és tobb kisebb — osztddasi orsé is kialakul attdl
fliggden, hogyan zajlott az univalensek szétosztdsa telofazis I-ben. Anafédzis II-ben a bivalensek
utédkromoszomai — anafdzis I-hez hasonléan — gyorsabban szétvdlnak és elindulnak a pdélusok
felé, mint az univalensek utédkromoszomai. LiM és mts. (2005) leirdsa szerint az univalens
kromoszomdkbodl szdrmazd egy kromatidds kromoszomdk — mivel azok szétvaldsra méar nem

képesek — anafézis II-ben a sejt kozponti sikjaban maradnak.

Telofazis I utdn a mikrospdra-anyasejtben szdmos utédsejt jon 1étre — tetrddokrél nem beszélhe-
tilnk —, amelyek szdma, azok sejtmagjainak szdma és a magokban taldlhaté kromoszémaszdm nagy
variabilitdst mutat. Nagy ardnyban fordultak el6 olyan mikrospéra-anyasejtek amelyekben TACK-
HOLM négy nagyobb sejtet figyelt meg tobb kisebb mellett, feltételezése szerint ezek tartalmaztik
a bivalensekbdl szdrmaz6 7-7 egykromatidds kromoszémaét. A tobbi utddsejt dltaldban kisebb,
feltehetGen véletlenszer(ien tartalmazzdk az univalensekbdl szdrmaz6 kromoszémdkat. L.IM és mts.
(2005) igazolta, hogy ezek a kromoszomdk nem vesznek részt a ,tetrdd” kialakitdsaban, kis

sejtmagok formdjaban vannak jelen a mikrospéra-anyasejtben.

A makrospdra-anyasejtek meidzisa (5. dbra) egyes elemeiben hasonlit illetve megegyezik, mas
elemeiben eltér a mikrosporogenezist6l. Metafazis 1. korai szakasza a mikrosporogenezissel meg-
egyezben zajlik, 4m annak kései szakaszdban és anafdzis I-ben jelentds eltérések mutatkoznak. A
bivalensek a sejt ekvatoridlis sikjdba rendez6dnek, de az univalensek ennek egyik oldalan halmo-
z6dnak fel a meiotikus orsén. A felhalmozodast a sejt polaritdsa hatirozza meg: az univalensek
az esetek legnagyobb részében a csirakapu fel6li oldalon taldlhatéak. Anafézis I-ben a bivalensek
szétvalnak, a csirkapu fel6li polusra ezek utddai és az univalensek keriilnek, az ellentétes oldalra
csupén a 7 bivalens egykromatidds utddai. A médsodik meiotikus osztdédas zavartalanul zajlik, az
osztodds eredménye két nagyobb és két kisebb sejtmaggal — egyben magasabb és alacsonyabb
kromoszémaszdmmal — rendelkezd sejt. Az embridzsdk a magasabb ploidszinti, 28 kromoszomat

tartalmazé sejtekbdl alakul ki.

A fent lefrt mikrosporogenezis hatdsdra a Caninae szekci6ban a pollenmindség gyenge (WER-
LEMARK, 2000). Ugyanakkor ez a rendszer lehet6vé teszi a gyeplir6zsak szdmadra, hogy ivaros
uton fenntartsak akdr a paratlan kromoszémaszerelvény-szdmot is. Fontos megjegyezni azonban,
hogy ez a meidzis ploidszinttdl fiiggetleniil érvényes a Caninae szekciora, a paros szamui kromo-
szOmaszerelvényt tartalmazé egyedek éppugy csupdn 7 bivalenst képeznek, csak az univalensek
szama valtozik (tetraploid taxonoknal 7 bivalens és 14 univalens, hexaploidoknal 7 bivalens és 28

univalens alakul ki meidzis I-ben).

Az interspecifikus és inter(szub)szekciondlis hibridek nagyardnyud el6forduldsa mellett a fenti
folyamat eredménye a szekcidra jellemzd matroklin 6roklédés (WERLEMARK és NYBOM, 2001;
NYBOM és mts., 2006; WISSEMANN és mts., 2007), amely a morfoldgiai bélyegekre és a moleku-
laris markerekre egyardnt érvényes (WISSEMANN és R1TZ, 2007).
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5. abra: A Caninae szekcié makrospéra-anyasejtjében lejatszodé meiotikus folyamatok vézlata. (A) Mei-
6zis 1. metafazis. A 7 bivalens (sotét szindi kromoszémak) a sejt kozponti sikjanak kozepsd
régidjdban, az univalensek (vildgos szinli kromoszémdk) a bivalensek mellett, a sejt csirakapu
fel6li polusa felé rendez6dnek az osztédasi orsén. (B) Anaféazis I. A bivalensek szétvalnak, az
Osszes univalens a sejt egyik oldaldra vandorol. (C) Telofazis I. A bivalensektdl szarmazd két
kromatidas kromoszémadk €s a szintén két kromatidds univalens kromoszémadk az egyik utédsejtbe,
a bivalensek mdsik fele a mdsik utddsejtbe keriil. (Meidzis II anafdzisdban a kromoszomak
kromatidai valnak szét, az embridzsdk tetraploid (2n = 4x = 28) sejtbdl képzddik). (R1TZ, 2005
nyomdn, médositva)

3.2.3. Rozsak molekularis markerezése

A r6zsak elsd DNS alapi molekuldris markerezési munkdiban — a markerezési technikak fejlédésé-
nek megfelelden — els6ként az RFLP technikdt hasznaltak. HUBBARD és mts. (1992) 6 olyan DNS-
szakaszt klénoztak r6zsdbol, amelyekkel az dltaluk vizsgalt 8 fajtat el tudtak kiiloniteni azok RFLP
mintdzata alapjan, azonban 16 fajta elkiilonitéséhez mar 15 prébara volt sziikség (RAJAPAKSE
és mts., 1992). TORRES és mts. (1993) a RAPD mddszert haszndltdk fajtdk elkiilonitésére, nyolc
oligonukleotiddal 5 fajtat kiilonitettek el, mig MATSUMOTO és FUKUI (1996) harom primerrel 5
fajta és 3 klon értékdi genotipus kozott is kiillonbséget tudott kimutatni a mddszerrel. DEBENER
és mts. (1996) 8 rozsa taxon és 11 fajta ujjlenyomatét 6sszehasonlitva arra a kovetkeztetésre jutot-
tak, hogy a termesztett fajtak variabilitdsa megkozeliti a vad fajokét. EMADPOUR és mts. (2009) 15
rozsafajtan végzett RAPD elemzése szintén aldtdmasztja a fajtdk nagy RAPD-variabilitdsat annak

ellenére, hogy a fajtak legtobbjét mindossze 7 fajra vezetik vissza (BRUNEAU és mts., 2007).

IWATA és mts. (2000) a damaszkuszi rézsa négy fajtijanak szarmazdsat kivantdk felderiteni.
Mivel a fajtdk kozott RAPD mintazatban nem taléltak kiillonbséget, ITS és psbA—trnH 6sszekotd
szekvencidkat vizsgaltak. Eredményeik alapjdn a magi I'TS nagyobb variabilitdst mutat, mint a klo-
roplasztisz psbA—trnH szekvencidk, ez utdbbi alapjan azonositani tudtdk azonban a damaszkuszi

r6zsa potencidlis anyai sziil6partnerét.
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DEBENER és mts. (2000) AFLP technikdval hasonlitottak 0ssze termesztett fajtdkat és azok
riigymutdnsait. A fajtak kozott sok eltérést tapasztaltak, mig a riigymutdnsok kozott nem volt

kiilonbség. A legtobb esetben ugyanakkor el tudtak kiiloniteni a riigymutdnsokat az anyafajtatol.

A fajtaazonositds megkonnyitése céljabol ESSELINK €s mts. (2003) rézsa-specifikus mikroszatellit
markereket fejlesztettek ki, amelyekkel sikeresen elkiilonitették az 50 vizsgalt teahibrid fajtat. A
tanulményba vont tovabbi 27 alanyfajta esetében az elkiilonités nem minden esetben volt sikeres,
nyolc alanyfajta kozott nem sikertilt kiilonbséget detektalni a 24 mikroszatellit 16kuszon. Ugyan-
akkor az alanyfajtdk kozott szerepelt 14 R. canina fajta is, melyek kiemelkedd mikroszatellit-

polimorfizmust mutattak.

VOSMAN ¢és mts. (2004) AFLP markereket hasznaltak arra, hogy a riigymutdciébdl nemesitett
fajtakat elkiilonitsék a tobbi fajtatol. 83 fajtat vizsgéltak, amelyek egy része 12 ismert mutans-
sorozatba tartozott. 284 polimorf AFLP l6kusz alapjan megéllapitottdk, hogy a rligymutdnsok
Jaccard-azonossdga (PODANI, 1997) egymdshoz és a ,,sziil6” fajtdhoz képest minden esetben

meghaladta a 0,95 értéket, mig a fajtdk kozotti hasonlésdg minden esetben 80 % alatt maradt.

BAYDAR és mts. (2004) szintén AFLP technikdval igazoltdk a Torokorszdgban termesztett R.
damascena klénok kozos eredetét: a mikroszatellit alapi vizsgdlatokhoz hasonléan (RUSANOV
és mts., 2005) 996 l6kuszon sem mutatkozott kiilonbség a kiilonb6zd arutermeld iltetvények-
bdl begyjtott damaszkuszi rézsdk kozott. BABAEI és mts. (2007) ugyanakkor 9 mikroszatellit
l6kuszon bemutattdk, hogy az irdni damaszkuszi rézsdk ennél valtozatosabb genetikai héttérrel

rendelkeznek.

A molekuldris alapi rendszertani vizsgélatok el6rehaladtdval — és a nemzetség pontosabb megér-

tésével — parhuzamosan megindultak a r6zsdk populdcidit vizsgal6 felmérések is.

JURGENS és mts. (2007) németorszagi és magyar gyeplir6zsa-populdciokat vizsgéiltak RAPD
markerekkel. A vizsgalt R. canina populaciokban viszonylag nagy mértéki genetikai véaltozékony-
sagot detektaltak, mig egy adott teriilet populdcidi kozott a kiilonbségek alacsonynak bizonyultak,
ugyanakkor a foldrajzi tdvolsdggal parhuzamosan nétt a populaciok kozotti genetikai tavolsag is.
Azt az idegentermékenyiild fajokra jellemz6 jelenséget, mi szerint a populdcion beliili heterozigo-
zitds nagyobb, mint a populdcidk kozotti (NYBOM, 2004), szintén igazoltak argentin R. rubiginosa
populdcidk RAPD analizise alapjan (AGUIRRE és mits., 2009).

Kapcsoltsagi térképek

A fajtaazonositds mellett a nemesités szamara az egyik legértékesebb informaciét a kapcsoltsagi
térképek adjdk (STAUB és mts., 1996). A Rosa nemzetségben DEBENER és MATTIESCH (1999)
készitették el az elsd kapcsoltsagi térképet. Szabad beporzasbol szarmazé féltestvér vonalak

keresztez€sébol kapott 60 F; egyeden végeztek térképezést RAPD és AFLP markerekkel, 6ssze-
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sen 127 markert helyeztek el a r6zsa hét kapcsoltsdgi csoportjan, mikozben a teltvirdgisdghoz
(egyszerli vagy telt virdg) és a szirmok szinéhez (fehér vagy rézsaszin) kapcsolt markereket
kerestek, am ehhez nem bizonyult megfelel6en nagynak a térkép felbontdsa. RAJAPAKSE és mts.
(2001) rozsda-ellenéllésagra, novekedési erélyre, valamint a palhdk és a hajtas tiiskézetlenségére
hasadé 115 egyedbdl allo, diploid sziiloktdl szdrmazé F, utddnemzedéket felhasznalva készitettek
kapcsoltsagi térképet mintegy 350 AFLP marker, 21 Rosaceae SSR 16kusz €s izoenzim-mintdzat
alapjan. (CRESPEL és mts., 2002) egy dihaploid tear6zsa-hibrid és R. wichuraiana keresztezésé-
bdl szérmazé 91 tagd diploid utédpopulicié felhaszndldsaval helyezett el a sziilok kapcsoltsagi
térképén 68, illetve 108 AFLP markert. A térképre a tiiskék szdmat, a folytonos virdgzast és a telt-
virdgisagot meghataroz6 QTL-eket (Quantitative Trait Loci — mennyiségi tulajdonsagok 16kuszai)
helyeztek el. DUGO és mts. (2005) egy diploid teahibrid fajta és a R. wichuraiana keresztezésébdl
szarmazo 96 Fi-bdl 4all6 térképezd populdcio alapjan készitettek kapcsoltsagi térképet, amire 7
izoenzim, 169 RAPD és 10 mikroszatellit markert helyeztek el. A térképezd populdcié alapjan
a virdgmérethez, a virdgzas kezdetéhez, a levélmérethez és lisztharmat rezisztencidhoz kapcsolt
QTL-eket azonositottak.

Az eddig elkésziilt legnagyobb felbontdsu térképet YAN és mits. (2005) készitették 88 egyedes
F; térképezd populacion. A kapcsoltsagi térkép elkészitéséhez 320 AFLP és 74 mikroszatellit
markert hasznéltak fel. A betegség-ellendllosag térképezéséhez kibdvitették a hasznalt markereket
protein kindz motivumok és rezisztencia génanalégok (RGA-k) szekvencidival. Az elkésziilt térkép
alapjan megkezdGdhetett a markerfejlesztés a betegség-ellendllésagra torténd nemesités szamara.
ZHANG és mts. (2006) tovdbbi mikroszatellit markereket azonositott r6zsdkban, amelyekkel két
kordbban elkészitett — elsésorban AFLP markereken alapuld — térképet (CRESPEL és mts., 2002;

DUGO és mts., 2005) egyesitve és kiegészitve allitott fel térképet.

3.2.4. Roézsarendszerezés molekularis alapokon

A nemzetség rendszertandnak Osszetettségének koszonhetéen a fajta-elkiilonités és -azonositds
mellett viszonylag kordn megkezdddtek a molekuldris markereken alapul6 rendszertani, filogeneti-
kai vizsgélatok is. MILLAN és mts. (1996) Spanyolorszdgban gyjtott négy rozsafaj — mindegyik a
Caninae szekcid tagja — 0sszesen 17 egyedét vizsgaltdk, a fajok kozotti eltéréseket és a fajon beliili
hasonlésdgokat 10 RAPD primer segitségével igazolni tudtdk. WU és mts. (2001a) 9 RAPD primer
felhasznalasaval 200 informativ markert kaptak, ezek segitségével kivantak tisztdzni a Synstylae
szekci6 filogenetikai viszonyait, eredményeik alapjan mar bizonyos rendszertani atértékelésre is

javaslatot tettek (pl. a R. multiflora var. adenochaeta véltozat faj szintre emelésére).

Mig a nagy hibridizacids gyakorisag, a szdmos faj és kisfaj el6forduldsa, a véltozatos morfoldgiai

tulajdonsagok, tovabba a fenti RAPD eredmények a nemzetség nagy genetikai valtozékonysagra
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utaltak, a extranukledris DNS-en alapulé markerezési munkdk hamar rdmutattak, hogy a fajok
kozotti szekvencia-variabilitds a vartnal alacsonyabb. MATSUMOTO €s mts. (1997) mintegy 15
taxonon és négy kertészeti forméan végeztek RFLP vizsgélatokat sejtorganellumbdl szarmazo pro-
bakkal, azonban még a szekcidk kozott sem tapasztaltak szamottevo kiilonbséget. MATSUMOTO
és mts. (1998b) ezutan plasztisz eredetli marK szekvencidk alapjin igazoltdk a rézsa klasszikus
rendszertani csoportjait, am az dltaluk tapasztalt variabilitds — az RFLP adatok alapjan vartaknak
megfeleléen — kicsi, a vizsgdlt 1518 nukleotid-pozicié koziil csupdn 106-ban (7 %) taldltak
baziscserét. WU és mts. (2001b) 30 rézsa taxon magi ITS-szekvencidinak Osszehasonlitdsdval
megkérddjelezték a Rosa és a Platyrhodon alnemzetségek elkiiloniilését, ugyanakkor meg kell
jegyezniink, hogy a szerz6k a Rosa alnemzetségnek csupan azsiai képviseldit vontdk be a vizsga-
latba.

A kezdeti tapogatézdsok utdn megkezd6dtek a nagyobb faj- és mintaszdmot vizsgdlé munkak.
JAN és mts. (1999) 36 rézsa taxonhoz sorolt 119 genotipus 6sszehasonlité elemzését végezték
el 213 RAPD marker alapjdn. A nagy mintaszdm ellenére kimaradt az Osszehasonlitdsbdl a
Caninae szekcid, a tanulmanyba igyekeztek diploid tipusokat Osszevalogatni. WU €s mts. (2000)
matK szekvencidk alapjan mérték fel Japan rézsafajait, és — bar a variabilitds a kordbbiaknal is
alacsonyabb (4,7 %) volt és a Pimpinellifoliae szekcid, valamint a Rosa szubgenusz polifileti-
kusnak bizonyultak — arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a marK szekvencia alkalmas a genus

rendszertani viszonyainak tisztadzasdra.

A Caninae meiézis markerek 6roklédésére gyakorolt sajatos hatdsait mikroszatellit markerekkel
vizsgidlva NYBOM és mts. (2004) megallapitottak, hogy a mddszer nagyfoku polimorfizmust
mutat a r6zsdknadl, igy alkalmas lehet a nemzetség rendszertandnak feliilvizsgalatdra. A kordbban
fajtaazonositdsra kifejlesztett mikroszatellit markerek (ESSELINK és mts., 2003) segitségével ES-
SELINK és mts. (2004) olyan technikét dolgoztak ki (MAC-PR, Microsatellite DNA allele counting
— peak ratios ; mikroszatellit allélszammeghatdrozas csucsintenzitds-ardnyokkal), amellyel hatéko-
nyan és gyorsan meg tudtdk hatdrozni a vizsgélt taxonok ploidszintjét. Az 4j technika null-allélok
azonositdsdra is alkalmasnak bizonyult. A mddszer széles kori elterjedését némileg hatraltatja,
hogy megbizhat6 alkalmazdsdhoz rendkiviil konnyen értékelhetd, a markertipusra jellemzé dado-

gast (,,stutter band”’-eket) nélkiilozé mikroszatellit 16kuszokra van sziikség.

ATIENZA és mts. (2005) 109 rézsa taxon rokonsdgi viszonyait elemezték mintegy 45 RAPD
marker alapjan. A kordbbi munkaktol eltéréen a tanulményba bevontak szdmos intra- €s interszek-
ciondlis hibridet is. A szerz6k — amellett, hogy szdmos, a fentiekben leirt rendszertani valtoztatas
sziikségességét megerdsitették — megallapitottdk, hogy a szdmos hibrid bevondsaval a Caninae
szekcid alszekcidi kozott a hatdrok elmosddnak, azok nem igazolhatéak. A szerzok megerdsitik

a feltételezést (ZIELINSKY, 1985; RITZ és mts., 2005), miszerint a r6zsa nemzetség — ezen beliil
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is kiilondsen a Caninae szekcié — fiatal nemzetség, amelyben a fajképz6dés folyamata jelenleg is

folyamatban van.

RITZ és mts. (2005) a poliploid gyepiir6zsdk eredetét keresve 66 rézsa taxon magi ITS (nrITS)
szekvencidjat és az ITS szakaszok prediktalt masodlagos szerkezetét vizsgéltdk. Ebben a tanul-
manyban mar kiemelt figyelmet szenteltek a Caninae szekcidnak, ugyanakkor igyekeztek a teljes
nemzetséget ,,lefedni”. Mivel a r6zsdk nrITS szakaszai nem hajlamosak az 6sszetartd evolicidra
(WISSEMANN, 2000b; KOVARIK és mts., 2008), a kiillonb6z6 eredetd ITS szakaszok szekven-
cidja kozotti kiilonbségek nem mosddnak el. Vizgélataik megerdsitették a korabbi feltételezést
(ZIELINSKY, 1985; NYBOM és mts., 2006), amely szerint a tobbszoros allopoliploid Caninae
szekcié egy mdra kihalt protocanina — feltehetGen ebben alakulhatott ki a sajatsdgos Caninae
meiozis — és a gyeplirdzsdkon kiviili kiilonbozd szekciok hibridizdcidjaval jott 1étre. Adataikat
kloroplaszt atpB-rbcL. szekvencidkkal kiegészitve megallapitottak, hogy a Rosa genus szdmos
klasszikus rendszertani csoportja polifiletikus, az alnemzetségek molekuldris adatok alapjdn nem
tdmogatottak, a legmagasabb nemzetség alatti rendszertani kategéridnak a szekcidt javasoljak
(WISSEMANN és RiTZ, 2005). Tobb szekcié (Cinnamomeae, Carolinae és Pimpinellifoliae)
polifiletikusnak bizonyult, egyes alnemzetségek (Platyrhodon, Hesperhodos) valamint a Rosa
alnemzetség szekcidi (Laevigatae €s Bracteatae) a Pimpinellifoliae szekcidba tagozddtak be. A
fenti eredmények alapjan WISSEMANN €s RITZ (2005) konkrét javaslatot tettek a Rosa nemzetség

rendszertandnak revizidjara.

BRUNEAU és mts. (2007) a Rosa nemzetség 0sszes taxondmiai egységét lefed6 mintakészleten
végeztek filogenetikai vizsgalatot trnLL-F psbA-trnH régidk szekvencidi alapjan. Bér a vizsgdlatban
kiemelt hangstlyt fektettek az észak-amerikai fajokra — ezeket a kordbbi tanulményok csak érin-
télegesen vizsgaltdk —, a Rosa alnemzetség is megkiilonboztetett figyelmet kapott. Eredményeik
alapjdn az alnemzetség két f6 csoportra oszthatd: az egyikben a Carolinae, Cinnamomeae és
Pimpinellifoliae szekcidkba sorolt taxonok tartoznak, a mdsikba az alnemzetség tobbi szekcidja
(Banksianae, Bracteatae, Caninae, Indicae, Laevigatae, Rosa, Synstylae), és a Pimpinellifoliae
egyes taxonjai. Ugyanez a csoport aléllvaridnsok alapjan meghatdrozott haplotipusok alapjan
vizsgalta az észak-amerikai rézsa taxonok rokonsdgi viszonyait (JOLY és BRUNEAU, 2006; JOLY
és mts., 2006). Az allélvaridnsokat a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogendz (GAPDH), triéz foszfat
izomeraz (TPI) és malat szintdz (MS) gének kddol6 és nem kddold szekvencidi alapjan hatdroztak
meg. Bar a mddszer eredményeik alapjan igéretes, azokat szélesebb genetikai anyagon még nem
tesztelték.

(KOOPMAN és mits., 2008) 46 rézsa taxon Osszesen 92 egyedét vizsgdltdk AFLP markerekkel
arra keresvén a vdlaszt, alkalmas-e a mddszer az Osszetett rendszertani viszonyokkal jellemzett
Rosa nemzetség vizsgalatra. A tanulmédnyban kiemelt hangsulyt fektettek az idealis adatelemzési

modszer meghatarozdsira. Eredményeik aldtdmasztjdk WISSEMANN és RI1TZ (2005) javaslatat,
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amely szerint a Platyrhodon alnemzetséget a Rosa alnemzetségbe kell besorolni, nem tartjak tovab-
ba indokoltnak a Hulthemia alnemzetség kiemelését sem. A Carolinae szekciot a Cinnamomeae
szekcioba sorolndk be, a Caninae szekciét monofiletikusnak taldltdk, amin beliil a Rubigineae
alszekcid szintén monofiletikusnak bizonyult. A Caninae szekcién beliill WISSEMANN és RITZ
(2005) javaslatdval 6sszhangban KOOPMAN €s mts. (2008) sem tartjak ugyanakkor indokoltnak a

tovébbi alszekciok elkiilonitését.

Belgium Caninae szekcidba tartoz6 rézsdinak populdcidin végeztek részletes morfoldgiai és AFLP
vizsgélatokat DE COCK €és mts. (2008). Eredményeik megerdsitették, hogy a szekcion beliil a
Rubigineae alszekci6 a legjobban elhatdroldodott csoport. A Rubigineae alszekci6 kizédrdsa utdn a
kordbbi eredményekkel szemben (RITZ és mts., 2005; KOOPMAN és mts., 2008) a szerz6k igazolva
latjak a Vestitae alszekci6 elkiilonitését a Tomentellae és Caninae alszekcioktol, ugyanakkor ez

utobbi két csoport elkiilonitése tovabbra sem indokolt az AFLP-adatok alapjan.

3.3. A sz0lo (Vitis vinifera L.) magvatlansaga

A Vitis nemzetséget magdba foglalé Vitaceae csaldd az APG III (BREMER és mts., 2009) rend-
szerezése szerint a virdgos novények evoluicios torzsfajan a Valodi kétszikliek (Eudicots) Kézponti
helyzetii kétszikliek (Core eudicots) csoportjiba, ezen beliil a Rosid klad Vitales rendjébe tartozik.
Az APG III rendszere szerint a rend izolalt, alapi helyzete a Rosid klddon beliil és az, hogy a
Fabids és Malvids kladoknak testvérklddja, jelenleg elfogadhaté ugyan, de ennek tdmogatottsaga
viszonylag alacsony (WANG és mts., 2009).

A sz016 az emberiség legrégebben termesztett kultirnovényei kozé tartozik. A kerti sz81ot (Vitis
vinifera L.) a legtobb szerzd a ligeti sz616t61 (Vitis vinifera L. subsp. sylvestris [C.C.GMEL.] HEGI
syn. Vitis sylvestris C.C.GMEL.) szarmaztatja. Az utols6 jégkorszakot kovetden a V. sylvestris
elterjedt egész Burépaban. A sz316 termesztésbe vondsa a mai Torokorszdg, Orményorszag és Iran
teriiletén, Kr.e. 6000 koriil kezdGdhetett (BENYEI és mts., 1999). A szGl6termesztés és a szG6l6,
tovabba a belble készitett bor szorosan kapcsolddik a mezdgazdasag, a kereskedelem fejlédéséhez,
meghatdrozé eleme volt — és a mai napig az is maradt — az emberi kultira fejlédésének. Az antik
kultdrak isteneket rendeltek a borhoz (Dioniiszosz illetve Bacchus), a mediterraneum 6si kultdarai
szerint a bor az istenekkel harcold férfiak vérébsl ered (MCGOVERN, 2004). A sz816bdl késziilt
borra egész gazdasigok €s kozosségek épiiltek (OLMO, 1976).

A vilagon évente mintegy 67,7 milli6 tonna sz816t termesztenek, az alma és a banan utdn a sz0616
a harmadik legnagyobb mennyiségben termesztett gyiimolces.> A vildg sz6l6termésének mintegy

12 %-ka keriil felhasznéldsra csemegesz6l6ként (BENYEI és mts., 1999).

22008, http://faostat.fao.org/
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1. tablazat: Kiilonboz6 sz6l6fajok felhasznalasanak aranya a 20. sz.-i sz6lénemesitésben. (THIS és mits.,
2006 nyoméan, médositva)

Faj Felhasznilds uj Felhaszndlas Felhaszndlas
fajta alanyfajta interspecifikus
nemesitésére nemesitésére keresztezésekben
Vitis rotundifolia MICHX. ++ + +
Vitis aestivalis MICHX. - - ++
Vitis amurensis RUPR. + - ++
Vitis cinerea (ENGELM.) ENGELM. ex MILLARDET var. helleri (L.H. + +++ -

BAILEY) M.O. MOORE
Vitis mustangensis BUCKLEY - +
Vitis tiliifolia HUMB. & BONPL. ex SCHULT. - -
Vitis x champinii PLANCH. + + -
+
+

Vitis cinerea (ENGELM.) ENGELM. ex MILLARDET — ++
Vitis cordifolia LAM. - +
Vitis labrusca L. +++ ++ -+
Vitis acerifolia RAF. + ++ -
Vitis vulpina L. ++ -+ .
Vitis rupestris SCHEELE ++ +++ o+
Vitis cinerea (ENGELM.) ENGELM. ex MILLARDET var. floriana MUNSON - + —
Vitis vinifera +++++ + ++++

A generativ szaporitdsnak, a sz616magok szallitdsdnak nagy jelentGsége lehetett a sz616 domeszti-
kacidjanak kezdetén és az 1) sz616termd vidékek kialakuldsa sordn (THIS és mts., 2006). Az egyes
bortermd vidékeken bizonyitott ,.fajtdkat” ezutdn vegetativ tton szaporitottdk, amig az 1860-as
években az Eszak-Amerikabél érkezé filoxéra megtizedelte Eurdpa szGlGiiltetvényeit. A kdrtev
minden eurdzsiai sz6l6fajta gyokerét megtamadja, €s egy-két éven beliil a téke pusztuldsat okozza.
Tartés megoldast a problémdra a filoxéraval szemben ellendllé alanyok haszndlata jelentette,
amelyekre a nemes V. vinifera fajtakat oltjak. Az ellenall6 alanyok és un. direkttermd fajtdk
nemesitésével a 19. sz. masodik felében kezdetét vette a szO16 rezisztencia-nemesitése Eurépdban
(ALLEWELDT és POSSINGHAM, 1988). Magyarorszdgon a TELEKI csaldd volt az alanynemesités
legnevesebb képvisel§je, akik feltehetden kiilonbozd €szak-amerikai Vitis fajok szabadbeporzasu
allomanyabdl szelektdlt alanyfajtdikkal ("Teleki SC’, *Teleki SBB’) irtdk be magukat a sz616neme-
sités torténelmébe (BAKONYI és BAKONYTI, 2002).

A lisztharmat (Uncinula necator), a filoxéra (Daktulosphaira vitifoliae) és a peronoszpora (Plas-
mopara viticola) altal el6idézett gazdasagi katasztréfa hatdsdra indult meg Eurépédban a betegség-
ellendll6 szG16fajtak nemesitése elsésorban Eszak-Amerikdbol szarmazé vad fajok bevondsdval
(1. tablazat). A lisztharmattal és peronoszporaval szembeni ellendllésag, valamint az eurdpai
borsz616-fajtadk mindsége egyardnt poligénes tulajdonsdgok, amelyeket egy genotipusban kom-
bindlni rendkiviili nehézséget jelent, az interspecifikus fajtdk elsésorban asztali borok készitésére
voltak alkalmasak. A borpiac 20. sz.-i védltozdsainak kovetkeztében a franko-amerikai hibridek a
1960-as évek végére nagyrészt kiszorultak a termesztésbdl, mindségi bort — altalaban alanyra oltott
— V. vinifera fajtakbol készitettek (THIS és mts., 2006, KOZMA, szdbeli kozl€s).
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Mind kornyezetvédelmi, mind pedig gazdasdgi szempontbdl elengedhetetlen a magasfoku rezisz-
tencidkkal és min8séggel rendelkezd sz616fajtdk eldallitdsa és a gyakorlatba torténd bevezetése.
A legtobb nemesitomiihely a mai napig folytatja fajhibrideken alapulé nemesitési programjait.
Az tjabb (mono-, illetve oligogenikus) rezisztenciaforrdsok bevondsa lehetové teszi a vissza-
keresztezési programok kovetkezetes végigvitelét. Mdra szdmos orszdgban bejelentésre keriiltek
olyan fajhibrid sz616fajtdk, amelyek bora nem, vagy csak nehezen kiilonboztethetd meg a tiszta V.

vinifera fajtak boratdl (ALLEWELDT és POSSINGHAM, 1988; BOUQUET és mits., 2000).

Magyarorszagon a borszol6fajtak rezisztencianemesitése direkttermdk visszakeresztezésével kez-
dédott a 20. sz. kdzepén, majd franco-amerikai (elsdsorban Seyve-Villard) hibridek felhasznél-
saval folytatédott. A nemesit6i munka eredményei a ma mar termesztésben 1évé multirezisztens

hibridek: a *Bianca’, *Csilldm’, *Zalagyongye’, *Viktoria gyongye’, stb. (KozMA, 2002).

A filoxéravész ugyanakkor feltehet6en drasztikusan lecsokkentette a sz6l6fajtak variabilitdsat, a
mai genetikai hattér mar csak toredéke a kordbbinak. Az elmdult 6tven év sordn a termesztett
sz0616 Gjabb drdmai variabilitds-csokkenésnek esett dldozatul, amikor a bordszati cégek €s a bor-
piac globalizacidjanak hatdasara egy-két népszert vildgfajta (" Chardonnay’, Cabernet Sauvignon’,
"Merlot’) felemelkedett és azdta is uralja a fajtaszortimentet (THIS €s mts., 2006). Bér a vildgon
tobb mint 10 000 sz616fajtét tartanak szdmon (ALLEWELDT €s DETTWEILER, 1994), ezek nagy

része mara mar csak gyljteményekben, génbankokban taldlhaté meg.

A csemegeszbl6-nemesités jelentds eredményeket ért el mér a 19. sz.-ban és a 20. sz. elején, amikor
Olaszorszdgban BRUNI, PROSPERI és PIROVANO (’Itdlia’ fajta), Franciaorszagban VIBERT és
MOREAU-ROBERT (’Madeleine Royale’, a ’Miiller Thurgau’ pollenad6ja, DETTWEILER €s mts.,
2000), az Egyesiilt Kirdlysagban FOSTER és THOMSON, Magyarorszagon pedig MATHIASZ
JANOS és STARK ADOLF (’Csaba gyongye’) nemesitettek csemegeszSl6-fajtakat. A nemesitok
viszonylag sziik fajtaszortimentet haszndltak fel keresztezéseikben, mint pl. a *’Chasselas’, *Afuz

b

ali’, ’Alexandriai muskotdly’ (VARGAS és mts., 2009). Ez utébbi fajta a Nemzetkozi Sz616fajta
Katalégus® (VIVC, Vifis International Variety Catalogue) adatai szerint 191 sz6lfajta sziil6-

kombindacidjdban szerepelt.

A csemegesz0l6 piacanak fejlédésével, valamint a trépusi csemegeszOlo-termesztés terjedésével
parhuzamosan a csemegeszOl6 fajtdkkal szemben egyre inkdbb alapvetd igény a magvatlan-
sdg (sztenospermokarpia). Ennek megfelelen a korszerli programok mindegyikében magvatlan

csemegesz016-fajtadk nemesitése az egyik 6 cél (TROGGIO és mits., 2008).

3 http ://www.vive.bafz.de
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Csemegeszo6lo-nemesités Magyarorszagon

A magyar csemegeszSl6-nemesités megalapitéja MATHIASZ JANOS volt, aki el6bb Sz6lGskén,
majd Kecskemét melett, Katonatelepen nemesitett csemegeszSl6t. A kezdeti nemesités célja korai,
nagy és tetszetls fiirtli, nagy €s izletes bogyd6ju csemegeszdlo kialakitdsa volt. Munkdssaganak
eredménye az ’Erzsébet kirdlyné emléke’, *Ezeréves Magyarorszidg emléke’, "Mathidsz Janosné’,
"Cegléd szépe’ és *Szbl6skertek kirdlyndje muskotdly’ fajtdk, amelyek koziil nem egy a mai napig
fontos nemesitési alapanyagnak szamit vilagszerte. A legtobb szerz6 MATHIASZ nevéhez koti a
vilag egyik legkordbban termd csemegesz0l10 fajtajat, a *Csaba gyongyét’ is, amelyet azonban mar
STARK ADOLF szelektalt és nevelt fel (PETTENKOFFER, 1930; CSEPREGI és ZILAI, 1988; HAJ-
DU, 2003). Az utébbi id6ben végzett molekuléris vizsgdlatok azonban cafoljdk a fajta feltételezett
szarmazasat, a ’Bronnerstraube’ x ’Ottonel muskotdly’ sziildpart nem igazolja a fajtdk RAPD
(KozMA és mts., 2003) és mikroszatellit ujjlenyomata (Kiss €s mts., 2005; GALBACS és mts.,
2009). Ezen eredményekkel dsszhangban BOURSIQUOT (2007)* a *Madeleine angevine® fajtat
javasolja anyai sziil6partnerként, a pollenadé fajta pedig feltehetéen a "Muscat Fleur d’Oranger’.

Kocsis PAL Kecskeméten végezte munkajat, korai, izletes, szarazsagtiirS fajta nemesitését tiizte ki
célul. Munkdssiga eredménye az ’Irsai olivér’, *Gloria Hungariae’, ’Kocsis Irma’ és *Attila’ fajtak.
SZEGEDI SANDOR Kecskeméten V. vinifera fajtak mellett franko-amerikai hibridek felhasznélasa-
val is llitott el6 csemegesz616-fajtdkat. Fajtdi koziil a legfontosabbak a *Poloskei muskotdly’, *Téli
muskotély’, ’Kosa’, ’Narancsizii’, ’Boglarka’, *Favorit’ és a "Teréz’ (HAIDU, 2002). A Kecskeméti
Sz6lészeti Bordszati Kutatdintézetben el6dei munkdjat jelenleg HAJDU EDIT folytatja, elsésorban

klonszelekcioval.

Az Egri Sz6lészeti és Bordszati Kutatdintézet jogelddjén CSIZMAZIA JOZSEF és BEREZNAI
LASZLO szintén franko-amerikai hibridek visszakeresztezésével allitottak el6 dj, rezisztens faj-

tdkat, legfontosabb csemegeszdl6 fajtaik a *Zalagyongye’ és a ’Nero’.

A Budapesti Corvinus Egyetem Sz6lészeti Tanszékének jogelddjén KOzMA PAL kezdte meg
munkatdrsaival a keresztezéses és szelekcids nemesitést az 1940-es évek végén. Csemegesz6l6-
nemesitési munkdjidban hangsulyt helyezett a muskotdlyos izre és részben a fagy- illetve télttirésre,
a betegségellendllosdgra, a termésidére és a szdllithatésdgra. Bor- és csemegesz8l6-nemesitési
tevékenysége soran kozel 10 000 V. vinifera €s interspecifikus magoncot allitott el6. Legfontosabb
csemegeszO10 fajtai a "Palatina’ (" Augusztusi muskotdly’) és a ’Kozma Palné muskotély’. A rezisz-
tencianemesitésben ’Seibel’ és *Seyve-Villard” franko-amerikai hibrideket haszndlt rezisztencia-
forrasként. SzZ. NAGY LASZLO — immar magan-nemesit6ként — részben tovabbvitte KOZMA PAL
munkdjét. (Sz. NAGY, 2002)

4 BOURSIQUOT, 2007, 244. o.
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A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékének jogelddjén KOLEDA
ISTVAN V. amurensis RUPRECHT génforrast haszndlt rezisztencianemesitési programjaban. Mun-
kajat KORBULY JANOS folytatta, tovdbbra is a V. amurensis fajra, illetve lisztharmat-ellenallésag
szempontjabol a Dzsandzsal kara’ fajtara alapozva bor- és csemegesz6l6-nemesitési munkajat,

amelyben a csemegeszOl6 esetében mar a magvatlansag is megjelent nemesitési célként.

Legutébb a Pécsi Szo61észeti és Boraszati Kutatdintézetben ifj. KOzZMA PAL kezdett csemegeszS16-
nemesitési programot, amelynek elsddleges célja a magas szintd, ,teljes” rezisztencia elérése
lisztharmattal €s peronoszporaval szemben. Rezisztencia-forrasként Vitis rotundifolia x V. vinifera
BC4 nemzedékébdl szdrmazd hibridet keresztezett vissza magvatlan fajtdkkal. A V. rotundifolia
eredetli, immunitans szintd dominans lisztharmat-rezisztencia védelme érdekében a nemesitési
programban ezt a gént kombindlja a V. vinifera eredetli, szintén domindns Renl génnel. A
keresztezési programban magvatlansag forrasként V. vinifera fajtdkat ("Kismis vatkana’, *Kismis

moldavszkij’, ’Superior seedless’, *Festival seedless’) hasznal.

3.3.1. A sz6l6 magvatlansaganak tipusai

7 2

A termesztett sz6l6fajtdk kozott két eltérd magvatlansagi formdt ismeriink : a partenokarpiét és a
sztenospermokarpiat (BENYEI és mts., 1999). Partenokarp termés jellemzi a mazsolasz6l6 céllal
termesztett "Fekete korintusi’ fajtat, mig a magvatlan csemegesz616-fajtak esetében a sztenosper-

mokarpia a magvatlansig alapvet6 formdja.

A partenokarp magvatlansag esetében megtermékenyités nem torténik, a bogyok teljes mértékben
magvatlanok. A sz6l6nél STOUT (1936) megkiilonboztetett fakultativ és obligat partenokarpi-
at. Fakultativ partenokarpidra kiilonb6z6 mértékben és kornyezeti tényezdoktdl fiiggden minden
fajta hajlamos, legyen az magvas vagy sztenospermokarp magvatlan. Az Un. partenokarp fajtak
ugyanakkor obligét partenokarpidt mutatnak: az embriézsakok nem funkcidképesek, igy a meg-
termékenyités nem torténik meg a fiirt egyetlen bogydjdban sem. A partenokarp bogyok aprok,
igy azt a friss fogyasztasra szant csemegeszGlok nemesitésében kevésbé hasznéljak, elsdsorban

mazsolaszdl6 termesztésében van jelentdsége.

Az egyes sz0lofajtakra jellemzd sztenospermokarp magvatlansag (6. dbra) jelenségét PEARSON
(1932) irta le, STOUT (1936) jellemzete részletesen. A sztenospermokarp bogydkban a meg-
termékenyiilés bekovetkezik ugyan, &m magok nem fejlédnek ki teljesen az embrid és/vagy az
endospermium korai abortdléddsa miatt. A sztenospermokarp fajtdk virdgai altalaban himndsek,
funkciondlisak, a “"Thompson Seedless’ pollenje 90 %-os csirdzdst mutat cukor-agar taptalajon,
igy pollenadénak kivaléan alkalmas. A sztenospermokarp fajtdk megfeleld terméséhez sziikség
van megporzésa €s termékenyiilésre. Ezeknél a fajtakndl is el6fordul fakultativ partenokarpia, 4m

ennek mértéke altaldban nem haladja meg a magvas fajtaknal tapasztaltakat.
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A sztenospermokarpidra hajlamos fajtdkndl a
magkezdemények épek, dm megporzaskor a
belsd integumentum megnyult, a csirakapu mé-
rete pedig meghaladja a magvas fajtdknal ta-
pasztalhaté méreteket. STOUT (1936) vizsga-
latai alapjdn a sztenospermokarp bogydkban a
legtobb termd egyes magkezdeményeibe eljut
a pollen csiratomldje, ezekben 4ltaldban be-
kovetkezik a megtermékenyiilés, dm az emb-

riéfejlodés megreked. A sztenospermokarp bo-

gyok a legtobb esetben tartalmaznak tobbé-
kevesbe fejlett magkezdemenyeket, dm azok 6. abra: A *Thompson Sel’ sztnosperok
altalaban puha szovettiek. fajta bogydja és abortdlédott magkezdemé-
Az ilyen bogyok — bar méretiik elmarad a mag- nye (beépuld kép). Fotd: 2009. julius 6.
vas csemegesz0l6-fajtdk bogyoméretétdl — joval nagyobbak, mint a partenokarp magvatlan fajtak
bogydi, igy a csemegesz6l6 nemesitésben elsdsorban a sztenospermokarpidra hajlamos fajtdkat
haszndljdk magvatlansag-forrasként. A magvatlansag mértéke széles skdlan mozog: az aprd, de
érezhet6 magkezdeményektdl a nagy, de szinte észrevehetetlen magkezdeményekig a tulajdonsag-
nak szdmos tipusa van (STRIEM és mts., 1992). A magvatlansigra torténd nemesités sordn ezért
problémat jelent, hogy a tulajdonsdg kvantitativ jellegli, ugyanis a szabad szemmel nem lathat6
magokkal rendelkezd bogydkat ugyanigy magvatlannak tekintjiik, mint az egy-két mm-es, puha

magkezdeményeket tartalmaz6 bogyokat.

Mind a termesztés, mind pedig a nemesités egyik legfontosabb magvatlansdg-forrasa a *Thomp-
son Seedless’ syn. ’Sultanina’ fajta. A VIVC adatai szerint a fajta tobb mint 100 magvatlan
keresztezésben szerepelt kozvetlen sziilGpartnerként a masodik generaciés *"Thompson Seedless’
leszarmazottakat nem szamitva. Tobb fajtdndl anyai és apai vonalon is megtaldlhat6 a fajta, pl. a
"Flame Seedless’ esetében [(’Cardinal’ x ’Sultanina’) x ((Red Malaga’ x ’Tifafihi Ahmer’) x
(’Alexandriai muskotély’ x ’Sultanina’))] (10. dbra a 49. oldalon). Kisebb mértékben hasznd;jak

magvatlansag forrasként pl. *Sultanina rose’ syn. *Kismis rozovij’ és a ’Black monukka’ fajtakat.

A nemesités mellett a sz6l6 magvatlansiga el6idézhetd vegyszeres kezelésekkel is. Gibberel-
linsavval régota indukdlnak magvatlan fiirtoket magvas fajtadkon (DASS és RANDHAWA, 1968).
A magvatlansdg kivalthaté sztreptomicinnel is (POMMER és mts., 1996), a magvatlansdg miatt
bekovetkezett bogyéméret-csokkenés pedig gibberellinsavval ellensilyozhaté (IKEDA és mits.,
2004).
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A magvatlan csemegesz6l6 nemesités hatékonysaganak novelése embriémentéssel

A magvas x magvatlan sziildpérositdsok utédnemzedékeiben — sziil§pdrositastdl fiiggben — a
kivant mértékli magvatlansdg ardnya alacsony (LOOMIS és WEINBERGER, 1979), a nemesités
hatékonysdgdnak novelése érdekében nagy erdket mozgattak meg a magvatlan X magvatlan

keresztez€sekbdl kiindulé embridmentés kidolgozasdnak érdekében.

Mind magvas x magvatlan, mind pedig magvatlan X magvatlan keresztezésekbdl, tovabba mag-
vatlan egyedek ontermékenyitésébdl kiséreltek meg embridomentést CAIN és mts. (1983). Egyes
keresztezésekbdl a tdptalajra helyezett magkezdemények 25 %-dban sikerrel neveltek tovabb
embridkat. BARLASS és mts. (1988) arrdl szdmoltak be, hogy a magvatlansdgra torténd neme-
sités sordn a hatékonysdg akdr 85 %-kal novelhetd embriomentéssel. AGUERO és mts. (1995) a
fiirtok novekedésgatlokkal torténd kezelésével tovabb novelték az embridomentés hatékonysagat. A
magkezdemények embridinak mentése mellett TSOLOVA és ATANASSOV (1994) megkisérelték a
spontdn poliembridnia kihasznélasat és a masodlagos embridképzddés indukéldsat, ily moédon az
életképtelen embridkbol is novények nevelhetdk.

A rezisztens, magvatlan csemegesz616 nemesitése érdekében RAMMING és mts. (2000) magvatlan
hibridet kereszteztek V. rotundifolia fajjal, az utédnemzedéket embridémentéssel nevelték fel.

Hasonl6 stratégidt kovettek TIAN és mts. (2008) kinai vad sz6l6fajok felhasznalasaval.

3.3.2. A sz6lo-magvatlansag genetikai hattere

A magvatlan csemegesz0l6vel foglalkozo ne- 2. tablazat: A magvatlansdg drokldésével kapcsola-

mesit6k a kezdetektdl fogva arra torekedtek, tos feltételezések. (BOUQUET és DANG-
, e, . . LOT, 1996 alapjan médositva)

hogy a magvatlansidg genetikai hétterét minél —

. . ., . OroklGdés Szerzok

jobban megismerjék. Br a sztenospermokarp 1 recessziv gén CONSTANTINESCU és mts., 1972

magvatlan tipusok nagy valtozatossagot mutat- 5 yecessziv gén SPIEGEL-ROY és mts., 1990

nak, szdmos keresztezéses kisérlet arra enge-  tobb recessziv gén WEINBERGER és HARMON, 1964
dett kovetkeztetni, hogy a tulajdonségot beha- Loowmis és WEINBERGER, 1979
POSPISILOVA és PALENIK, 1988

tarolhat6 szamu gén hatarozza meg. Ugyanak-
Mennyiségi faktorok SANDHU és mts., 1984

kor a gének szamat és jellegét tekintve a felté-

5 domindns gén SATO és mts., 1994
telezések igen eltéréek voltak (2. tablazat). 3 domindns gén LEDBETTER és mts., 1994
1z s 1 dominans gén StouT, 1939, 1936
Magyvatlan csemegesz6l6 nemesitési program- .
1 dominans és BOUQUET és DANGLOT, 1996

jénak eredményeinek ismertetése sordn STOUT o
3 recessziv gén

(1939) a Korintusi fajtdk hibridcsalddjaiban
nem taldlt partenokarp utédokat, mig az elterjedten hasznalt sztenospermokarp magvatlan fajtak

egy része ("Concord Seedless’, ’Sultana’) nem Orokitette a magvatlansagot, mig mdasik résziik
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("Thompson Seedless’, ’Black monukka’) kozel 1:1 ardnyd hasaddst eredményezett az F; nem-
zedékben. Eredményei alapjdn STOUT arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a "Thompson Seedless’

magvatlansidgit egy domindns gén hatarozza meg.

Az egyetlen domindns génnel torténd Orok-

Y / I+ nemf.n,:e Structural genes for
16déssel szemben LOOMIS és WEINBERGER “'-'“““" o e 1'"" d;“l“’w“
(1979) szamos magvas x magvatlan kereszte- ke mimo"" e
z€s utdédnemzedékének, illetve magvatlan tipu- % — #ﬁ )
sok Ontermékenyitésébdl kapott nemzedékek (sibbere1tin)
értékelése alapjan megerdsitették WEINBER- ®
GER és HARMON (1964) hipotézisét, amely - prchisie serscruiet seses for
szerint a sz616 sztenospermokarp magvatlan- R'mm“" o .mem:_’o:mm T -

DHA transcription

sdga recessziv tulajdonsdg, amelyet egynél

Inactive Inactive

. . L . Tepressor repressor
tobb recessziv gén hatdroz meg. SPIEGEL- [__] —» — =

comrepressor

RoOY és mts. (1990) szintén magvas és mag- ' [
vatlan fajtak keresztezései alapjan két recessziv
génnel magyardztdk a tulajdonsag OroklGdését.  resstaler gene o sl el ineel g
11z Promoter N
Ugyancsak a recessziv 6rokl6dés mellett tette 1 i w.! Tramseript fon
Taset ive Activated
le voksat ROYTCHEV (1998), aki 27, tobbféle rapressor iy
magvatlansag-forrasra €piil6 hibridcsaladot ér- co-repressor
tékelt magvatlansadg szempontjabol. 7. abra: A sztenospermokarp magvatlansdg 6roklG-
. . désének modellje. Hirom recessziven 6rok-
Magvas x magvatlan keresztezésekbdl kapott 16d6 faktor expresszijat egy domindns (in-
utédnemzedékek magvatlansag-fenotipusdban hibitor) faktor irdnyitja. A gént késébb mag-

fejlédés inhibitornak (sdl, seed development

) inhibitor) nevezték el. (BOUQUET és DANG-
jan a magvatlansagot SANDHU €s mits. (1984) LOT, 1996)

megtaldlhaté széles és folyamatos skéla alap-

teljes mértékben mennyiségi tulajdonsdgként
kezelik (LEDBETTER és RAMMING, 1989).

A recessziv gének és a mennyiségi jelleg mellett SATO és mts. (1994), valamint LEDBETTER
és mts. (1994) tobbféle magvatlansag-forras alapjan 35, illetve 3 domindns génnel magyardztik a

sztenospermokarp magvatlansidg 6roklodését.

A sztenospermokarp bogyok magjainak részletekbe mend vizsgélatdhoz STRIEM és mts. (1992)
Oz’ és "Early muscat’ anyandvényeket ugyanazzal a magvatlan pollenaddval ("Flame Seedless’)
kereszteztek. Eredményeikkel bebizonyitottdk, hogy a sztenospermokarp sz616fajtdk magkezde-
ményének burka és az endospermium fejlettsége kiilon, egymdstdl fiiggetleniil 6rokld tulajdon-
sdgok, ugyanakkor KORKUTAL (2005) az embridk abortdléddsat az integumentum fejlédésének

zavaraival magyardzza.
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A jelenleg legelfogadottabb modellt — amelyet azéta tobb térképezési munka is aldtdmasztott —
BOUQUET és DANGLOT (1996) allitotta fel. Tanulmanyukban magvas X magvatlan, valamint
magvatlan X magvatlan keresztezések utddnemzedékeit egyarant vizsgaltdk. Modelljiik hidrom,
egymdstol fiiggetleniil 6rokl6d6 recessziv gént feltételez, amelyek expresszidjat egy domindns

regulétor (inhibitor) gén szabdlyozza (7. dbra).

A sztenospermokarpidval jellemzett magvatlansdg genetikai hattere a mai napig nem tisztazott
tehat egyértelmtien. Az, hogy kiilonboz magvatlan sziil6k keresztezésébdl illetve egyes magvatlan
genotipusok Ontermékenyitésébdl kaptak magvas utédokat, kizdrja a pusztdn recessziv géneken
alapul6 o6roklédést (RAMMING és mts., 1990). Ugyanakkor LOOMIS és WEINBERGER (1979)
véleménye szerint az egyetlen domindns génnel torténd 6roklédés sem valdszinli, mivel magvas
és magyvatlan sziil6pdrositds esetén — sziilévalasztastol fliggden 10-30 % — ardnyban jelennek meg

magvatlan utédok.

A magvatlansag és a bogyoméret genetikai térképezése

Amennyiben a szO6l6 sztenospermokarp magvatlansigdnak kérdését nem meghatarozott szamu,
szigordan mendelien 6roklodé génen, hanem QTL-eken (mennyiségi tulajdonsdgokért felelds
l6kuszokon) keresztiil kozelitjiik meg, a tulajdonsdg genetikai hatterének megfejtéséhez vezetd
ut kovetkezd allomadsat a kapcsoltsagi térképek jelentik. A sz616-genom DNS-szekvencidjanak
meghatdrozasat (JAILLON és mts., 2007; VELASCO és mts., 2007) megel6zben €s azt kovetden
egyardnt tobb kapcsoltsagi térkép késziilt a sz616 meghatdrozé mennyiségi tulajdonsdgainak QTL

alapu térképezése sordn.

Az egyik elsé ilyen, kifejezetten a sz616 magvatlansdgaval foglalkozo térképet DOLIGEZ és mts.
(2002) készitették két, részben magvatlan sziilo keresztezésébdl [(’Dattier de Beyrouth® x 75
Pirovano’) x (’Alphonse Lavallée’ x ’Szultanina’)] szdrmazd, 139 egyedbdl 4ll6 utédnemze-
déken. A konszenzus térképen 250 AFLP, 44 SSR, harom izonezim, két RAPD, egy SCAR és
egy fenotipusos (bogydszin) markert helyeztek el. A térkép segitségével az utdédnemzedéken a
bogyo6tdmeghez, a magszamhoz, a magok friss és szdraz sulydhoz kapcsolt QTL-eket kerestek.
Eredményeik alapjan igazoltdk egy nagy QTL és harom kisebb hatdsi QTL jelenlétét, ami
BOUQUET és DANGLOT (1996) elméletét tdmasztja ald. A legnagyobb hatdsi QTL szorosan

kapcsolddott a magvatlansdg dominans Sdl génjéhez rendelt SCAR markerhez is.

Annak vizsgdlatdra, vajon lehetséges-e a kisebb bogy6tomegii sztenospermokarp fajtdk esetében
a bogyoéméretet novelni, FANIZZA és mts. (2005) 184 tagi hasad6é nemzedéken végeztek QTL
analizist. Eredményeik — bar a kiilonbozd években nagy szorast mutattak — azt sugalljdk, hogy a

bogyéméret csak a fiirttomeg rovasara novelhetd.
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’Dominga’ x ’Autumn Seedless’ fajtdk keresztezésébdl kapott hasadé nemzedéken kozel 600
markerrel végzett QTL elemzésiikben CABEZAS és mts. (2006) a magvatlansag — a friss magtomeg
— fenotipusos véltozatossagat kozel 50 %-ban magyarazé f6 QTL-t a 18-as kapcsoltsagi csoportra
lokalizaltak.

’Ruby Seedless’ és "Thompson Seedless’ keresztez€sébdl embriomentéssel felnevelt 144 tagu
utédnemzedék felhasznalasaval készitettek kapcsoltsagi térképet MEJIA és mts. (2007), amelyen
247, elsdsorban AFLP, SSR és ISSR markert helyeztek el. Megerdsitették a magvatlansag 6 QTL-
jének helyzetét a 18-as kapcsoltsagi csoporton €s megallapitottak, hogy a lokusznak pleiotrop
hatdsa van a bogydéméretre illetve tomegre €s az érésidére. A magvatlansdg és a bogydméret
szorosan kapcsolt tulajdonsdgoknak mindsiiltek, nem sikeriilt 6ket szétvalasztaniuk. Azonositottak

tovabba négy kisebb hatdasi QTL-t a sz016 kiilonbozd kapcsoltsdgi csoportjain.

A fentiekkel ellentétben COSTANTINI és mts. (2008) az ’Italia’ és 'Big Perlon’ fajtdk kereszte-
7€sébdl szarmazo 163 tagi Fy nemzedéken végzett térképezési munkdjuk sordn olyan QTL-eket
is azonositottak, amelyek a magtomegtdl fiiggetleniil befolydsoljak a bogyoméretet. Az dsszesen
413 — elsdsorban ismét SSR és AFLP — markerrel felallitott térkép megersitette a magvatlansag
egyik f6 QTL-jét a 18-as kapcsoltsagi csoporton (szintén detektdltak tovabba kisebb variancit
magyardz6 QTL-eket més kapcsoltsagi csoportokon), 4m a magtomeg és a termésid6 kdzotti szoros
kapcsolatot (MEJIA és mts., 2007) céfoltak.

3.3.3. Szolo-magvatlansag markerezése

A magvatlansdg csemegeszSl6-nemesitésben betoltott kozponti szerepének koszonhetGen hamar
megindult a tulajdonsdg marker-timogatott szelekcidjat (MAS, Marker Assisted Selection) lehe-

tové tévo markerek keresése.

STRIEM €s mts. (1996) *Early Muscat’ x ’Flame Seedless’ keresztezésbdl szdrmazo 82 utédon
végeztek RAPD analizist. 110 értékelhetd oligonukleotid primer koziil 12 mutatott Osszefiiggést
valamely a magvatlansigra utalé tulajdonsdggal. Ezeknek a markereknek az alkalmazhat6sagat
nem vizsgaltdk azonban mds hibrid csalddokon, tovdbbd nem hatdroztdk meg a kapcsoltsag

mértékét sem.

140 RAPD primert vizsgélva kerestek a magvatlansidghoz kapcsolt markert LAHOGUE és mts.
(1998). Azonositottak két RAPD markert: az opC08-1020 és opP18-530. Az elsobdl kifejlesztették
az SCC8 SCAR markert, a masodikb6l ADAM-BLONDON és mts. (2001) fejlesztettek SSCP
markert (SCP18). A két marker a magvatlansag Sdl génjétdl egyazon irdnyban helyezkedik el.

A magvatlansaghoz kapcsolt két mikroszatellit markert: VMC6F11 és VMC7F2 azonositottak
térképezési munkdjuk sordn CABEZAS és mts. (2006). A VMC6F11 marker tobb esetben null-
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allélt mutatott, igy ennek alkalmazhatdsagét a szerzok elvetették. A VMC7F2 marker alkalmazasa
nehézkesnek igérkezik: a domindns Sdl allélhez kapcsolt 198 bp hosszu fragmens mellett a
magvassagért felelds sdl allélhoz egy 200-210 bp hosszusagu allél kapcsolt, amely mindazonaltal
a legtobb esetben 200 bp hosszisagu, a fragmenshosszak kozott tehat minddssze 2 bp a kiilonbség,
ami jelentdsen megnehezitheti az eredmények kiértékelését. A markert 23 magvatlan és 19 magvas
fajtan tesztelték, a magvatlan tipusok kozott nem taldltak rekombindnsokat, azonban a magvas
egyedek koziil 2 rekombindnsnak bizonyult. A marker kapcsoltsdgat COSTANTINI és mts. (2008)

is megerdsitették, az sdl 16kusztdl valo tavolsdgat 0,7 cM-ban dllapitottdk meg.

A magvatlansaghoz kapcsolt RFLP illetve Southern blot markereket azonositottak YANG €és mts.
(2006), am L1 és mts. (2009) bebizonyitottdk, hogy a markerekkel nem lehet kiilonbséget tenni a
magvas és magvatlan genotipusok kozott, tovabba a szerzOk altal megnevezett génnek, amelyben

a marker taldlhatd, nincsen koze a sz616 magvatlansagahoz.

A sz616 magvatlansaghoz kapcsolt SCAR-CAPS marker

A dolgozatomban hasznalt SCAR-CAPS marker kifejlesztésének koriilményeit és miikodését az

alabbiakban részletesebben bemutatom.

LAHOGUE és mts. (1998) egy magvatlansagra hasadé nemzedék csoportos elemzése (BSA, Bulk
Segregant Analysis) sordn 140 RAPD oligonukleotidot teszteltek. A BSA sordn nyolc olyan
oligonukelotidot azonositottak, amelyek specifikus sdvot adtak a magvatlan tipusokra. A magvas
genotipusra specifikus DNS-szakaszt nem taldltak. Miutdn a csoportos elemzésbe vont 16-16
egyedet Ondlléan is megvizsgaltak, egyetlen marker — az opCO8 primerrel felszaporitott 1020 bp
hosszu fragmens — mutatott teljes kapcsoltsdgot a fenotipussal, azaz a kérdéses sav megjelent az
Osszes magvatlan egyedben, mig hidnyzott az 6sszes magvas egyedbdl. Két tovabbi oligonukleotid,
az opP08 és az opC12 esetében minden magvatlan templétrol felszaporodott egy fragmens (opP18-
530 és opC12-950), &m ezek néhdny magvas egyedben is megjelentek. Tovabbi 7-7 magvas és
magvatlan egyed vizsgdlata sordn az opC08-1020 marker a magvatlanok mellett megjelent egy
magvas mintdban is. A kapcsoltsdgi elemz€s alapjdn a magvatlan fenotipus €s a markerek kozotti
kapcsoltsdg mértéke az opP18-530 marker esetében 3,5 cM, az opCO08-1020 marker esetében
0,7 cM, a két marker egymadstdl val6 tdvolsiaga 4,2 cM. Az elemzések sordn tehdt két, az SdI

génnel kapcsoltsagot mutaté RAPD markert azonositottak.

A magvatlansaghoz legszorosabban kapcsolt opC18-1020 fragmens klénozasaval és szekvenala-
sdval LAHOGUE és mts. a RAPD markert tovabbfejlesztették SCAR markerré (SCC8). A kérdéses
szakaszra tervezett specifikus primerek mind a magvatlan, mind pedig a magvas egyedek esetében

felszaporitjak a vart, mintegy 1 kbp hosszi DNS-szakaszt. A PCR-terméket 6-féle restrikciés en-
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zimmel hasitottdk. A magvas és magvatlan genotipusok kozotti kiillonbségtételre a Bg/II restrikcids

endonukledz bizonyult alkalmasnak.

A PCR-termékek végérol a Bglll restrikcids endonukledz mindkét esetben (magvas és magvatlan)
levag egy 73 bp hosszisdgu darabot, a magvassdghoz kapcsolt scc8™ allél esetében pedig hasitja
a 777. béazisndl, mig a magvatlansdghoz kapcsolt SCC8™ allél esetében ez a hasitohely hidnyzik.
A PCR reakcidban specifikus primerekkel felszaporitott mintegy 1014 bp hosszu terméket Bgl/II
restrikciés enzimmel hasitva tehat a magvatlansagért felel6s domindns allélhez kapcsolt fragmens
mérete kis mértékben csokken (73 bp), mig a magvas fenotipusért felelos allél esetében egy

~700 bp és egy ~240 bp hosszisagu szakaszt kapunk.

Az igy kapott marker kodominéns, mely képes megkiilonboztetni egymdastdl a domindns homo-
zigbta magvatlan (SCC8T/SCC8"), a heterozigéta magvatlan (SCC8*'/scc8) és a homozigéta

recessziv magvas (scc8™ /scc8™) genotipusokat.

Az SCC8 SCAR-CAPS markert a szerzok tesztelték a keresztezett sziilok sziilein és mas hasado
nemzedékeken, koztiik olyanokon is, melyek pedigréjében nem szerepelt a *"Thompson Seedless’

fajta. A marker minden vizsgélt egyed esetében a fenotipusnak megfelelé eredmény adott.

Hérom tovédbbi hasadé nemzedéken — amelyek mindazondltal rokonsdgban vannak a marker
kifejlesztéséhez haszndlt nemzedékkel — €s szdmos magvas €s magvatlan csemegeszOl6-fajtan
tesztelték az SCC8 és SCP18 markereket ADAM-BLONDON és mts. (2001). Az SCP18 markert
kevésbé talaltak hasznalhatonak, mint az SCC8-at, az el6bbi tdvolsagit ugyanis az SdI 16kusztdl
10,8 cM-ban hatdroztdk meg. ADAM-BLONDON és mts. vizsgédlataiban az SdI 16kusz és az SCC8
marker tdvolsaga nagyobbnak bizonyult (4,0 cM), mint amit LAHOGUE és mts. meghatdroztak
(0,7 cM). ADAM-BLONDON és mts. megallapitjdk tovabbd, hogy a marker jobban hasznalhaté
magvatlan x magvatlan keresztezésekben, mint magvas x magvatlan keresztezésekben, mivel az
SCCS8 csupan a domindns inhibitor gént markerezi, mikdzben a fenotipust nagyban befolydsoljdk
a kisebb QTL-ek (recessziv gének) is.

A fentiektdl eltér6 — d4m tovdbbra is viszonylag szlik — genetikai hattéren tesztelték az SCC8 és
SCF27 (MEJiA és HINRICHSEN, 2003) markereket KORPAS és mts. (2009). Ebben a tanulmany-
ban ADAM-BLONDON és mts. (2001) eredményeihez hasonl6éan detektédltak szamos null allélt, ill.
rekombindns egyedet. Eredményeik szerint a markerek alkalmasak az SdI 16kusz nyomonkdve-
tésére, am megerdsitik ADAM-BLONDON és mts. (2001) megallapitdsat, miszerint a tulajdonsag
oroklddésének Osszetett mivolta miatt a marker csak korlatozott mértékben hasznalhatd, mivel a

domindns SdI allél sziikséges, de nem elégséges feltétele a sztenospermokarp magvatlansagnak.
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3.3.4. A sz6l6 magvatlansagaért felelos génjeloltek

Térképezési munkdjuk alapjan COSTANTINI és mts. (2008) megallapitottak, hogy az sdl 16kusztol
0,8 cM tavolsdgra 1évé6 VMCT7F2 mikroszatellit marker kozvetlen kozelében taldlhaté a Vitis
vinifera MADS Box protein 5 gén. A gén fehérje-termékérdl Boss és mts. (2002) kimutattdk, hogy
csak a ndivard virdgokban nyilvanul meg, a himivardakban nem, igy feltehetGen szerepet jatszik
a magkezdemény fejlodésében. A fehérje Arabidopsis thaliana homolégja az AGLII (AGAMOUS
LIKE), amely a magkezdemény kialakuldsa sordn fejezddik ki, szerepe ismeretlen (ROUNSLEY

és mts., 1995).

"Thompson Seedless’ €és annak magvas mutdnsdn, a ’Thompson Seeded’ fajtin végzett
szubsztraktiv hibridizéacids kisérletekben HANANIA €s mts. (2007) azonositottak egy fehérjét (ch-
loroplast chaperonin 21, ch-Cpn21), amely a magvas fajtdban megnyilvanult, mig a magvatlanban
nem. A fehérje dohdny ndvényekben torténd virus-indukalta géncsendesitésével (VIGS, Virus
Induced Gene Silencing) a levelek deformalddtak, klorotikus tiineteket mutattak, a magkezdemény
nekrotizdlédott. Paradicsomban a fehérje szovetspecifikusan — csak a termésben — torténd kilité-
sével a paradicsom bogyok épek, 4m magvatlanok lettek. Mindezek alapjan gy tinik, a fehérje

szerepet jatszhat a sz616 sztenospermokarp magvatlansidgaban.

Ugyanebben a kisérletben azonositottdk a magvas és magvatlan Thompson tipusban kiilonbo-
z6képpen Kkifejez6dd ubiquitin extension protein S27a fehérjét, in situ hibridizacidval azt az
eredmény kaptdk, miszerint a fehérje magasabb szinten expresszdlédik a magvatlan genotipus
termd&iben és magkezdeményeiben, mint a magvas genotipuséban. A fehérje tiltermeltetése gatolta
a novényregeneralast, csendesitése az embriogén kalluszok nekrézisahoz vezetett. A szerzdk ezek
alapjan arra kovetkeztetnek, hogy — mivel a fehérje bizonyitottan szerepet jitszik a fejlédésben —,

a magkezdeményben torténd tultermelddése vezethet a sz016 sztenospermokarp magvatlansdganak
kialakuldsahoz (HANANIA és mts., 2009).
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A részletes protokollokat, a felhaszndlt esetleges parancskotegeket az M2 mellékletben fejtem ki
bdvebben, a kisérletek soran felhasznalt dltaldnos oldatok, pufferek osszetételét az M2.2 melléklet

tartalmazza.

4.1. A vizsgalt novényanyag

4.1.1. A vizsgalt rozsa taxonok

A dolgozatban vizsgalt rézsa taxonokat a Budapesti Corvinus Egyetem Soroksédri Botanikus
Kertjében fenntartott génbankban gy{jtottiik (3. tablazat, 8. dbra). A vizsgalt taxonok egy részénél
rendelkeztem az adott egyed kromoszéma-szdmdra vonatkoz6 informécidval, ami nagy segitséget

nyujtott az eredmények kiértékelése soran.

A vizsgélt egyedek kivédlasztdsa sordn a legnagyobb hangsilyt — az introgresszids folyamatokban
jatszott kiemelt szerepiik miatt — a Caninae szekcié képviseldire fektettem. A Synstylae szekciot a
kiilcsoportnak szant R. arvensis képviselte, a Pimpinellifoliae szekciot 3, a Rosa szekciot 5 egyed
képviseli, vizsgaltam tovabba egy Cinnamomeae r6zsat (R. blanda). A Caninae szekci6 alszekcidi
koziil a Rubigineae képvisel6i vannak jelen a mintakészletben a legnagyobb szdmban, bevontam

tovabba a vizsgalatokba a Vestitae, Trachyphyllae és Caninae alszekciok egyes képviseldit is.

Az egyedek kivdlasztasa sordn kiemelt hangsilyt fektettem arra, hogy szerepeljenek kozottiik
evoluciésan konzervalt (pl. [50, 54] R. jundzillii), recens (pl. [23] R. X francofurtana Fy, [108]
R. vetvickae), illetve kultar- (pl. [22] R. X francofurtana, [26] R. gallica, [65] R. X damascena)
hibridek is.

A mintdk legnagyobb része a Kéarpat-medence teriiletérdl, Magyarorszagroél, Szlovakidbol, Cseh-
orszagbol szarmazik, ugyanakkor — mintegy kontrollként — taldlhaté kozottiik németorszédgi, bul-

gdriai, s6t egy gorog és egy olaszorszagi rdzsa is (3. tdblazat).
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3. tablazat: Az AFLP vizsgalatba bevont rézsa taxonokhoz tartoz6 egyedek és azok ploidszintjei. A sor-
szam mintagydjtési sorszam, az adott egyedek génbanki azonositéi és tovabbi informacidk a 11.
tdblazatban taldlhat6k. A taxonok egy részénél a vizsgilt egyed kromoszémaszdma kordbban
meghatdrozasra keriilt, egyébként pedig WISSEMANN (2003) alapjan tiintettem fel a taxonra

jellemzd ploidszintet.

124 Rosa dumalis BECHST.
125 Rosa inodora FR.

Caninae DC., Caninae
Caninae DC., Rubigineae

127 Rosa canina var. blondeana (RIP. ex DESEGL.) CREPIN Caninae DC., Caninae

Sorsz. Taxon Szekcio, szubszekcid Ploidszint
2 Rosa arvensis HUDS. Synstylae DC. 2n=2x =144
6 Rosa pimpinellifolia var. pimpinellifolia L. Pimpinellifoliae DC. 2n =4x =128
7 Rosa pimpinellifolia var. spinosissima KOCH Pimpinellifoliae DC. 2n =4x =284
9 Rosa myriacantha DC. Pimpinellifoliae DC. 2n = 4x =28
21 Rosa blanda AIT. Cinnamomeae (DC.) SER. 2n=2x =144
22 Rosa X francofurtana MUENCHH. Rosa 2n = 4x =28
23 Rosa x francofurtana MUENCHH. F Rosa 2n =4x =28
26 Rosa gallica L. Rosa 2n = 4x = 28"
42 Rosa gallica L. Rosa 2n = 5x = 35"
50 Rosa jundzillii BESS. Caninae DC., Trachyphyllae ~ 2n = 6x = 42°
54 Rosa jundzillii BESS. Caninae DC., Trachyphyllae ~ 2n = 6x = 42°
63 Rosa x speciosa (DESEGL.) SPR. Caninae DC., Trachyphyllae n.a.
65 Rosa x damascena (MILL.) HURST Rosa 2n = 4x = 28¢
68 Rosa sherardii DAVIES Caninae DC., Vestitae 2n = 5x = 35¢
73 Rosa pseudoscabriuscula (R. KELLER) HENKER & G. Caninae DC., Vestitae 2n = 5x =354
SCHULZE
75 Rosa x spinulifolia nm. hawrana KMET Caninae DC., Vestitae 2n = 4x =28
77 Rosa villosa L. Caninae DC., Vestitae 2n = 4x,8x = 28,56
80 Rosa heckeliana TRATT. Caninae DC., Vestitae 2n =4x =284
81 Rosa caryophyllacea BESS. Caninae DC., Caninae 2n = 6x = 42¢/
83 Rosa zalana WIESB. Caninae DC. Rubigineae 2n = 5x =35¢
87 Rosa szabdi (BORBAS) FACSAR Caninae DC. Rubigineae 2n = 5x = 35¢
88 Rosa rubiginosa L. Caninae DC., Rubigineae 2n = 5x = 35¢
89 Rosa rubiginosa L. Caninae DC., Rubigineae 2n = 5x = 35¢
90 Rosa horrida FISCHER Caninae DC., Rubigineae 2n = 5x =354
98 Rosa micrantha BORRER ex SM. in SOWERBY Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x = 42°¢
99 Rosa micrantha BORRER ex SM. in SOWERBY Caninae DC., Rubigineae 2n = 5x = 35°¢
101 Rosa micrantha BORRER ex SM. in SOWERBY Caninae DC., Rubigineae 2n = 5x = 35¢
102 Rosa agrestis var. pontica DIMITR. Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x = 42°¢
106 Rosa agrestis var. albiflora (OP1z) H. BR. Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x = 42¢
107 Rosa agrestis var. vinodora (KERN.) BORBAS Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x = 42¢
108 Rosa x vetvickae KLAST. Caninae DC., Vestitae n.a.
110 Rosa gizellae BORBAS Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x =428
111 Rosa inodora FR. Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x = 42°¢
115 Rosa inodora FR. Caninae DC., Rubigineae 2n = 6x = 42°¢
117 Rosa caesia SM. Caninae DC., Caninae 2n = 5x =359
119 Rosa x kmetiana BORBAS Caninae DC., Rubigineae 2n = 5x = 35¢
123 Rosa corymbifera BORKH. Caninae DC., Caninae 2n = 5x =354

2n = 5x,6x = 35,424
2n = 5x,6x = 35,42¢

2n = 5x = 35¢

¢ A taxonra altaldnosan jellemz6 ploidszint WISSEMANN (2003) alapjan
b A vizsgalt egyed kromoszémaszdma FACSAR és mts. (1989) alapjan

¢ A vizsgalt egyed kromoszémaszdma MALECZKA és mts. (1990) alapjin
4 A vizsgalt egyed kromoszémaszdma POPEK és mts. (1991) alapjan

¢ A vizsgalt egyed kromoszémaszama FACSAR és mts., 1991 alapjan

I A vizsgilt egyed kromoszémaszdma KLASSTERSKA (1969) alapjan.

8 A vizsgalt egyed kromoszomaszdma KLASSTERSKA és KLASSTERSKY (1974) alapjan.
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> SN e S A

i0) gene-

(a) R. x spinulifolia (75; Vestitae alszekcid) ge- (b) R. heckeliana (80; Vestitae alszekc
nerativ hajtasa rativ hajtdsa viragzasban

(¢) R. x vetvickae (108; Vestitae alszekcid) ge- (d) R. vetvickae (108 ; Vestitae alszekcid) vacok-
nerativ hajtasa virdgzdsban bol fejlédott dltermése, csipkebogydja

& & / ]
M -

(e) R. zalana (83 ; Rubigineae alszekcid) genera- (f) R. zalana (83 ; Rubigineae al-
tiv hajtdsa és virdgjanak morfoldgidja szekcid) generativ hajtdsa

8. abra: A Caninae szekciot képvisel$ egyes vizsgélt egyedek. Az alszekcié megnevezése el6tt taldlhatd
mintagyijtési szamok alapjan az adott egyedrdl tovabbi informacié taldlhaté a 3. és 11. tablazatok-
ban. (Foték: Udvardy Laszl6 [a,b,c,e] és Dedk Tamaés [d,f])
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A Cell vizsgalatokba vont rézsa egyedek

Az ITS-polimorfizmus vizsgalata sordn felhasznalt rézsa taxonokat (4. tdblazat) a Budapesti
Corvinus Egyetem jogelddjének Soroksari Botanikus Kertjében gyftjtottem. A Pimpinellifoliae
szekcid képviseldi koziil a R. pimpinellifoliae alfaj szintli valtozatait, illetve egy R. myriacantha
és két R. x reversa egyedet vontam be a vizsgalatokba. A polimorfizmus 6sszehasonlithatosaga

érdekében vizsgaltam tovabba két, alfaj szinten eltérd R. gallica egyedet is.

4. tablazat: A Pimpinellifoliae szekci6 ITS-polimorfizmusanak vizsgdlatdhoz felhasznélt egyedek. A sor-
szdmok mintagytjtési sorszdmok, az adott egyedek génbanki azonositéi és tovabbi informacidk
a 11. tdblazatban taldlhatok.

Sorszam  Taxon Szekcid
4 Rosa pimpinellifolia L. var. spinosissima KOCH Pimpinellifoliae DC.
5 Rosa pimpinellifolia L. var. pimpinellifolia Pimpinellifoliae DC.
7 Rosa pimpinellifolia L. var. spinosissima KOCH Pimpinellifoliae DC.
9  Rosa myriacantha DC. Pimpinellifoliae DC.
11 Rosa x reversa W. ET K. nm. holikensis (KMET) SO0  Pimpinellifoliae DC.
12 Rosa x reversa W. ET K. Pimpinellifoliae DC.
28 Rosa gallica L. var. austriaca (CRANTZ) H.BRAUN Rosa
31 Rosa gallica L. var. virescens DESEGL. Rosa

4.1.2. A szolo-magvatlansag markerezése soran felhasznalt csaladok

A 52016 sztenospermokarp magvatlansdgahoz kapcsolt marker vizsgalatdra a Budapesti Corvinus
Egyetem jogel6djének Sz6lészeti Tanszékén Sz. NAGY LASZLO dltal végzett keresztezésekbdl
szarmazo6 két hasadé nemzedékét, tovabbd a jelenleg a Pécsi Tudomanyegyetemhez tartozé Pécsi
Sz6lészeti és Boraszati Kutatdintézetben ifj. KOZMA PAL magvatlan csemegesz6l6 nemesitési

programjabdl szarmazo utdédnemzedéket vizsgaltam.

Az els esetben a CSET159 (" Augusztusi muskotaly’ syn. ’Palatina’) x ’Superior Seedless’ fajtaval
végzett keresztezésbdl (9. dbra) szdrmazd utédnemzedék (TII sorozat) fenotipusos és molekularis
analizisét végeztiik el. A mésik vizsgalt utédnemzedék a CsET164 x ’Flame Seedless’ kereszte-
zésbdl (10. dbra) szarmazott (SI sorozat). A CsET164 a "Seyve Villard 12375’ (leszarmazdsat lasd
KozMA, 2002) és az *Olimpia’ keresztezésével jott 1étre.

Vizsgaltam tovabbd egy IFJ. KOZMA PAL nemesitési programjabdl szarmazo csalddot (VRH 3082-
1-42 [V. rotundifolia x V. vinifera]l BC4 x *Kismis moldavszkij’), amely a magvatlansag mellett

rezisztencia géneket is tartalmaz peronoszporaval €s lisztharmattal szemben (11. dbra).
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Chasselas blanc

l— Ezeréves Magyarorszag emléke
Calabrisi bianco
Erzsébet kiralyné emléke

Alexandriai muskotaly
Duke of Bucceleugh

? Sz6l6skertek kiralyndje muskotaly |

Palatina
Madeleine Angevinz—fr Seyve Villard 12375“I
Csaba Gyongye
Muscat Fleur d'Orange t+

— Tl
Flame Tokay

Cardinal

Bellino
Marocain noir Ii Alphonse Lavallee
Ii Lady Downe's seedling

Sugraone syn. Superior Seedless
Chasselas blanc

? Magvatlan hibrid**

9. abra: Sz. NAGY LASZLO magvatlan csemegeszOl6 nemesitési programjabdl szarmazé TII csalddjanak
leszarmazdsi vonala. *: rezisztencia-forrds, **: magvatlansag forrds.
(VIVC; *: GALBACS és mits., 2009; T : BOURSIQUOT, 2007)

Chasselas blanc
Bicane

Calabrisi bianco

Shiava grossa
}—Hamburgi muskotaly
Alexandriai muskotaly Olimpia

Bicane i
}— Sicilien i . . CSET 164
Pascal blanc Thalléczy Lajos muskotaly

Alexandriai muskotaly

Italia

Seyve Villard 12375*

Flame Tokay
Bellino }— Cardinal S
}— Alphonse Lavallee

Marocain noir
}— Lady Downe's seedling

hibrid
Chasselas blanc
Sultanina**
Flame Seedless
Molinera
hibrid
Tifafihi Ahmer .
hibrid
Alexandriai muskotaly
hibrid
Sultanina**

10. abra: Sz. NAGY LASZLO magvatlan csemegesz616 nemesitési programjabdl szarmazo SI csaladjanak
leszarmazasi vonala. *: rezisztencia-forrds, **: magvatlansag forras. (VIVC)
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Malaga magonc x Vitis rotundifolia*

|

F;NC 6-15 x Cabernet sauvignon

|

R,VHR8628 x Grenache noir Schiava grossa x Alexandriai muskotaly
Merlot noir x R)VRH 5-18-79 Zabalkanszkij x Hamburgi muskotaly
R;VRH 1-82 x Aubin Pobeda x Kismis rozovij**

|

R,VRH 3082-1-42 (BC,) x Kismis moldavszkij

11. abra: 1FJ. KozMA PAL multirezisztens, magvatlan csemegesz0l6 nemesitési programjanak altalam
vizsgdlt csalddjdnak leszdrmazdsi vonala. *: rezisztencia-forrds, **: magvatlansag forrés.
(KozMmaAa, 2002 ; VIVC)

4.2. Felhasznalt modszerek

4.2.1. Mintagyiijtés és DNS kivonas

A rézsa levélmintdkat a gydjtés helyszinén -196 °C hémérsékletre hiitottem folyékony nitrogén-
ben, feldolgozasig -20 °C-on taroltam. A sz616 magvatlansag-vizsgalatokhoz felhasznalt csaladok
koziil a TT és SII nemzedékek esetében érett vesszot gydjtdttem be és taroltam -20 °C-on. A BCy
x *Kismis moldavszkij’ csalad esetében idSs leveleket gy(ijtottem 6sszel, amelyeket feldolgozasig

fagyasztva taroltam.

Az AFLP vizsgélatokba vont rézsamintdk esetében levélbdl, a TI és SII sz616 csalddok esetében
a fagyasztott vesszok hancsszovetébdl végeztem a DNS-kivonast Qiagen DNEasy Plant Mini Kit
rendszerrel (Qiagen, Venlo, Hollandia) a gyart6 utasitdsai szerint.

A Cell vizsgdlatokhoz fiatal rozsa levelekbdl, a magavatlansdg vizsgélatokhoz a BC4 X *Kismis
moldavszkij’ csaldd esetében id0s, Oszi, fagyasztva tarolt levelekbdl XU és mts. (2004) médszere

alapjdn tisztitottam DNS-t kisebb mddositdsokkal.

50 mg levélmintat dorzscsészében, hiités nélkiil tartam fel 1 ml mosépufferben (100 mM Tris-
HCI [pH 8,0], 5 mM EDTA [pH 8,0], 0,35 M gliikéz [Reanal, Magyarorszag]|, 2 % PVP [VWR,
Spanyolorszag], 0,4 % 2-merkapto-etanol [Sigma-Aldrich, USA; kozvetleniil a felhasznélas el6tt
hozzaadval), a feltart mintat attoltdttem 1,5 ml-es centrifuga-csdvekbe, majd vortexeltem és 30 per-

cig jégen inkubdltam. 10 percig centrifugaltam 2 800 g-n szobahdmérsékleten, majd a feliiliszot
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leontottem. A pelletre 700 ul feltaré puffert (100 mM Tris-Hcl [pH 8,0], 1,5 M NaCl, 50 mM
EDTA [pH 8,0], 3 w/v % cetil-trimetil-ammoénium-bromid [CTAB ; VWR, Spanyolorszag], 0,4 %
2-merkapto-etanol [kozvetlenill a felhaszndlas el6tt hozzdadval]). A pelletet erésen vortexelve
feloldottam, a mintdkhoz adtam 1 ul 10 mg/ml RN4z A oldatot, majd 30 percig inkubaltam 65 °C-

on.

A mintdkhoz kloroform (Reanal, Magyarorszag) és izoamil-alkohol (VWR, Spanyolorszig) 24:1
aranyu keverékét (700 ul), valamint 0,1 térfogatnyi 5 M kalium-acetédtot (Reanal, Magyarorszag)
adtam, forgatva Osszekevertem, majd 5 000 g-n centrifugdltam 15 percig szobahdmérsékleten.
600 ul feliiliszot atvittem 4j centrifugacsébe, majd ismét hozzdadtam 600 ul kloroform:izoamil-
alkoholt, kevertem és centrifugdltam az el6bbiekhez hasonléan. 500 ul feliiliszéhoz 1 térfogatnyi
izopropanolt (Reanal, Magyarorszag) és 0,1 térfogatnyi 3 M natrium acetatot (pH 5,2; Reanal,
Magyarorszag) adtam és 20 percig inkubdltam -20 °C-on.

A mintdkat 10 percig centrifugaltam 9 000 g-n szobahdmérsékleten, majd a pelletet kétszer mostam
70 % etanollal (Reanal, Magyarorszag): az etanol hozzdaddsa utdn 10 percig inkubéltam szoba-
hémérsékleten, majd 10 percig centrifugdltam szintén szobah&mérsékleten asztali centrifugdban

(Eppendorf MiniSpin) maximadlis fordulatszdmon. A DNS-t 50 ul 1x TE-ben oldottam vissza.
A kivont DNS-mintédkat ~30 ng/ul koncentrécidra dllitottam be, -20 °C-on taroltam.

Az AFLP vizsgalatokhoz a DNS kivonds sikerességét és a DNS becsiilt mennyiségét agardz
gélelektroforézissel 1 % 0,5x TBE agaréz gélen ellendriztem ismert koncentraciéji A fag DNS-t
haszndlva markerként. A gélelektroforézis eredménye alapjan a mintdk DNS-koncentricidjit

kiegyenlitettem, sziikség szerint higitassal vagy alkoholos kicsapdssal.

Az alkoholos kicsapast 1,5 térfogat -20 °C-os absz. etanol (Reanal, Magyarorszag) és 0,1 térfogat
3 M Na-acetat (pH 5,2, Reanal, Magyarorszdg) hozzdadasdval végeztem (SAMBROOK és mts.,
1982). Az oldatot 1 6ran keresztiil inkubaltam -20 °C-on, majd 10 percig centrifugaltam htitott
(4 °C) centrifugdban. Centrifugdlas utdn a feliiliszot ledntottem, kétszer mostam -20 °C-os 70 %

etanollal, majd feloldottam a megfelel6 mennyiségii 1 x TE pufferben.

4.2.2. AFLP vizsgalat

Az AFLP eljarast VOS és mts. (1995) lefrasdnak megfelelGen végeztem, a felhaszndlt adapter- és

primerszekvencidkat az 5. tdbldzat tartalmazza.

Mintegy 50 ng DNS-t 20 U Trul® restrikciés endonukledzzal (Fermentas International, Kanada)
hasitottam 40 ul végtérfogatban, 1x OPA pufferkdzegben, 2 6rdn keresztiill 65 °C-on. 20 ul

> A Trul enzim az AFLP vizsgilatokban legelterjedtebben alkalmazott Msel izoskizomerje, amellyel 37 °C
helyett 65 °C-on emésztheté a DNS.
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Trul emésztett DNS-t 30 ul végtérfogatban emésztettem 5 U EcoRI endonukledzzal (Fermentas

Internationl, Kanada) 2 6ran keresztiil 37 °C-on, ugyancsak a megfeleld 1x OPA pufferkdzegben.

5. tablazat: Az AFLP vizsgélatokhoz hasznalt adapterek és primerek szekvencidi

Oligonukleotid Szekvencia

Adapterek
Trul , fels6” 5" -CTCGTAGACTGCGTACC-3’
Trul ,,alsé” 3" -CATCTGACGCATGGAT-5"
EcoRl1 , fels6” 5’ -GACGATGAGTCCTGAC-3'
EcoRlI ,,als6” 3" -CTACTCAGGACTGTTAA-5'
Primerek
Trul + 0 5" -GTAGACTGCGTACCTAAT-3’
EcoRI + 0 5" -GATGAGTCCTGACAATTC-3'
Trul + CAG 5" -GTAGACTGCGTACCTAATCAG-3’
Trul + CTT 5" -GTAGACTGCGTACCTAATCTT-3’

EcoRI + ACC 5’ (FAM) GATGAGTCCTGACAATTCACC-3'
EcoRI + ATG 5" (JOE) GATGAGTCCTGACAATTCACC-3’

Az adaptereket alkot6 oligonukleotidokat (5. tdblazat) 1-1 ardnyban elegyitve 10 percen keresztiil
60 °C-on denaturdltam, majd szobahOmérsékleten hagytam lehtlni, igy az adapterek két szila
kozott kialakultak a hidrogénhid-kotések. A Trul/EcoRI emésztési elegybdl 20 ul-t vittem a 40 ul
végtérfogatu ligdldsi reakcidba. A reakcidelegy 125 mM EcoRI, 125 mM Trul koncentracidji
volt adapterekre nézve, 1 U T4 DNS-ligazt (Fermentas International, Kanada) és 100 uM ribo-
adenozin-trifoszfatot (ATP, Fermentas International, Kanada) tartalmazott 1x OPA kozegben. A

ligalast 2 6ran keresztiil végeztem 37 °C-on.

A ligdlési reakciot otszorosére higitottam, majd 4 ul higitott ligdtumot templatként haszndlva
preszelektiv amplifikaciot végeztem 20 ul végtérfogatban. A PCR reakcidelegy 1x koncentraciéju
PCR puffert (Fermentas International, Kanada) és 1 U 7Tag polimerédzt tartalmazott, valamint
MgCl,-ot 2,5 uM, a Trul+0 és EcoRI+0 primereket 0,5-0,5 uM és a dezoxiribonukleotid keveréket
(ANTP: dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 200 uM koncentracidban. A PCR reakciét 2 perces 94 °C-
on torténd elddenaturdcié utdn 20 ciklusban GeneAmp PCR System 9700 késziilékkel (Applied
Biosystems, USA) végeztem: 20 mésodperc denaturacié (94 °C), 30 masodperc primerkotédés
(56 °C) és 2 perc lanchosszabbitds (72 °C). A preszelektiv amplifikici6 PCR-termékét agardz

gélelektroforézissel ellendriztem, majd az oldatot tizszeresére higitottam.

A higitott PCR-termékbdl 1 ul-nyit templatként hasznalva 10 ul végtérfogatban, a preszelektiv
amplifikdcioval egyezd reakcid-oOsszetétellel végeztem a szelektiv amplifikaciot. Ennek sordn
azonban a 20 PCR ciklust megeldzte egy ,.touchdown” (DON és mts., 1991) szakasz, amelyben

10 cikluson keresztiil 1 °C-onként 66 °C-rdl 56 °C-ra csokkentettem a primerkotési hdmérsékletet.
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A szelektiv amplifikacié sordn fluoreszcens jeloléssel (FAM vagy JOE) elldtott primerek négy
kombin4cidjit hasznaltam: EcoRI+ACT, EcoRI+ATG, Msel+CAG, Msel+CTT (5. tdblazat).

A felszaporitott restrikciés fragmenseket kapillaris elektroforézissel detektaltam (ABI Prism 3100,
Applied Biosystems, Foster City, USA). A futtatds eredményét a Genescan szoftverrel (Applied
Biosystems) rogzitettem, majd pszeudo-gélképpé alakitottam a Genographer® (BENHAM, 2001)
szoftver segitségével. A gélmintazatot bindris adatmatrix-sza alakitottam (1: 1étezd fragmens, O:

hidnyz6 fragmens).

4.2.3. AFPL adatok elemzése

Binaris AFLP adatok fenetikai elemzése

A bindris adatokbdl paronként Jaccard, Dice és Ochiai (PODANI, 1997; REIF és mts., 2005) kii-
16nboz6ségi indexeket (tavolsag-mutatdkat) szamoltam, minden esetben elvégeztem 1000 bootsrap
minta-djravételezést. A bootstrap elemzéshez és a tdvolsdgszamitadshoz az R statisztikai parancsér-
telmezd kornyezetet” (TEAM, 2009) haszndltam, az utasitaskoteg az M2.4 mellékletben taldlhato.
A tavolsagszamitasban az ade4 fliggvénykonyvtar (DRAY és DUFOUR, 2007) volt segitségemre.

A tesztelt metrikdkat nem metrikus tobbdimenzids skaldzassal (Non Metric Multidimensional
Scaling, NMDS) ellendriztem. A KRUSKAL (1964)-féle MDS-en alapul6 ordindciéhoz az R
kornyezet aded €s MASS (VENABLES és RIPLEY, 2002) fiiggvénykonyvtérait hasznaltam (M2.4
melléklet). F6komponens analizist (PCA, Principal Component Analysis) szintén az R kdrnyezet

aded fiiggvénykonyvtaraval végeztem.

A Kkiilonbozéség indexek alapjan a Phylip® programcsomag (FELSENSTEIN, 1989) neighbor
programjaval UPGMA fenogramokat szdmoltam minden bootstrap mintavételezésbdl. A kapott
fakbol a consense programmal konszenzus fit készitettem. Az UPGMA f4kbdl Dendroscope’

(HUSON és mts., 2007) szoftverrel készitettem minimalis konszenzus halézatot.

Filogenetikai megkozelités

A fenti fenetikai elemzés mellett végeztem filogenetikai elemzést. A bindris adatokbdl neighbor-
net hdlézatot rajzoltam a SplitsTreed!? szoftverrel (HUSON és BRYANT, 2006) 1000 bootstrap

1ismétlést alkalmazva. A haldzat alapjat dice indexen alapuld tdvolsdgok adtak.

6 http://hordeum.oscs.montana.edu/genographer/
7 http ://www.r-project.org
8 http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
% http ://www.dendroscope.org
10 http ://www.splitstree.org/
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A hibridiz4ciés evoliciés modellen alapulé hdlézatot (reticulate network; HUSON é€s BRYANT,

2006) szintén a SplitsTreed szoftverrel készitettem.

4.2.4. Rozsa ITS fragmensek Cell polimorfizmusa

A genomi DNS-r61 PCR reakcidval felszaporitottam az ITS régiét, A PCR reakciét standard ko-
rilmények kozott (M2.5. melléklet) végeztem 50 °C primerkotési hdmérséklettel, 1 perc extenzids
id6vel, ITSS (5’ -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") és P2 (5’ -CTCGATGGAACACGGGATTCTGC-3")

primerekkel.

Az ITS-szakaszok polimorfizmusdnak kimutatdsdra haszndlt Cell enzimet KiSS GYORGY

BOTOND (Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokozpont, Gdoll) bocsatotta rendelkezésemre.

A PCR termékeket onmagukban, illetve referenciamintdval 1:1 ardnyban elegyitve 94 °C-on
denaturdltam, majd 1 6rén at inkubdltam Cell enzimmel 37 °C-on. A védgasi terméket denaturdld
poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottam el 12 %-os denaturdlé gélen. A futtatds sordn 7Trul

restrikcios endonukledzzal emésztett pKS plazmid DNS-t haszndltam méretmarkernek.

4.2.5. A szolo-magvatlansaghoz kapcsolt SCAR-CAPS marker

A magvatlansdg nyomonkovetéséhez a LAHOGUE és mts. (1998) dltal kifejlesztett SCAR-CAPS
markereket haszndltam. Az SCCS8 primerpar (SCC8F 5’ ~-GGTGTCAAGTTGGAAGATGG-3" és SCC8R
5’ -TATGCCAARAAACATCCCC-3') a magvas sdl és magvatlan SdlI allélhoz kapcsolt scc8~ és SCC8™
allélokat felszaporitja standard reakciokoriilmények kozott. A PCR reakcidt 20 ul végtérfogatban,

//////

8,5 ul PCR termékhez 5 U Bglll restrikciés endonukledzt (Fermentas International, Kanada) és
1 ul 10x koncentréciéju enzim-puffert adtam, az elegyet 1 6rdn keresztiil inkubdltam 37 °C-on.

Az emésztett PCR-terméket agar6z gélelektorforézissel valasztottam el 1,2 %-os 1x TBE gélben.

PCR termék klonozasa és szekvenalasa

A PCR-termékeket homozigéta egyedek esetében folyadékbol, heterozigéta egyedek esetében
gé1bdl kivagva tisztitottam High Pure PCR Product Purification Kit segitségével (Roche Applied
Science, USA). 1 ul tisztitott PCR terméket 0,5 ul (25 ng) pGEM-T Easy (Promega, USA) TA
klonozé vektorba ligaltam 10 U T4 DNS-ligazzal (Fermentas International, Kanada), az enzimmel

szallitott 1 x pufferkdzegben. A ligdlasi reakcidt 3 6ran keresztiil végeztem 15 °C-on.
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A ligatum 2 ul-ével transzformdltam Escherichia coli DH5-a0 kompetens sejteket 20 perc jé-
gen torténd egyiitt-inkubalas utdn 30 masodperc 42 °C hodsokkot alkalmazva. 30 perc 37 °C-
on, antibiotikum-mentes, folyékony taptalajban, razatva torténd indité inkubdlds utdn a transz-
formalt sejtekb6l 50 ul-t ampicillin antibiotikumot 100 ug/ml koncentraciéban tartalmazé LB
lemezekre szélesztettem, amelyekre el6zdleg 40 ul 2 w/v% XGAL-t (5-bromo-4-kloro-3-indolil-
galaktopiranozid, Fermentas International, Kanada) és 5 ul 20 w/v % IPTG-t (izopropil B-D-1-
thiogalaktopiranozid, Fermentas International, Kanada) kentem!!.

10-10 fehér szind telepen kolonia PCR-t végeztem SCCS8F és SCC8R primerekkel 10 ul vég-
térfogatban, az SCC8 markernél leirt paraméterekkel, 10 perces el6denaturdciot alkalmazva. A
megfeleld hosszisdgi PCR termékekbdl alkalikus lizisen alapulé mdédszerrel (SAMBROOK és
RUSSEL, 2001) tisztitottam DNS-t. A tisztitott plazmidokat restrikciés emésztéssel ellendriztem

2 U enzim felhasznéldsaval, 10 ul végtérfogatban.

A prébaemésztések alapjan pozitiv klénokat a Biomi Kft. (Godolls) szekvendlta. A szek-
vencidk feldolgozdsat az EMBOSS!? (RICE és mts., 2000) programcsomag, valamint a

CLC Sequence Viewer!? szoftver segitségével végeztem.

' Az XGAL-t az iires, onligalédott klénozé vektor intakt lacZ génje 4ltal termel B-galaktoziddz enzim galaktézra
és bromo-kloro-hidroxi-indolra bontja, ez utébbi oxidacidjaval keletkez6 termék kék szinti, igy az onligalédott
plazmidot felvett kék baktérium-telepek megkiilonboztethetSek a fehér szind, inzertet tartalmazé plazmidot
hordozé baktériumtelepekt6l. Az IPTG lakt6z-analdg a lacZ gén indukcidjahoz sziikséges. (SAMBROOK és
RUSSEL, 2001)

12 http ://emboss.sourceforge.net/

13 http ://www.clcbio.com
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5. Eredmények

5.1. Roézsa fajok AFLP analizise

A 40 rézsamintén, 4 szelektiv primerkombindacidval elvégzett AFLP vizsgélat 327 polimorf 16kuszt

eredményezett. A 16kuszok mintegy 27 %-4dban 10 % alatti fragmens-gyakorisdgot tapasztaltam

(12. 4bra), amit akar az elektroforetogramok nem megfeleld kiértékelése is eredményezhetett.

Mindazonaltal ezen 16kuszok kizdrdsdval sem az ordindci6 stressz-értéke, sem pedig a fak topo-

l6gidja és bootstrap tdmogatottsidga nem valtozott jelentds mértékben, igy az adatelemzés soran

ezeket a 16kuszokat is figyelembe vettem. A markerek 12. dbrdan bemutatott eloszlasabdl kittinik

tovabba, hogy viszonylag alacsony (7,7 %) volt azon 16kuszok ardnya, amelyek a vizsgalt mintak

tobb mint 70 %-4dban dominans fenotipust mutattak. A monomorf dominans l6kuszokat a vizsgalat

sordn nem vettem figyelembe.

A fenogramok elkészitéséhez végzett tdvolsag-
szamitds soran a harom vizsgalt metrika (Jacc-
ard, Dice €és Ochiai) gyakorlatilag egységesen
ugyanazt az eredményt adta, Ochiai médszere
valamivel alacsonyabb stressz-értékkel és a 2
dimenzids ordindcié abrdzoldsa sordn valami-
vel jobban elkiiloniilé csoportokkal (13. dbra),
ezért a tovdbbiakban az Ochiai indexen alapul6
elemzéseket vettem alapul. A Jaccard és Dice-
tavolsdgok alapjan kapott ordinaciés diagra-
mok az M3.1 mellékletben taldlhatok.

Az ordinéci6 sordn kapott stressz-értékek kife-
jezetten magasak, azaz az ordinicié tavolsag-
értékei nem tudtdk pontosan megkozeliteni

az AFLP adatok alapjan szdmitott tdvolsag-

Az AFLP savok gyakorisagi eloszlasa
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12. abra: Az AFLP savok gyakorisagi eloszldsa. A
16kuszok kozel 27 %-a az egyedek keve-
sebb mint 10 %-4ban mutatott dominans fe-
notipust. Ezen 16kuszok kizardsa nem javi-
totta ugyanakkor az NMDS stressz-értékét.

értékeket. Az ordinacion (13. dbra) azonban igy is elkiiloniilé csoportként jelentkezett minden
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esetben — kiillonboz6 metrikdk, illetve 2 €s 3 dimenziés NMDS — a Pimpinellifoliae és a Rosa

szekcid, valamint a kés6bbiekben kiilcsoportként haszndlt R. arvensis (Synstylae szekcid). A

Cinnamomeae szekcidt képviseld R. blanda a Caninae szekcid képviseldit tartalmazéd pontfelhd

sz€lén helyezkedik el.

A fékomponens analizis (14. dbra) az ordindci6hoz hasonl6 képet mutat az adatokban rejld szer-

kezetrdl. A 14. dbra D szekcidjanak alapjan az els6 harom fékomponens a teljes variancia mintegy

Ochiai NMDS Shepard diagram
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13. abra: Ochiai kiilonb6z6ségi mutatén alapulé NMDS. (A) A 2 dimenziés NMDS eredményének abra-
zolasa. Szekciok: csillag — Synstylae, kereszt — Pimpinellifoliae, sotét hdromszog — Rosa, vilagos
haromszog — Cinnamomeae, vilagos kor — Caninae. (B) A 2 dimenziés NMDS stressz-szintjének
dbrdzoldsa Shepard diagramon (S = 21.135). Az abszcissza az Ochiai indexet, az ordinita az
ordindciéban mért tdvolsdgot mutatja. A pontok ordindta irdnyd szérdsdval né az ordinéciot
jellemzo stressz-érték. (C) A 3 dimenzids, Ochiai indexen alapulé NMDS eredménye. (D) A
harom dimenziés NMDS Shepard diagramja (S = 14,862). A tovébbi tdvolsdgindexeken (Jaccard,
Dice) alapul6 ordiniciok eredménye az M3.1 mellékletben taldlhaté.
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25 %-at meghatarozza. A R. arvensis elkiiloniilését a C szakasz (1. és 3. komponensek) mutatja
legjobban, a Pimpinellifoliae és Rosa szekciok szintén kiilon csoportot képeznek. A Cinnamomeae
szekcidba tartozd R. blanda — az NMDS-hez hasonléan — a Caninae szekcidba tagozodik, illetve

kozvetleniil annak peremén helyezkedik el.
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14. abra: A 40 Karpat-medencei r6zsa taxon AFLP adatai alapjan végzett PCA ordindcid. (A) A csoportok
1. és 2. f6komponensek mentén mutatkozé elkiiloniilése. (B) A csoportok elkiiloniilése az 1. és
3. féokomponensek mentén. (C) A 2. és 3. fékomponensek mentén feltiintetett taxnok. (D) A
komponensek variancia-tényez6i. Az els6 harom fékomponens a teljes variancidnak 25 %-aért
felel.
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A bindris adatok bootstrap ismétléseibdl rajzolt konszenzus fat (15. dbra) a kovetkezdekben alulrdl

folfelé haladva mutatom be.
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15. abra: A 40 Karpat-medencei rozsa taxon rokonsdgi viszonyait mutaté dendrogram. A dendrogram 1000
véletlenszertien djravételezett (bootstrap) AFLP adatmétrixb6l Ochiai tdvolsdg-mutaté alapjan
szamolt UPGMA fék konszenzusat mutatja. Az egyes csoportok 50 % feletti timogatottsigat az
eldgazasoknal feltiintetett bootstrap értékek jelzik. Az dgak szine a szekciot (fekete [R. arvensis
kiilcsoport]: Sysntylae, zold: Pimpinellifoliae, kék: Rosa, narancssdrga: Cinnamomeae, barna:
Caninae), a taxonnevek hatterének szine a Caninae szekci6 alszekcidit mutatjak (zold: Vestitae,
sziirke: Trachyphyllae, sérga: Rubigineae, kék: Caninae).

A kiilcsoportként haszndlt (2) Rosa arvensist a Pimpinellifoliae szekcid jol elkiiloniilé kladja
koveti a (9) R. myriacantha (syn. R. pimpinellifolia var. myriacantha), (6) R. pimpinellifolia,
(7) R. pimpinellifolia var. spinosissima taxonokkal. Szintén ebben a csoportban helyezkedik el a

(80) R. heckeliana, amelyet a Caninae szekcid Vestitae alszekcidjaba sorolnak. A Pimpinellifoliae
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szekcid 72 %-os, illetve a fa fennmaradé mintdkat tartalmazéd csoportjdnak 88 %-os bootstrap
tdmogatottsagu elkiiloniilése minden tovabbi vizsgédlatban megfigyelhetd volt, igy ez a rendszertani

csoport igazoltnak tekinthetd.

A kovetkezd csoportot a Rosa szekcid tagjai alkotjdk ([65] R. X damascena, [63] R. X speciosa,
[42] R. gallica és [26] R. gallica). A Rosa x damascena tobb ezer éves kulturtaxon, melynek
egyik sziil6je a Rosa gallica volt, mig a (63) R. X speciosa a R. gallica és a R. jundzillii hibridje.
Szintén ebbe a klddba tagozddott be a (22) R. X francofurtana, a (119) R. x kmetiana és a (50) R.
Jundzillii 68 % bootstrap timogatottsdgu csoportja. Morfoldgiai bélyegei alapjan a Rosa kmetiana
bizonytalan eredetli és helyzetli taxon, ugyanakkor egyértelmiien a R. gallica az egyik sziilgje
(FACSAR, szébeli kozlés). Szintén a R. gallica a pollenado sziil6je a foldtorténeti multban dllando-
sult R. jundzillii hibrid taxonnak, amelyet jelenleg a Caninae szekcid Trachyphyllae alszekcidjaba

sorolnak, mivel a Caninae szekciot meghatarozo kiegyenlitetlen meidzis jellemzi.

A fa legnagyobb, a fennmaradé mintdkat tartalmaz6 klddja a jelenlegi nomenklatira szerinti
Caninae szekcid tagjait tartalmazza. A szekcion beliili elkiiloniilés kevésbé mutat tiszta képet.
Az utébbi idében (POPEK, 1996, 2007) dsszevont Caninae szekcié megkiilonboztetett csoportjai
kozott taldlunk nehezen értelmezhetd helyzetli taxonokat. A nagyobb csoportok bootstrap értékei

alacsonyak, igy messzemend kovetkeztetések nem vonhatdk le.

A fa koran ledgaz6 klddjain taldlhatok pl. a (87) R. szaboi és (83) R. zalana, melyek a Rubigi-
neae alszekcidhoz éllnak kozelebb, dm a fan a Vestitae csoportba sorolt egyes taxonok mellé
keriiltek besoroldsra. A R. szaboi a Caninae szekcid dganak elsd, 54 % bootstrap tdmogatottsagu
csoportjdba, a (23) R. X francofurtana F| szabad beporzasu magonca és a (75) R. X spinulifolia
mellé keriilt besoroldsra. A R. zalana 95 % bootstrap tdmogatottsdgu kapcsolatot mutat egy (73)
R. pseudoscabriuscula mintdval. Szintén ezekbe a kordn ledgazo kis csoportokba tagozddik a
Cinnamomeae szekci6 egyetlen vizsgalt képvisel§je ([21] R. blanda). A (75) R. x spinulifolia-t

egyik 4grol a Cinnamomeae szekciotol eredeztetik.

A Caninae alszekciot képvisel6 (81) R. caryophyllacea, (117) R. caesia, (123) R. corymbifera,
(124) R. dumalis és (127) R. canina a Caninae szekci6 kladjan beliil elszortan helyezkednek el, az

alszekci6 polifiletikus képet mutat.

Erdekes jelenség a Vestitae alszekcié rendkiviil polifiletikus jellege, bér ezt okozhatja a csoportba
tartoz6 egyes taxonok hibriditdsa. A (108) R. x vetvickae, amely feltehetGen R. dumalis és egy
Vestitae csoportbeli taxon hibridje 76 %-os bootstrap tdmogatottsagi csoportot alkot a (123) R.
corymbifera (= R. dumalis BECHST. pro parte) taxonnal. A (75) R. X spinulifolia, amely a R.
tomentosa és egy Cinnamomeae csoportbeli taxon (R. pendulina) hibridje, szintén a feltételezett
sziild csoportjaival mutat kapcsoltsdgot. Hasonléan interpretdlhat6 a (73) R. pseudoscabriuscula

helyzete, amely szintén hibrid eredetii taxon, de csak az egyik sziil6 ismert (R. tomentosa x 7).
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A mintakészletben szerepeltek olyan egyedek is, amelyek morfoldgiai bélyegeik alapjan ugyan-

azon fajhoz tartoznak, &m kromoszémaszdmuk eltér6é (3. tablazat). Az egyik ilyen taxon a R.

gallica, amelynek 26. sorszamu egyede tetraploid (2n = 4x = 28), mig 42. sorszamu egyede

pentaploid (2n = 5x = 35). A két egyed minden vizsgdlatban kozvetleniil egymds mellé keriilt

besoroldsra, a konszenzus fan bootstrap tdmogatottsiguk 100 %. A mdsik ilyen taxon a R.

micrantha, amelynek 98. szimu egyede hexaploid (2n = 6x = 42) és feltehetSen recens hibrid, 99.

sorszamu egyede a fajra jellemz6en pentaploid (2rn = 5x = 35). Bér e két egyed hasonlésdganak

bootstrap tdmogatottsdga alacsonyabb (56 %), szintén minden esetben egyiitt keriiltek besoroldsra.
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16. abra: A bootstrap elemzés konszenzus

h

halézata. Az

AFLP adatok 1000 bootstrap

21_Rosa_blanda
127_Rosa_canina
125_Rosa_inodora
102_Rosa_agrestis
101_Rosa_micrantha
107_Rosa_agrestis
106_Rosa_agrestis
89_Rosa_rubiginosa
98_Rosa_micrantha
99_Rosa_micrantha
115_Rosa_inodora
68_Rosa_sherardii
90_Rosa_horrida
77_Rosa_villosa
111_Rosa_inodora
88_Rosa_rubiginosa
108_Rosa_x_vetvickae
123_Rosa_corymbifera
110_Rosa_gizellae
124_Rosa_dumalis
117_Rosa_caesia
81_Rosa_caryophyllacea
54_Rosa_jundzillii
73_Rosa_pseudoscabriuscula
83_Rosa_zalana
23_Rosa_x_francofurtana
75_Rosa_x_spinulifolia
87_Rosa_szaboi
63_Rosa_x_speciosa
26_Rosa_gallica
42_Rosa_gallica
22_Rosa_x_francofurtana
119_Rosa_x_kmetiana
50_Rosa_jundzillii
65_Rosa_x_damascena
2_Rosa_arvensis
80_Rosa_heckeliana
6_Rosa_pimpinellifolia
9_Rosa_myriacantha

7_Rosa_pimpinellifolia

Ujra-

mintavételezésébdl szamitott UPGMA fak minimalis hdl6zat konszenzusa (20 % hatarértékkel).
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Konszenzus fahalozat

Az AFLP adatok kiértékeléséhez haszndlt fenol6giai mddszerek elméleti hatteriik miatt nem
képesek kezelni az olyan csoportokat, amelyek dtmenetet képeznek két masik csoport kozott,
azaz ,,nem tudnak mit kezdeni” a hibrid taxonokkal, ezért megkiséreltem az adatokban rejl6
szerkezetet mas megkozelitésben is megvizsgédlni. Amennyiben egy hibrid taxon egyarant affinitdst
mutat mindkét sziil§ taxonjdhoz, azt a klasszikus fak nem tudjak 4brdzolni, mivel mindenképpen
hierarchikusan kell besorolniuk minden taxont. A bootstrap ismétlések sordn az ilyen, két irdnyba
huzé hibridek miatt a csoportok bootstrap tdmogatdsa lecsokkenhet. A konszenzus fahdlézatok

ugyanakkor kivdléan alkalmasak lehetnek éppen az ilyen esetek értékelésére.

A bootstrap elemzés fdinak minimélis konszenzus halézatat mutatja a 16. dbra. A Pimpinellifoliae
taxonok élesen elkiiloniild csoportja itt is megfigyelhetd, a szekcid gyakorlatilag kiilcsoportként

1'4. A Pimpinellifoliae szekci6t a fan a R. heckeliana és R. arvensis elkiiloniil 4gai, majd

funkciond
a Rosa és Caninae szekciot tartalmazo csoport kovetik. A Rosa szekci6 a tobbségi konszenzus
elemzéshez hasonldan jol elkiiloniil, ugyanakkor kivdléan létszik a szekcidk kozotti hibridek
kialakitdsdban jatszott szerepe. Szamos hibrid, amely a tobbségi konszenzus fan ,.erdltetetten”
keriilt besoroldsra, a Caninae €s Rosa szekcidk kozotti hibrid csoportot alkot. Ilyen hibridek a
(63) R. speciosa, a (87) R. szaboi, (75) R. x spinulifolia, (23) R. X francofurtana; tovabba
a hibridizdciés folyamatokban a fa szerint szintén aktivan részt vevd (83) R. zalana, (73) R.

pseudoscabriuscula, (54) R. jundzillii.

A (21) R. blanda (Cinnamomeae szekcio) elvalik a Caninae szekciotol. A Caninae alszekcid
tagjai ([81] R. caryophyllacea, [117] R. caesia, [124] R. dumalis) tagjai a fahal6zaton jobban
elkiiloniilnek, mint a tobbségi konszenzus fan, ugyanakkor ide tagozdédik be a (110) R. gizellae,
tovdbba a (127) R. canina — amely nem egy tipusos canina rézsa — a Rubigineae szekcidhoz

sorolodik.

27

A hélézat konszenzus alapjan megerdsitést nyert, hogy a Vestitae szekcié mintakészletiinkben
megtaldlhaté egyedeinek nagy része hibrid eredetti, ezzel magyarazhat6 tehat polifiletikus jellegiik
a tobbségi konszenzus fan. A Rubigineae alszekcid — a Caninae alszekcidhoz hasonldoan — a

konszenzus fahédl6zaton egységesebb képet mutat.

A bootstrap ismétlések konszenzus hédlézata tehat jobban tdmogatja a klasszikus rézsa-rendszerek

szekcioit és részben a Caninae szekcio alszekcidinak elkiillonitését.

A két kiilonboz6 ploidszintii R. micrantha egyed Osszetartozdsanak alacsonyabb bootstrap timoga-

tottsdga szintén magyardzatot nyert, a 98. minta ugyanis a fahéalézat alapjan hibrid eredetii egyed.

14 A konszenzus halézat esetében nincs sziikség kiilcsoport megadésara, mig a hagyoméanyos tobbségi konszenzus
(15. abra) készitéséhez a R. arvensist hatdroztam meg kiilcsoportként.
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(b) R. micrantha (101) altermése

ban

. ~ ’
: e 2 : : 1 Ao 4
(¢) R. micrantha (98) ,,hetera- (d) R. micrantha (99) vacokbdl (e) R. X kmetiana (119) gene-
cantha” tiiskézettsége fejlodott altermése rativ hajtasa

(f) R. gizellae (110) generativ hajtasa (g) R. X kmetiana (119) generativ hajtasa és vi-
ragjanak morfoldgidja

17. abra: A Rubigineae alszekcidt képviseld egyes vizsgilt egyedek. A zaréjelben feltiintetett mintagyijtési
szamok alapjan az adott egyedrdl tovabbi informéaci6 taldlhaté a 3. és 11. tabldzatokban. (Fotok:
Udvardy Léaszl6 [a,f,g] és Dedk Tamds [b,c,d,e])
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5.1. Roézsa fajok AFLP analizise

5.1.1. Filogenetikai megkozelités

Az AFLP adatok fenetikai alapu értékelése mellett filogenetikai szempontbdl is elemeztem a

vizsgélt mintdkat. A dice index alapjan szdmitott neighbor-net hdlézatot mutatja a 18. dbra.

Se,
ce
80_Rosa_heckeliana - A
0.1 7_Rosa_pimpinellifolia /77,0//)
N7/

2.
('\\(\ & 21_Rosa_blanda
> (P 73_Rosa_pseudoscabriusfula
o U
& 81_Rosa_caryophyllace
(’)Q}J B 54_Rosa_jundzillii
X 110 Rosa_gizellae
% 117_Rosa caesia
124_Rosa_dumalis

6_Rosa_pimpinellfolia

123_Rosa_corymbifera
77_Rosa_villosa

90_Rosa_horrida
68_Rosa_sherardii. 9
525
o4

98_Rosa_micrantha
99 Rosa_micrantha \;rﬁ 2_Rosa_arvensis
111_Rosa_inodor/ N
65_Rosa_x_damascena

88_Rosa_rubiginosa
108_Rosa_x_vetvickae
- -7 22_Rosa_x_francofurtana
115_Rosa_inodora
23_Rosa_x_francofurtana
125_Rosa_inofora ,;)U
102_Rosa_agrésti 42_Rosa_gallica QO
101_Rosa_micranthgl27_Rosa_canin t
1
[
%]

75_Rosa_x_spinulifolia
87_Rosa_szaboi

83_Rosa_zalana

19_Rosa_x_kmetiana

. 63_Rosa x_speciosa
106_Rosa.agrestis 50 posa jundzillii ~ -

107_Rosa_agrestis

89_Rosa_rubiginosa 26_Rosa_gallica

18. dabra: A vizsgalt rézsa taxonok neighbor-net filogenetikai hdl6zata. Az élek szinének eréssége a meg-
bizhatésdggal novekszik, az 50 % folotti bootstrap timogatottsagot az élekre irt értékek jelolik. A
Caninae szekci6 Caninae alszekcidjinak fajait vastagon, a Vestitae alszekci6 tagjait vastagon €s
délten szedett betik jelzik.

A Pimpinellifoliae és a Rosa szekciok a fenogramokhoz hasonléan 6l elkiiloniilnek a fan 80 %
folotti bootstrap tdmogatottsdggal. Bar a Caninae szekcié Caninae alszekcidjanak egyes fajai
([123] R. corymbifera, [124] R. dumalis és [117] R. caesia) k6zos kladon taldlhatéak, a tovabbi
Caninae alszekcidba tartoz6 két taxon ([81] R. caryophyllacea és [127] R. canina) teljesen eltérd
kladon helyezkednek el. A fa alapjan Vestitae alszekci6 ugyanigy polifiletikus jellegli, mint

ahogyan az a fenogramon megjelent.

Altalanossagban elmondhaté, hogy azok a taxonok, amelyek a fenogramon (15. dbra) és annak

fahal6zatdn (16. dbra) egyardnt hibrid eredetlinek bizonyultak, a neighbor-net fan ugyanugy
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elszortan helyezkednek el. A neighbor-net hal6zat mindazonaltal — még ha filogenetikai alapokon

is — csupdn az adatokban rejld hédlézatos szerkezetet mutatja meg.

Sect. Caninae
subsect. Caninae s
117_Rosa_caesia sl/b C«S
—0.01 S, n
81_Rosa_caryophyllacea | e(“[ /79@

106_Rosa_agrestis l/b/:q X
102_Rosa_agrestis 99 Rosa_micrantha /’7@

127_Rosa_canina "88_Rgsa_rubiginosa
dumaligl01_Rosa_micrantha

i

1241—505 90_Rosa_horrida

3_Rbsa_t
doscabriuscdla

50_Rosa_jundzilliz3_Rosa_ps
- +54_Rosa_jundzillii

63_Rosa_x_speciosa

053 / . 68 Rosa_shérardii
osa/ingdora ™~ =
0

XL

O
< 26_Rosa_gallica
& :
2 42_Rosa_gallica ,

. 7_Rosa_pimpinellifolia

. 21 _Rosa_blanda
* 80KRosa_heckeliana
* 9_Rosa_myriacantha

, 6_Rosa_pimpinellifolia
23 Rosa_x_francofurtana ,
22_Rosa_x_francofurtana
65_Rosa_x_damascena ,

2_Rosa_arvensis

root

19. abra: A vizsgilt rézsa taxonok hibridizacion alapuld evoldciés modell alapjan feldllitott evolicids
halézata. A Caninae szekcié Caninae alszekcidjanak tagjait vastagon, a Vestitae alszekci6 tagjait
vastagon és dblten szedett betiik jelzik.

A ,reticulate network™ (hibridizdcids hdldzat) olyan hal6zat, amely kifejezetten a hibridizaci6 evo-
luciéban betoltott szerepét hivatott megjeleniteni. A hibridizacios hdldézat mér alkalmaz evoluicids
modellt a fa felépitéséhez. Az AFLP adatok alapjdn feldllitott hibridizaciés halézaton (19. 4bra) a
Pimpinellifoliae és a Rosa szekciok hatdrozott elkiiloniilése mellett valamelyes ,,javuldst” mutat a
Caninae szubszekcid, amely ezen elemz€s alapjan monofiletikus. A kordbbi elemzésekhez képest
szintén javult a Trachyphyllae alszekcid ([50] R. jundzillii, [54] R. jundzillii és [63] R. X speciosa)

helyzete is, &m azok tovabbra sem alkotnak egységes klddot.

A Vestitae szekciot képviseld taxonok tovabbra is elszortan helyezkednek el a filogramon, a hibrid

eredetli csoportok nem jelentkeznek olyan egyértelmiien, mint a fenetikai fak hal6zatan (16. dbra).

A fenetikai elemzésekben egymastdl elkiiloniilten jelentkezd két R. francofurtana taxon (22 és 23)
a filogenetikai megkozelités alapjan kozos eredetet mutat. Ugyanez a jelenség tapasztalhat6 a R.
micrantha (98, 99, 101) és R. agrestis (102,106,107) taxonok esetében, illetve egyes hibrid taxonok
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5.2. A Pimpinellifoliae szekci6 Cell polimorfizmusa

kivételével ([119] R. kmetiana, [87] R. zalana és [83] R. szaboi) monofiletikusnak bizonyult a

Rubigineae alszekcio.

A filogenetikai megkozelités — ezen beliil is elsGsorban a hibridizacids hédlézat — képes volt
tehat feloldani szdmos olyan leszdrmazdsi vonalat, amelyeket a fenetikai elemzés nem tudott
kezelni (Rubigineae és Caninae alszekciok), ugyanakkor a fenetikai megkozelités, ill. a bootstrap
mintavételezésbdl szamitott UPGMA fdk hdlézati konszenzusa rendkiviil j6l kiemelte azokat a

taxonokat, amelyek hibrid eredetiiek.

5.2. A Pimpinellifoliae szekci6 Cell polimorfizmusa

Az AFLP polimorfizmus vizsgdlata mellett terveztiilk a nemzetség ITS alapu vizsgalatét is. R1TZ
és mts. (2005) atfogo ITS alapt munkéjdban csak a Caninae és Rosa szekcidk képviseldinek ITS
szakaszait klénozta, mig a tobbi szekcid esetében direkt-szekvendldst alkalmazott, bar a rézsdk
ezen szekcidinak ITS-polimorfizmusardl nincsen kozvetlen informéacionk. A Pimpinellifoliae ITS-
polimorfizmusédnak felmérése érdekében a felszaporitott nrITS1 régiét Cell enzimmel emésztet-

tem.

minesk R R R R R R R R
ntak 5 5 4 4 7 7 28 2831 31 11 11 12 12 9 9 M R R R
Kezelés HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC HC H C

20. abra: A Pimpinellifoliae szekcié nrITS1 szekvencidinak polimorfizmusa. A gélen egymds mellett
taldlhat6 paronként a vizsgdlt minta és a referencia 1:1 ardnyud elegyének polimorfizmusa, majd
az adott egyed belsé polimorfizmusa. Mintdk: R — referencia minta, mintaazonosité — a 4.
tdblazatban taldlhat6 mintagy(jtési sorszdmok, M — Méretmarker: 7Trul enzimmel emésztett pKS
plazmid DNS; Kezelések : HC — heteroduplex-képzés és Cell emésztés ; H — heteroduplex-képzés ;
C — Cell emésztés. A gélen a markerek sorszdma keriilt feltiintetésre. (A méretmarker csupan
tdjékoztatd jellegli. Az emésztés feltehetdleg nem volt teljes, nem csupdn a vart fragmensek,
hanem azok kiilonb6z6 kombinacioi is megjelentek a képen.)
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A Cell polimorfizmus kimutatdséra irdnyuld kisérletek sordn a mintakészletben a Pimpinellifoliae
szekcid fajait, tovdbba kontrollként a Rosa szekcid két R. gallica taxonjit vizsgéltam, igy az
tartalmazott a rézsanemzetség eltérd szekcidiba tartozé taxonokat, masrészt egyetlen fajnak kii-
16nb6z8, egymashoz igen kozeldll6 véltozatait is. Az ITS régidk PCR-rel val6 felszaporitdsa utdn
a szakaszokat kétféleképpen értékeltem. Vizsgaltam egyrészt a belsd polimorfizmust, masrészt egy
referenciamintdt adtam a mintdkhoz, és az igy kapott heteroduplexet emésztettem Cell enzimmel.

Az emésztett, majd denaturdlé poliakrilamid gélen elvalasztott fragmenseket a 20. 4bra mutatja.

A kontroll minta 6nmagdaval képzett heteroduplexe (H) nem mutatott polimorfizmust, ez alapjan
a gélen lathat6 diszkrét savok a Cell emésztés, azaz mismatch-ek kialakuldsanak eredményei. A
kontroll minta heteroduplex képzését kvetd Cell polimorfizmus (HC) egyezett a heteroduplexkép-
z¢€s nélkiili Cell polimorfizmussal (C). Ennek oka lehet, hogy a PCR amplifikdcié héciklusai sordn
mar kialakultak heteroduplexek, melyeket az enzim emésztett. Ezt a jelenséget — a heterozigota
16kuszok PCR amplifikdciéja sordn tapasztalhaté spontdn heteroduplex képzését — a csemegeszold

magvatlatlansag nyomonkovetésére kifejlesztett SCAR-RFLP markerek esetében is megfigyeltem.

Az AFLP adatok kiértékelésének 1épéseihez hasonldan bindris adatmatrixot készitettem (6. tab-
lazat). Mivel a mintdk kozotti polimorfizmus viszonylag csekélynek mutatkozott, az adatokon
statisztikai értékelést nem végeztem.

6. tablazat: A Pimpinellifoliae szekci6 vizsgalt egyedeinek Cell polimorfizmusa. 4,5,7: R. pimpinellifolia;

9: R. myriacantha; 11, 12: R. X reversa; 28, 31: R. gallica (Rosa szekcid) (4. tdblazat). A
savok sorszdmanak megfelel markerek a 20. dbran 1athatdk.

Sav. R R R R R R R R
No. 5 5 4 4 7 7 28 28 31 31 11 11 12 12 9 9 -
1 1 1.1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 0 1 0 1 O 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1
3 1 0 1. 0 1 0 O 1 1 0 1 0 1 0O 1 0 1
4 1 0o 1.1 1 0 O O 1 0 1 0 1 0 1 0 1
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
6 0O 0 0 0 0 0 O 1 1 o o0 o0 O o o0 0 O
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
8 1 0 0 1 1 0 O 1 1 0 1 0 1 0O 1 0 1
9 0 0 0 0 00 0 O 1 O 0o o O o0 O 0 O

A 6. tablazatbdl kiolvashatd, hogy a referenciaminta belsé polimorfizmusa volt a vizsgélt mintdk
kozott a legnagyobb. Ennek oka, hogy az egyes mintdk ITS polimorfizmusar6l nem rendelkeztiink
el6zetes informdcidval. A tapasztalt nagy polimorfizmus nem teszi lehet6vé a nyolc mintdnak a
referenciamintdhoz, és ezen keresztiil egymdshoz val6 hasonlitasét, mivel azok kiilonbozdségeit a

referenciaként hasznalt minta belsd polimorfizmusa elfedi.
A vizsgélt nyolc rézsaminta koziil a R. pimpinellifolia egyes véltozatainak ([S] R. pimpinellifolia
var. pimpinellifolia, [4] R. pimpinellifolia var. spinosissima, [7] R. pimpinellifolia var. spinosissima

és [9] R. myriacantha) DNS-ujjlenyomata egyetlen 16kusz (8. 16kusz) kivételével teljesen meg-
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egyezett. A R. X reversa hibridtaxon két mintdja ([11] R. X reversa nm. holikensis és [12] R. X
reversa) szintén teljes egyezést mutatott. Ugyanakkor ez utobbi két taxon hibrid eredetd, és egyik
feltételezett sziiloje éppen a legnagyobb mintaszammal képviselt R. pimpinellifolia alakkor, igy
a két tipus nagyfoku egyezése természetesnek tekinthetd. A tovdbbi két vizsgalt R. gallica egyed
([28] R. gallica var. austriaca és [31] R. gallica var. virescens) esetében a technikai kivitelezés nem
volt tokéletes, ami nagyban megneheziti a kapott eredmények értelmezését €s a gél leolvasast. A
Rosa szekcidhoz tartozé ezen két mintdndl egyértelmiien megjelennek olyan sdvok, amelyek a

Pimpinellifoliae szekci6bdl szarmazé mintdkra nem voltak jellemzéek (3. és 6. 10kusz).

5.3. Szolo-magvatlansag kovetése SCAR-CAPS markerrel

5.3.1. SI és TII hibridcsaladok

Az Sz. NAGY LASZLO dltal végzett keresztezésekbdl szarmazo TII és SI hasadé nemzedékekben
az SCC8 SCAR-CAPS marker kivaléan kovette a vizsgalt egyedek fenotipusét: a marker alapjan
magvatlan novények valéban nem, vagy csak fejletlen maggal rendelkeztek, mig a marker alapjan

magvasnak mutatkozé névények valoéban magvasak voltak.

Az SI csaladban a 27 vizsgdlt egyed 33 %-anal a PCR reakcioban nem kaptam amplifikéciot az
SCCS8 primerekkel. Ezek az egyedek kivétel nélkiil magvas fenotipusiak voltak (7. tablazat). A
CSET164 scc87/?, a *Flame seedless’ fajta SCC81/? genotipustnak bizonyult.

-4 -4 -4 -4 -4 .4 -4 -4
O 1 U S VU - VU1 VU X VI U X VU <
M a T a +0a +a +a + a4 5 a + a +

21. abra: A T 1I hibridcsaldad egyedei magvatlansdg genotipusanak azonositisa SCAR-CAPS markerrel.
+/-: heterozigéta (SCC8*/scc8~, magvatlan), -/-: homozigéta recessziv (scc8 /scc8~, magvas),
M: Fermentas GeneRuler™ 100 bp méretmarker.

A TII hibridcsalad vizsgalatandl az elsé vizsgalati évben a populdci6 egyedeinek 33 %-a magvas,
33 %-a magvatlan fenotipust mutatott, amely fenotipusnak megfelelt az egyedek SCC8 SCAR-
CAPS marker genotipusa. Az egyedek tovabbi 34 %-dban a vizsgdlat csak a kovetkezd évben
volt 0sszevethetd a markeres eredménnyel, mivel ezek az egyedek még nem fordultak termére. A

kovetkezd évben tovabbi 6 % magvatlan és 8 % magvas novényt kaptunk (21. dbra, 7. tablazat).
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7. tablazat:

Az SI és TII hibridcsalddok SCCS8 genotipusa és magvatlansiag fenotipusa. (A) A markerezés
eredményeként kapott SCC8 genotipusok és a vizsgalt egyedek sztenospermokarp magvatlan-
sag fenotipusa. (B) A sziil6k pontos SCC8 genotipusatdl fiiggd hasaddsi aranyok illeszkedése
az elméleti aranyokhoz (zaréjelben), az illeszkedés y>-értéke.

A
SI T
Egyed SCC8 genotipus  Magvatlansdg fenotipus || Egyed SCC8 genotipus  Magvatlansdg fenotipus
S1/10 SCC8/0 magvatlan TI1/40 SCC8*/scc8™ magvatlan
SI/11 SCC8t/scc8~ magvatlan TIl/44 scc8~1? magvas
SI/12 scc8~ /0 magvas TIl/46 scc871? magvas
SI/13 SCC8" Iscc8™ magvatlan TI1/49 scc87/? magvas
SI/14 0/0 magvas TII/50
SI/15 SCC8*t/scc8~ magvatlan TI/51 scc87/? magvas
S1/17 SCC8*/scc8~ magvatlan TI1/53 SCC8*/scc8 magvatlan
SI/18 0/0 magvas TII/54 SCC8*Iscc8 magvatlan
SI/19 0/0 magvas TII/55 SCC8T Iscc8™ magvatlan
S1720 0/0 magvas TII/58 SCC8F Iscc8™ magvatlan
SI/21 SCC8t/scc8~ magvatlan TII/59 scc8~ 17 magvas
S1/22 scc87/0 magvas TII/61 SCC8*/scc8 magvatlan
S1/23 0/0 magvas TII/62 SCC8*Iscc8 magvatlan
S1/24 0/0 magvas TII/63
SI/25 SCC8T/0 magvatlan TII/66 scc87/? magvas
S1/26 SCC8" Iscc8~ magvatlan TI/67 SCC8F Iscc8™ magvatlan
S1/27 scc87/0 magvas TII/68 scc87/? magvas
S1/29 0/0 magvas TII/69 scc8~/? magvas
SI/30 scc87/0 magvas TII/70 SCC8T Iscc8™ magvatlan
SI/31 scc8~/0 magvas TII/71 scc87/? magvas
S1/32 SCC8" Iscc8~ magvatlan TI/72 SCC8*/? magvatlan
SI/33 scc87/0 magvas TII/73 scc87/? magvas
SI/34 scc8~/0 magvas TI/74 SCC8*/7 magvatlan
S1/35 0/0 magvas TI75 SCC8*/? magvatlan
S1/36 0/0 magvas TI/76 SCC8" Iscc8™ magvatlan
S1/37 scc87/0 magvas TI/77 scc87/? magvas
SI/38 SCC8*t/scc8~ magvatlan TII/78 scc8~ 17 magvas
TII/80 SCC8*/scc8 magvatlan
B
SI TII
Hasadds SCC8 genotipus x> Hasadds SCCS8 genotipus x?
8 (1) SCC8" Iscc8™ 11(1) SCC8F Iscc8™
2(1) SCC8*/0 a 3() SCC8*/0 a
8(1) sce8~/0 >,0741 12 (1) scc8~/0 10,7143
9(1) 0/0 2(1) 0/0
12 (2) sce87 /7
11 (1) SCC8"Isce8 5,0769°
3() SCC8*/0
11(1) SCC8" Iscc8™ ¢
12 (1) sce8™ Isce8™ 0,0435

@ Sziil6k genotipusa, keresztezés: SCC8'/0 x scc8~ /0.

b Sziil6k genotipusa, keresztezés: SCC8*/scc8~ x scc8~ /0. Ehhez a hasadasi aranyhoz feltételezniink kell, hogy

a PCR termék hidnyét nem null-allélok, hanem technikai probléma okozza.

¢Sziilék genotipusa, keresztezés: SCC8'/scc8~ x scc8 /scc8 . Ennél a hasadasi ardnyndl a 0/0 marker-

genotipus mellett az SCC8"/? genotipus is ,,mérési hibdnak™ tekintend®.
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5.3. Sz616-magvatlansag kovetése SCAR-CAPS markerrel

Az SdI 16kuszra nézve heterozigéta (magvatlan apa) €s recessziv homozigéta (magvas anya) ke-
resztezésébdl kapott hasaddsi ardny megfelel a varakozdsnak. A magvatlan utédok kdzott azonban
a molekuldris markerek homozig6ta magvatlan utédokat is kimutattak (7. tablazat). Ennek egyik
lehetséges magyardzata egy feltételezett null-allél jelenléte az anya vonalban a TII csaldd esetében,

illetve az anya- és apa-vonalakban egyrant az SI csalad esetében.

5.3.2. VRH 3082-1-42 (BC,) x ’Kismis moldavszkij csalad magvatlansaga

A jelenleg a Pécsi Tudomanyegyetemhez tartozd Szdlészeti €s Boraszati Kutatdintézet multire-
zisztens, magvatlan csemegeszS16 nemesitési programjaban ifj. KOZMA PAL a borsz616-nemesités
anyagaibdl kiindulva Vitis rotundifolia negyedik visszakeresztezésébdl szarmazé egyedet hasznal

rezisztencia-forrasként.

A programban részt vevd sziilok SCC8 genotipusarél nem rendelkeztiink el6zetes informdacidval,
ezért megvizsgaltam a keresztezésekben leggyakrabban hasznalt fajtdk (BC,4 rezisztenciaforrds,
valamint ’Kismis vatkana’, ’Kismis moldavszkij’ magvatlansidgforrdsok és a 'Nimrang’ fajta)
SCC8 genotipusat (22. abra).

N 3
© © © ©
2 c 2 c c c
s 0 o g 0 kY,
e w® 9 T ®© B i
e > & S > o g > o = .
v ow ow 0w w5 g8 v 5§ =
IS e IS E E & = E = = =
g 8 o w J a w £ Z @ E 3 @ _
s} v v Y m N wn Y 2 wn ' T
x o E
PCR Bglll PCR Bglll g & <

1093
805

514

22, abra: A Pécsi SzGlészeti és Boraszati Kutatéintézet multirezisztens magvatlan csemegeszSl6 nemesitési
programjdban leggyakrabban haszn4lt sziilsk SCC8 genotipusa. A nyil a magvassdghoz kapcsolt
allél hasitasi termékét mutatja.

A kontrollként hasznalt, az SdI 16kuszra domindns homozigéta ’Sultanina’ (syn. ’Thompson

Seedless’) fajta az irodalombdl ismert SCC8/SCC8' genotipust mutatta. Szintén dominans
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5. Eredmények

homozigétdnak bizonyult a *Kismis vatkana’ fajta, ez esetben azonban nem zarhat6 ki a lehetdség,
hogy a fajta a domindns SCC8™ allél mellett egy null allélt hordoz.

A ’Nimrang’ fajta esetében a PCR terméket nem hasitotta a Bg/II enzim a magvassaghoz kapcsolt
hasitéhelyen. Mivel azonban a PCR-termék tobbi fajtandl tapasztalhaté méretcsokkenését — ame-
lyet a Bglll enzim SCC8™" és scc8™ allélokra egyarant jellemzd, a 73. nukleotid-pozicidban torténd
hasitdsa eredményez — nem figyeltem meg, feltételezem, hogy a PCR termék nem a megfelel
16kuszrdl szarmazik (5.4. fejezet). Ezt a feltételezést aldtdmasztja az is, hogy a ’Nimrang’ fajtanal
csak 50 °C primerkotési homérséklet alkalmazdsdval kaptam PCR terméket, szemben az egyéb
kisérletekben hasznalt 60 °C-kal.

A vizsgalt magvatlan fajtdk koziil a *Kismis moldavszkij’ volt az egyetlen, amely heterozigétanak
bizonyult az SCC8 16kuszra SCC8"/scc8~ genotipussal. A BCy4 csak a 16kusz dominans alléljt

mutatta.

Mivel a BC4 magvas tipus, SCC8 mintdzata alapjan mégis magvatlan képet mutat — azaz a fajta
vagy a hasitéhelyre mutédns, vagy rekombindns SCCS8 allélt hordoz —, a BC4 keresztezésekben a
marker hasznalata korlatozott. Csak azokban a keresztezé€sekben hasznalhaté érdemben a marker,
ahol a magvatlansdgot hoz6 apai sziil6vonal a markerre nézve is heterozigéta. Ezek alapjdn kezdtiik
el vizsgélni a BC4 x *Kismis moldavszkij” csaladot.

o = = o = = o = =
g & & &8 & ¢ &8 & & =
o Q.
11-3/4 11-6/6 11-7/6 O 2

2443

1159

~1010 bp 1093

~940 bp 805
~700 bp

514

339

~240 bp 264

SCC8% scc8™ sccs’? SCC87?

23. abra: A magvatlansdg markerezése sordn a BC4 x *Kismis moldavszkij’ csalddban tapasztalt gélminta-
zatok jellegzetes példdi. PCR : PCR termék emésztés nélkiil ; BglII €s Pstl : emésztett PCR termék ;
PCR-: PCR negativ kontroll; Méretmarker: PstI-emésztett A fag DNS.
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5.3. Sz616-magvatlansag kovetése SCAR-CAPS markerrel

A BC4 x ’Kismis moldavszkij’ csalddban megfigyelt gélmintdzat-tipusokat mutatja a 23. dbra. Az
SCC8"/scc8 heterozigétak (pl. 11-3/4) és az SCC81/? , homozigétak™ (pl. 11-6/6) mellett a csa-
lad vizsgalata (9. tabldzat) sordn 13 esetben tapasztaltam azt, hogy a marker csak a magvassagért
felel6s sdl allélhoz kapcsolt scc8™ allélt mutatta (pl. 11-7/6, 23. 4dbra). Mivel ezek az egyedek

a csaldd vizsgalt egyedeinek 17 %-4at adtdk és a fenotipizalas soran kivétel nélkiil magvasnak

bizonyultak, feltételeztem, hogy a BC4 hordoz egy null-allélt.

A fentiek ismeretében — azaz egy ,rekom-
bindns” és egy null allélt feltételezve a
BC, sziildben — feldllitottam egy feltétele-
zett Punett-tablat (24. &dbra). A sztenosper-
mokarp magvatlansag szempontjabdl heterozi-
gbta "Kismis moldavszkij> SCC8" €és scc8™
alléljai mellett a keresztezésben a BCj4 re-
kombindns (SCC8'[R]) és null alléljai jatsza-
nak szerepet. A 24. 4bran felrajzolt Punett-
tdbla alapjan 2:1:1 ardnyban kell kapnunk
SCC8"/? (SCC8T[R)/SCC8T és SCC8T/0),
SCC8"/scc8™ és scc8~ /0 genotipusi egyede-
ket.

A BC4 x ’Kismis moldavszkij’ nemzedékben
a magvatlansag 1:1 ardnyban, az SCC8 l16kusz
pedig — a feléllitott Punett-tdbldnak (24. dbra)

KM KM
SCC8* scc8~
BC,4 SCC8T(R)/ISCC8™ | SCC8T(R)/scc8™

BC4 SCC8t/0

T ek

scc8~ /0

24. abra: Az SCC8 16kusz oroklédésének Punett-
tdbldja a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ hib-
ridnemzedékben. KM: ’Kismis moldavsz-
kij’, SCC8" (R): a BCy feltételezett rekom-
bindns, vagy a BglIl hasitéhelyben muté-
16dott allélja, 0: A BCy4 feltételezett null

allélja. A gélrészleteken
termék, mellette a BglIl
lathato.

bal oldalon a PCR
hasitis eredménye

megfelelen — 2:1:1 ardnyban 6rokl&dott. Mindkét hasaddsi ardnyt timogatja a x> préba (8.

tablazat). A BC4 x *Kismis moldavszkij’ csaladban megfigyelt magvatlansag- €s marker-hasadasi

arany alatdmasztja tehat a ,,rekombindns” €s a null-allél jelenlétét a BC4 esetében.

8. tablazat: A sztenospermokarp magvatlansidg hasaddsi aranya, valamint az SCC8 16kuszon megfigyelt
genotipusok ardanya (9. tdblazat) a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ nemzedékben.

Magvatlan

Magvas -
g Osszesen

SCC8T(R)/SCC8™ \ SCC8'/0 | SCC8/scc8 \ scc8~/0

Eloszlas X

Fenotipus 44

34 78

1:1 1,282

Genotipus 44

18 | 13 75

2:1:1 2,919
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9. tablazat: Magvatlansidg a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ csalddban. Az SCC8"/? genotipus az SCC8T/SCC8" (R) és SCC8/0 genotipusoknak (24. dbra)

felel meg.
Egyed  SCC8 genotipus Mag fenotipusa | Egyed  SCC8 genotipus Mag fenotipusa | Egyed  SCCS8 genotipus Mag fenotipusa
10-4/4 SCC8"/scc8~  kemény mag 11-10/2 sce8~/0 kemény 12-12/3 scc8~ /0 kemény
10-5/4 SCC8"/? puha, nagy 11-11/2 n.a. kemény 12-13/1 SCC8"/? puha apro
10-8/3 SCC8"/? puha 11-12/2 SCC8"/? puha kicsi-nagy | 13-1/6 ~ SCC8"/scc8~  kemény
10-8/6 SCC8"/scc8~  kemény 12-172 SCC81/? puha kicsi 13-2/1 n. a. kemény
10-10/2 SCC8"/? puha, kicsi 12-1/3 SCC8"/? puha kicsi 13-2/2 SCC81/? puha kozepes
10-11/6 SCC8"/? puha, apré 12-1/6 SCC8"/? puha apré 13-2/3 SCC8*/1? puha apré
11-1/4 SCC8"/scc8~  kemény 12-2/2 SCC8"/? puha kozepes 13-3/1 SCC8"/scc8~  kemény
11-1/5 SCC8"/? puha, kbzepes | 12-4/3 SCC8"/? puha kozepes 13-3/2  SCC8"/scc8~  kemény
11-2/2 SCC81/? puha, kbzepes | 12-4/6 ~ SCC8"/scc8~  kemény 13-3/4 SCC81/? puha nagy
11-2/4 SCC8"/? puha, kozepes | 12-5/3 SCC8"/? puha kozepes 13-3/6 SCC81/? puha kozepes
11-3/1 sce8~/0 kemény 12-5/4 SCC81/? puha kicsi 13-4/1 SCC81/? puha kozepes
11-3/4 SCC8*t/scc8~  kemény 12-6/1 SCC81/? puha kozepes 13-4/3 SCC8*t/scc8~  kemény
11-4/2 SCC8"/? puha, kdzepes | 12-6/5 sce8~/0 kemény 13-4/5 SCC8"/? puha apro
11-4/3 sce8~/0 kemény 12-6/6 SCC8"/? puha apré 13-5/2 SCC8"/scc8~  kemény
11-5/1  SCC8*t/scc8~  kemény 12-7/1 SCC81/? puha kozepes 13-5/3 SCC81/? puha kozepes
11-5/2 SCC81/? puha 12-7/2 SCC81/? puha kodzepes 13-5/4 SCC8T/scc8~  kemény
11-5/6 sce8/0 kemény 12-7/4 SCC8"/? puha kicsi 13-5/5 SCC8"/? puha kicsi
11-6/2 sce8~/0 kemény 12-7/6 SCC8"/? puha kozepes 13-5/6 SCC8"/? kemény
11-6/6 SCC8"/? nincs mag 12-8/5  SCC8"/scc8~  kemény 13-6/1 SCC8"/? puha apr6
11-7/4 SCC81/? puha kicsi 12-9/1 scc8~/0 kemény 13-6/2  SCC8*"/scc8~  kemény
11-7/5 SCC8"/? puha kicsi 12-9/3 SCC8"/? puha apré 13-6/3 SCC8"/1? nincs mag
11-7/6 scc8~/0 kemény 12-10/2 sce8~/0 kemény 13-7/1 SCC8*/1? félkemény nagy
11-8/1 SCC8"/? puha kicsi 12-10/4  SCC8"/scc8~  kemény 13-7/2 sce8 /0 kemény
11-8/3  SCC8"/scc8~  kemény 12-10/5 SCC8"/scc8~  kemény 13-7/3  SCC8"/scc8  kemény
11-8/4 n.a. kemény 12-11/1 SCC8"/? puha apré 13-7/5 SCC81/? puha apré
11-9/1 SCC8"/? puha kicsi 12-12/1 scc8/0 kemény 13-7/6 scc8~/0 puha kozepes
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5.4. Az SCCS8 16kusz jellemzése, markerfejlesztés

5.4. Az SCC8 10kusz jellemzése, markerfejlesztés

Az SCC8 16kusz alaposabb megismerése érdekében elsdként lokalizaltam azt az id6kozben pub-
likalt "Pinot Noir’ ,,homozigéta” genomon (JAILLON és mts., 2007). 15 % mismatch parosodast
engedélyezve az in silico PCR felszaporitott harom l6kuszt a 4., 18. és 19. kapcsoltsagi csoportok-
ol (25. dbra), amelyek mindegyike megkozelitéleg 1 000 bp hosszu volt. A BglII hasitéhelyeinek
helyzete alapjan az SCC8 16kusz a 18. kapcsoltsagi csoporton helyezkedik el.

Ezek alapjan felmeriilt a kérdés, vajon a BCy4 esetében tapasztalhaté domindns marker (SCC8") a

megfeleld 16kuszrol kertil felszaporitdsra, vagy esetleg a 4. vagy 19. kapcsoltsagi csoportrdl ?

A 19. kapcsoltsdgi csoporton taldlhatd 16kuszt a Bgl/ll enzim nem emészti, és mivel a BCyqy X
x ’Kismis moldavszkij’ csalddban a PCR termék méretének csokkenését minden esetben ta-
pasztaltam (23. dbra), kizdrtam annak a lehetdségét, hogy az SCC8 primerek a csalddban ezt a
16kuszt felszaporitjak. Ugyanakkor feltehet6en ez a 16kusz keriil amplifikaciéra 50 °C primerkotési

hoémérsékleten a ’"Nimrang’ fajta esetében (22. dbra).

Sall 200 400 600 Pstl] [Pstipo IPstl
1 g
Av4

chr4 A A A A A
Bglil 200 Hindlll 400 600 Bélll 1000
chrl8 vy vy
200 400 600 i 800 1000
: : : Hindlll : |
chr19 4

25. abra: A ’Pinot Noir’ PN40024 klén genom-szekvencidjarél SCCS8 primerekkel in silico felszaporitott
l6kuszok mérete és azok Sall, Bglll, Pstl és Hindlll hasitéhelyei.

Annak ellendrzésére, hogy a BC4 PCR terméke a 4. vagy a 18. kapcsoltsagi csoportrdl szarmazik,
a PCR terméket PstI restrikcios endonukledzzal emésztettem. A 23. dbran lathatd, hogy a Pstl
enzim nem emésztette a PCR terméket, ezek alapjan a BC4 PCR terméke tehat a 18. kapcsoltsagi

csoportrdl szarmazhat.

Ezek utan felmeriilt a kérdés, mi okozza a magvatlan BC4 alléljanak dominans jellegét: pontmu-
tacid a hasitéhelyben, vagy rekombinacié ? A kérdés megvalaszoldsa érdekében meghatdroztam a
jellegzetes tipusok SCCS l6kuszainak szekvencidjat. A *Kismis moldavszkij’ fajta PCR termékét
— 1évén a fajta SCC8 l6kuszra nézve heterozigéta — klénoztam, egy SCC8'/0 és egy scc8 /0
genotipusu egyedrdl felszaporitott PCR terméket pedig direkt szekvendltam. A direkt szekvenalas

7 7

azonban nem adott értékelhet6 szekvenciat, ezért késébb ezt a két tipust is klénoztam.

A ’Kismis moldavszkij” PCR termékek klonjainak kontroll PstI emésztése (26. abra) soran megje-

lent egy olyan sdv, amely arra utal, hogy a PCR termékek populédcidjdban — ha alacsony mértékben

75



5. Eredmények

o o o
o ~ ~ o~ m < ()} - - o~ m < o -
= = = = = = = = = = = = = =
4 4 4 4 N4 N4 N4 4 4 4 4 N4 N4 N4 E:
=
-
3 Py e T E ", e ;
\ @ L T H
3530 .P-ﬂﬂﬂ““-‘“‘-- -
2027 it
1584 ¢ -

1375 ' z

947
831

564

125

26. abra: Ellen6rz6 emésztés a *Kismis moldavszkij’ SCC8 16kuszanak klonjain. A nyil a PstI restrikcids
termék helyzetét jeloli. M: A fag DNS / EcoRI, HindIll méretmarker; LMW : alacsony molekula-
suly marker.

is — taldlhatok olyan fragmensek, amelyek nem a megfeleld 16kuszrol keriilnek felszaporitdsra
(jelen esetben a 4. kapcsoltsagi csoportrdl). Ez a jelenség megmagyardzza azt is, hogy az elvileg

egyetlen allélt hordoz6 genotipusok esetében nem bizonyult jarhat6 dtnak a direkt szekvenalas.

——o.01

BC4_1_1
KM_1_1
BC4_2_1
KM_9_1
KM_2_1

4117671071
KM_3_1
1176_11_1

chrls

I chrl9
100 L

chr4

27. abra: A szekvendlt SCCS8 16kuszok NJ fdja. Az eldgazason szerepls értékek az 1 000 djravételezésbdl
szamitott szdzalékos bootstrap tdmogatottsdgot jelzik. KM: ’Kismis moldavszkij’; chr4, chr
18, ch19: a ’Pinot noir’ genomszekvencidjanak 4., 18. és 19. kapcsoltsdgi csoportjainak SCC8
primerekkel felszaporithat6 szakaszai.

A klénozott SCC8 allélok illesztése (27. és 28. abrak) alapjan a BC4 SCCS8 l6kusza a legtobb
pontmutéci6 esetében a KM9 és KM2 (’Kismis moldavszkij’ magvatlan alléljai) klénok pontmu-
tacidival egyezett meg, ami azt valészinisiti, hogy a BC,4 allélja nem egyedi pontmutéciét hordoz
a Bglll hasitohelyben, hanem rekombindns az sdI és SCC8" 16kuszok kozott. Ezt tdmasztja al a

szekvendlt szakaszok teljes illesztése alapjan rajzolt dendrogram is (27. dbra).
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28. abra: A szekvendlt SCCS allélok illesztésének egy részlete a magvassdghoz kapcsolt Bg/II hasitéhely
koriil. A nyilak a hasitéhelyen kiviili olyan nukleotid-pozicidkat jelolik, amelyek alapjan megalla-
pithat6, hogy a BC,4 rekombindns az sdl és SCC8" 16kuszok kozott. A teljes illesztés megtaldlhatd
az M4.1. mellékletben.

Tovabbfejlesztett SCC8 marker

Az SCC8 lo6kusz elemzése sordn bebi-
zonyosodott, hogy a LAHOGUE és mits.
(1998) altal kozolt, az SCC8 16kusz fel-
szaporitisara alkalmas primerek hasznala-
ta esetén fenndll a lehetsége annak, hogy
a primerpér a 4. és 19. kromoszémarol is
felszaporit allélokat, amelyek mindazon-
altal nem kapcsoltak a magvatlansdghoz,

igy torzithatjadk az eredményeket.

10. tablazat: Az SCCS 16kuszra tervezett, a 4. és 19. kap-

csoltsdgi csoportokat kizaré primerek szek-
venciai.

Oligonukleotid Szekvencia

scc-Fo6

scc-Fo61
scc-R850
scc-R914

p
5
5
5

~CAAGTTGGAAGATGGGGAGT-3’
-GCACCTGGGGAAGATCTCAT-3’
—CCAGGGGGICTTTTAAAGTG-3’
—TCAAAAGAGGGTTGGCTCAC-3’

Ennek a lehetdségnek a kikiiszobolése érdekében 1) primereket terveztem (10. tdblazat). Az uj

primerek megtervezése sordn az egyik legalapvetébb szempont az volt, hogy azok ne legyenek
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komplementerek a 4. és 19. kapcsoltsagi csoportok SCC8 16kuszhoz hasonlé szakaszaival. Az uj
primerek szerepe a megbizhatdsag novelése mellett annak megéllapitasa volt, hogy a BC4 null
alléljat okozhatja-e a primerkot6helyek pontmutdcidja, vagy annak oka egy nagyobb mértéki
atrendez6dés, kiilonbozdség. Az eldbbi esetben ugyanis — az SCC8 16kuszok illesztése sordn
tapasztalt nagyfoku homoldgia (28. dbra) alapjan — a szakaszon beliilre tervezett primereknek fel

kellene szaporitaniuk a null allélt is.

Az 1j primerek minden kombindcidjdval sikeresen amplifikdltam az SCC8 16kuszt, a hasitasi
eredmények alapjdn a marker tovédbbra is alkalmazhat6 a magvatlansagért felelds dominans Sdl
16kusz nyomonkovetésére. Azonban a primerek helyzete befolydsolja a marker kiértékelhet6ségét,
mivel a bal oldali primer beljebb helyezésével a PCR-termék pozitiv kontrollként hasznalhaté
méretcsokkenése jelentkezik kevésbé markdnsan a gélen, mig a jobb oldali primer beljebb helyezé-
sével a magvassdghoz kapcsolt hasitohely termékét nehezebb detektdlni (29. abra, a hasitohelyek

elhelyezkedése a 25. dbrén l4thatd).

Kismis Kismis
A/ Pstl vatkana Szultanina Nimrang moldavszkij BC4 11-7/6

29. abra: Az scc-F61 és scc-R850 primerekkel végzett amplifikicié és emésztés eredménye kiilonb6zs
magvas és magvatlan genotipusokon. A marker értékelését megneheziti, hogy az ezekkel a
primerekkel felszaporitott rovidebb PCR terméken kevésbé figyelheté meg a Bg/ll enzimmel val6
emésztés utdn annak méretcsokkenése, illetve a magvassdghoz kapcsolt hasitdsi termék elvaldsa
a magvas allélté] szintén kisebb mértékti. A 30. dbrdhoz hasonléan ennél a primerkombinaciénal
sem figyelhetd meg 1j markerek megjelenése a BCy4 és egyik utdda, a 11-7/6 egyed esetében.
Méretmarker: PstI-emésztett A fag DNS.

Azoknak a primereknek az esetében, amelyek a PCR-termék méretét kevésbé csokkentik (scc-
F6 — scc-R914), a fent emlitett problémdk nem 4allnak fent. Az elvégzett kisérletek sordn egyik
primerkombinécio esetén sem tapasztaltam olyan esetet, amikor a BC4 null allélja megjelent volna
(pl. 29. és 30. dbrék).

Mivel a kiilonboz6 primerkombindcidk a magvatlansag szempontjabol azonos eredményt adtak,
az értékelés szempontjainak figyelembevételével a jovOben az scc-F6 €s scc-R914 primerek

hasznalata indokolt.
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5 3 § § 8 3 -
8 4] 8 o) %L) @ E

Kismis -
moldavszkij BC4 11-7/6 PCR- =

30. abra: Sz816-magvatlansag nyomonkdvetése az scc-F6 és scc-R914 1j SCC primerekkel. Méretmarker :
PstT-emésztett A fag DNS.

Annak ellendrzése érdekében, hogy az uj primerparokkal felszaporitott fragmensek valéban csak
a 18. kapcsoltsagi csoportrdl szarmaznak, a PCR-terméket Bg/II restrikcids endonukledz enzim
mellett HindIIl és Pstl enzimekkel is emésztettem (31. dbra). A PstI hasitéhely hidnya alapjan a
4. kapcsoltsagi csoport kizarhatd, mig a HindIIl emésztés eredménye megerdsiti, hogy a termék
a 18. vagy a 19. kapcsoltsagi csoportrdl szarmazik. A PCR-termék Bglll emésztés hatdsira
bekovetkez6 méretcsokkenése és a megjelend hasitasi termék alapjan a PCR rekaciéban valéban a

18. kapcsoltsagi szakaszon taldlhaté SCCS8 16kusz szolgélt templétként.

A/ Pstl
PCR
Bglll
Hindlll

b
)
Q.

31. abra: Az \j primerekkel felszaporitott PCR-termék Bglll, HindlIll és Pstl emésztésének gélképe. Az
dbra a ’Kismis moldavszkij’ fajtadn scc8-F61 — scc8-R914 primerparral kapott eredményt mutatja.

A gélkép alapjan kizdrhat6 a 4. és 19. kapcsoltsdgi csoportok részvétele a PCR reakcid soran.
Méretmarker: PstI-emésztett A fag DNS.
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6. Eredmények megvitatasa

6.1. Magyarorszagi rozsa fajok AFLP vizsgalata

6.1.1. Elozetes megfontolasok
Markervalasztas

Az AFLP technika alkalmazhatdsaga evoliicids vizsgalatokban megkérddjelezhetd ugyan az AFLP
marker evoliciés modelljének hidnya miatt, KOOPMAN és mts. (2008) azonban éppen a rézsa
nemzetséget modellként alkalmazva megmutattdk, hogy a mddszer filogenetikai értelmezésének
van létjogosultsdga. A mddszerrel nagy szdmu, a genomon kozel egyenletesen eloszlé polimorf
16kuszrol kaphatunk informéciét, ami — adott szempontb6l — a legtobb marker f6lé helyezi.
Filogenetikai vizsgalatok esetén a legelterjedtebben hasznélt markerezési mddszer a kiilonbozo
intergenikus vagy intron DNS-szakaszok szekvencidjdnak vizsgdlata, amelynek evoluicids interp-
retacidi, modelljei joval egzaktabbak, dm az eljaras koltséges és eredményét nagyban befolyésolja
a kivdlasztott régié (MATSUMOTO és mts., 1998b; RITZ és mts., 2005). A megfelel6 fajszin-
t azonositdshoz rdaddsul a novények esetében nem elegendd egyetlen szekvencia vizsgélata
(HOLLINGSWORTH és mits., 2009), ami tovdbb noveli a DNS-szekvencidn alapulé megkozelités
koltségeit.

A mikroszatellitek — az AFLP mddszerhez hasonléan — szintén egyenletesen fedik le a geno-
mot, rdaddsul preciz, kodominans informdacidval szolgdlnak, dm a vizsgilhat6 16kuszok szdma
korlatozott. A RAPD technikdval megfelel6 szamu oligonukleotidot felhaszndlva nagy szdmu
polimorf 16kuszrél kaphatunk informaciot, amely azonban dominéns, és egyes vélemények szerint
a technika létjogosultsaga megkérd&jelezhet'> (JONES és mts., 1997) annak ellenére, hogy masok
bebizonyitottdk : a technika megbizhat6an alkalmazhat6 akér populdcidgenetikai vizsgdlatokban is
(LOUGHEED és mts., 2000; CSERGO és mts., 2009).

15 A, Molecular Ecology” folyéirat szerz§i dtmutatéjaban kiilon fejezetben hivja fel a figyelmet arra, hogy az
elsédlegesen RAPD-on és iSSR-en alapulé tanulményok kozlését néhdny specidlis alkalmazastol eltekintve
automatikusan visszautasitja.
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Mindezek alapjan az AFLP megfelel6 mddszer lehet a rézsa taxonok kozotti kapesolatok feltara-
sdra, am meg kell jegyezni, hogy a filogenetikai elemzések eredményét a hidnyos evoliciés modell
miatt fenntartasokkal kell kezelni (KOOPMAN, 2005).

A ploidszint hatasa a kapott eredményekre

A Caninae szekcidra jellemzd kiegyenlitetlen meiézis fontos kdvetkezménye, hogy a szekcid
hibridjeit matroklin 6roklés jellemzi mind a fenotipusos tulajdonsdgok (WERLEMARK és NYBOM,
2001), mind pedig a molekulédris markerek (WERLEMARK €s mts., 1999; NYBOM é€s mts., 2004,
2006) tekintetében. A megtermékenyités sordn példdul a pentaploid anyai partner 4x — tetraploid
sziild esetében 3x, hexaploid sziil6 esetében Sx — kromoszomaszerelvénnyel jarul hozza a zigéta
genomjdhoz, mig az életképes pollenek a sziil6 kromoszémaszdmatdl fiiggetleniil haploidok, 1x
kromoszémaszerelvénnyel.'® A rézsikndl gyakran tapasztalt erds anyai hatds mésik oka lehet,
hogy spontdn apomixisre hajlamosak (WERLEMARK, 2000).

Az anyai 0rokl6dés azonban a fenotipusos tulajdonsdgok esetén nem mindig érvényesiil. Mig
az epikutikuldris viaszok a Caninae szekcion beliili reciprok keresztezésekben anyai 6roklédést
mutattak (WISSEMANN és mts., 2007), egyes tulajdonsdgok a Caninae szekcidban is apai vonalon
oroklédnek (RITZ és WISSEMANN, 2003). Az apai 0roklédésii tulajdonsdgok kozott raadasul
vannak olyanok is, amelyek fontos hatarozobélyegek. Ilyen tulajdonsag pl. a csészelevelek lehulld
vagy fennmaradd volta a termésérés sordn. A R. canina €s R. rubiginosa esetében Caninae
meidzisuknak koszonhetden anyai 6roklodést feltételezhetiink, &m WISSEMANN és RITZ (2007)
megmutattdk, hogy a két faj reciprok keresztezése esetén a csészelevél lehulldsa apai vonalon
oroklédik. Ez zavart okozhat az egyes insterspecifikus hibridek besoroldsdndl, ugyanis az apai
tulajdonsagok alapjdn valamely fajhoz sorolt taxonok a molekuldris markerek alapjan a madsik

sziil6hoz keriilhetnek kozelebb.

A kiegyenlitetlen meidzis eredményeként a potencidlis genetikai valtozékonysag csokken, mivel a
sziil61 kromoszomdk szétvildsaban és a homolog rekombinécidban csak a hét bivalens vesz részt.
Ezt ellensilyozza ugyanakkor az a — szintén a kiegyenlitetlen meidzisnak kdszonhetd — tény, hogy
a Caninae szekci6 egyedei konnyen képeznek fertilis hibrideket akdr mas szekcidk tagjaival is,

mikdzben képesek megtartani Caninae jellegiiket.

A nem egyenletes 6roklodés és marker-eloszlds lehet feltehetGen az oka annak, hogy a rézsik
markerezésével foglalkozd cikkek nagy tobbségében a feltehetGen hibrid eredetd taxonokat —
egy-egy allanddsult hibridtdl eltekintve, mint pl. a R. damascena — kihagyték, illetve keriilték
(KOOPMAN és mts., 2008). Munkdm sordn a mintakészlet ezért ugy keriilt 6sszedllitdsra, hogy

16 A pollen lehet diploid is (n = 2x = 14), amennyiben az egy tetraploid, nem Caninae szekciébdl szirmazik és
meidzisa normdl lefolyasu.
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a ,,stabil” taxonok mellett tartalmazzon szdmos hibrid taxont is, hogy megvizsgilhassam azok
illeszkedését a rézsa nemzetség szekcidihoz. Az eredmények értelmezése sordn nem szabad

megfeledkezniink a rézsdk sajatos ploidiaviszonyainak a fentiekben kifejtett kovetkezményeir6l.

6.1.2. AFLP vizsgalatok
AFLP adatok, adatszerkezet

Az AFLP l6kuszok ko6zott nagy szamban fordultak el6 olyanok, amelyek tdlnyomoérészt domindns
(1) allélt hordoztak (12. dbra az 57. oldalon). Bar az AFLP sdvok eloszldsira kevés publikécid
tér ki, KOOPMAN és mts. (2008) adatai joval egyenletesebb eloszlast kovetnek, ugyanakkor azt
maguk a szerz6k is ,,szokatlanul egyenletesnek” nevezik. Annak a lehetdségnek a kizdrdsara,
hogy a domindns allélok tilstlya esetleg a fragmensek rossz kiértékelésébdl adddik, elsdként
elvetettem a domindns allélokat legnagyobb ardnyban hordozé 16kuszokat, késébb pedig azokat
a lokuszokat is, amelyeknél csupan 1-2 taxon esetében mutatkozott dominans allél, illetve 10
ismétlésben véletlenszertien eltavolitottam a vizsgalt I6kuszok felét, vagy a vizsgalt taxonok felét.
Sem az adatok irdnyfitott, sem pedig randomizélt sziikitése nem javitotta az NMDS stressz-értékét,
ezért feltételezem, hogy az AFLP fragmenshosszok megfelelGen keriiltek kiértékelésre, az adatok

megbizhatonak tekinthet6k, igy a tovdbbiakban a teljes adatkészlettel dolgoztam.

A nem metrikus tobbdimenzios skalazas (NMDS) nem szdmit elterjedt eljarasnak az AFLP adatok
értékelésére, bar egyes tanulmédnyok elsdsorban ezen kiértékelés alapjin interpretaljdk eredménye-
iket (O’HANLON és mts., 1999). A f6komponens analizis ehhez hasonléan aldrendelt szerepet
jatszik az AFLP adatok értékelésében. Adataim NMDS és PCA elemzése alapjan elmondhat6
azonban, hogy a két mddszer — de leginkabb az NMDS — kivédléan alkalmas arra, hogy a vizsgalt
egyedek kozotti hasonldésdgokat, kiilonbségeket — ha csak el6zetes jelleggel is — felfedjiik. A
moddszerek nagy eldnye, hogy nem erdltetik csoportok kialakitdsit igy a kétes helyzetli taxonok
(pl. hibridek) nem keriilnek besoroldsra egyik vagy masik lehetséges helyzetiiknek megfelelden,

elfedve igy valddi intermedier helyzetiiket.

A mintakészlet legegyértelmiibb csoportjai — a Rosa és Pimpinellifoliae szekciok — mar az NMDS
és PCA elemzésekben is jol elkiiloniiltek, dm a mddszer nem bizonyult alkalmasnak arra, hogy
a Caninae szekcion beliili viszonyokat megmutassa. Mar az NMDS elemzés eredménye (13.
abra az 58. oldalon) eldrevetitette, mely taxonok lesznek dgymond problémadsak (pl. [80] R.
heckeliana, [63] R. X speciosa, [50] R. jundzillii, [119] R. kmetiana), azaz mely taxonok képeznek

egyfajta dtmenetet a jol elkiiloniild csoportok kozott. Az NMDS eredménye a késGbbiekben fontos

hattérinformaciot jelent a részletes fenetikai €s filogenetikai elemzések interpretdldsa soran.
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Fenetikai értékelés

Az AFLP adatok értelmezésének egyik legelterjedtebben hasznalt megkozelitése a bindris adat-
matrixbdl szamitott egyszerd kiilonbozdségi mutatdkon alapuld csoportképzési eljards (BONIN
és mts., 2007). Ennek megfelelGen a vizsgdlt r6zsa taxonok elemzése sordn az els6é 1épés az
Ochiai kiilonboz8ségi index alapjan szamitott UPGMA fa feldllitdsa volt. A dendrogram bootstrap
tdmogatottsaga dltaldban alacsonynak bizonyult, nagyobb bootstrap értéket csupan az osztalyozas
els6-masodik szintjei kaptak, a magasabb szintli osztalyok — a Caninae szekcié nagy kladjanak

kivételével — nem tdmogatottak a véletlen djra-mintavételezés alapjan.

Az alacsony bootstrap tdmogatottsidg egyik okdt abban latom, hogy a hibrid taxonok sziileik
markereit vegyesen hordozzak, igy helyzetiik bizonytalan, a csoportképzési eljarast megzavarjak.
Az adatok véletlenszeri megvaltoztatasaval azok egyik vagy masik sziil6 taxonjukhoz keriilnek
besoroldsra, igy a szigord csoportképzési eljards igen kiilonboz6 fakat eredményez, amelyek
konszenzusa végiil nem tekinthet6 megbizhatonak. Ha a bootstrap adatok valoban a hibridek vél-
takoz6 besoroldsa miatt alacsonyak, akkor a bootstrap Ujra-mintavételezésbdl szamitott UPGMA
fak készlete éppen azt az informdaciot hordozza, amit a hagyomanyos konszenzus fa nem képes

megjeleniteni.

Erre a problémadra a fahdl6zatok metodikai csoportja jelentheti a megoldast, amely egy viszonylag
Uj (HUSON és mits., 2009) eljarasnak tekinthet6 a faképzési mddszerek kozott, amelyet eddig
elsdsorban elméleti, illetve modell adatmatrixokon alkalmaztak. Az elvardsoknak megfelel6en
szamos hibrid taxon esetében felolddsra keriilt a hibriditds altal okozott helyzet. A hibridek
legtobbje — szdrmazdsatdl fiiggden — jol elkiiloniild csoportot képzett és magyardzatot nyert a
fanak szdmos olyan dga, amely a hagyomdnyos konszenzus fan nehezen volt 6sszeegyeztethetd
a morfoldgiai bélyegeken alapul6 osztilyozassal, illetve a taxonokkal kapcsolatos ismeretekkel. A
hibridek elhelyezkedése ugyanakkor megfelelt az NMDS alapjan vartakkal, &m az dbrazolds ezen

modja joval atlathatobb, mint az NMDS esetében.
A fenetikai megkozelités dnmagédban kevéssé képes tehdt megmagyardzni a kiterjedt hibridiz4-

ciés multd Rosa nemzetség rendszertani kapcsolatait, &m a bootstrap adatok fahalézattal torténd

interpretdldsa nagy segitséget nyujt egyes hibrid csoportok értelmezésében.

Filogenetikai halézatok

A fahdl6zatokhoz hasonl6an a hibridizaciés hal6zatok is a filogenetika egy viszonylag 4j metodikai
agat képviselik (HUSON és KLOEPPER, 2005). A neighbor-net hdlézat mar filogenetikai elvek
figyelembe vételével dbrazolja az adatokat, &m tovdabbra is jelent8s informacidvesztéssel jar az,

hogy a fa felépitése tavolsdgok €s nem kozvetleniil a valtozok alapjan torténik. A mddszer a
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neighbor-joining filogenetikai mddszerhez hasonlé elven miikodik, 1ényege az elagazdsok kés-
leltetett rogzitése, amely lehetové teszi egy csoport tobb élhez valé kapcsoldsat (BRYANT és
MOULTON, 2004), igy alakitva ki a filogenetikai hdlézatot.

A médszer eredménye (18. dbra a 65. oldalon) gyakorlatilag megegyezett a hagyomdnyos fenetikai
értékelés sordn kapott eredményekkel, a csoportok késleltetett dsszekapcsoldsa nem bizonyult
elegenddnek ahhoz, hogy a hibrid taxonok jol megfigyelhetéek legyenek a fa szerkezetében, ez

a mddszer nem adott a fenetikai elemzésekhez képest tobblet-informaciot.

A neighbor-net halézattal ellentétben a hibridizdciés hédlézatok mér igyekeznek hibridizacion
alapul6 evolicios modellt alkalmazni. Bar a marker fejlodését interpretdlé modell tovabbra sincs
az AFLP moédszerre optimalizdlva, a hibridizaci6 lehet6ségének beépitése az evoliciés modellbe
dontd elonyokkel jarhat. A dolgozatomban haszndlt hibridizaciés hdldzat-épits eljaras alkalmas

arra, hogy kozvetleniil binaris adatokbol épitsen hal6zatot (HUSON és KLOEPPER, 2005).

Az elvégzett elemzések koziil a hibridizaciés hédlézat (19. dbra a 66. oldalon) volt az, amely a
legjobban tdmogatta a klasszikus rozsa rendszereket, ezen beliil is elsdsorban a Caninae szekcid
egyes alszekcioit (Caninae, Rubigineae), mig mas szekciok (Vestitae, Trachyphyllae) tovabbra sem

kiloniiltek el hatarozottan.

6.1.3. A vizsgalt rozsa taxonok rendszertani viszonyai

Az aldbbiakban megkisérlem — a mintakészlet altal meghatdrozott kereteken beliil — a Rosa

nemzetség vizsgdlt taxonjainak rendszertani viszonyait réviden bemutatni, értelmezni.

Sect. Pimpinellifoliae * A Pimpinellifoliae szekci6 kivétel nélkiil minden elemzésben j6l definidlt
csoportot, kladot alkotott, ami aldtdmasztja a szekcid elkiilonitését a Rosa nemzetségen beliil;
meg kell azonban jegyezniink, hogy a hdrom vizsgélt egyed genetikailag feltehetden igen kozel
all egymdashoz, azok nem képviselik a teljes Pimpinellifoliae szekciét. Tobb esetben ebbe a
csoportba keriilt besorolasra a R. heckeliana, ugyanakkor az NMDS diagramon lathatd, hogy a
taxon valdban elkiiloniil a Caninae szekci6 egyedeitl. A k6zos csoportba sorolast okozhatja az,
hogy a Pimpinellifoliae szekci6 és a R. heckeliana egyarant élesen elkiiloniilnek a tobbi vizsgélt

egyedtdl. A hibridiz4cids halézat eredménye megerdsiti (KOOPMAN és mts., 2008) megfigyeléseit,

akiknek bayes-i elemzésében a szekcid a rozsa nemzetség egyik alapi szekcidjaként jelent meg.

Sect. Rosa * A Rosa szekci6 képvisel6i a Pimpinellifoliae szekcidhoz hasonléan jol definidlt cso-
portot alkottak annak ellenére, hogy szdmos vizsgalt interszekciondlis hibrid egyik oldalrdl a Rosa
szekciotol szarmaztathatd, ezek koziil némelyik gyakran a Rosa klddra, illetve csoportba keriilt
([119] R. x kmetiana, [50] R. jundzillii). A (23) R. X francofurtana F; hibridet a hibridizacids
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halézat kozvetleniil a ,,klasszikus” (22) R. francofurtana mellé sorolta, mig a fenetikai elemzések
sordn a két taxon kozott nem mutatkozott kapcsolat. A Rosa szekcid koriilhatérolt jellege, illetve
megfigyelt kapcsolata a Caninae szekcidval egyezik a korabbi molekuldris genetikai vizsgalatok
eredményeivel (RITZ és mts., 2005; KOOPMAN és mts., 2008).

Sect. Caninae * A Caninae szekci0 jOl koriilhatdrolhato csoportot alkotott mind a fenetikai, mind
pedig a filogenetikai elemzések sordn, am az alszekcidk tekintetében a helyzet kevésbé egyértelm(i.
Az alszekcidk Osszevetését a szakirodalmi adatokkal megneheziti, hogy kevés tanulmany tér ki
azok elemzésére. A Rubigineae alszekci6 Caninae szekcion beliilli KOOPMAN és mts. (2008)
altal megfigyelt hatdrozott elkiiloniilését csak a hibridizdcids hdldzat igazolta. A Vestitae és
Trachyphyllae szekciok polifiletikus jellege KOOPMAN és mts. (2008) ezen alszekcidkra vonatko-
20 kovetkeztetéseivel 0sszhangban, az AFLP adatok alapjdn nem teszi indokoltta azok alszekcid

szintl besorolasat, elhatarolasat a Caninae alszekciotol.

Az AFLP technika alkalmazhatésaga komplex rendszertani kérdések vizsgalatara

Eredményeim alapjan az AFLP kivadl6an hasznalhat6 olyan komplex multd rendszertani csoportok
vizsgdlatdra, mint amilyen a Rosa nemzetség. Az AFLP adatokbdl szamitott tdvolsagok bootstrap
Ujra-mintavételezésébdl rajzolt fahdlézat, tovabba a hibridizacids haldzat egyiittesen alkalmazva
adhatjdk a megfelel$ eszkozt a kutaté szamara. Az el6bbi mddszer az egyes hibridek leszarmazasat
magyardzza, illetve mutatja meg, mig a masodik a hibrid eredetii taxonok csoportképzést zavar6

hatasét képes feloldani.

Ezek az eredmények nagy segitséget nyudjthatnak barmely mds olyan taxoncsoport rendszertani
kapcsolatainak értelmezése sordn, amelyeknek kialakuldsaban, illetve alakuldséban a hibridizacio,
az introgresszié meghatdrozé szerepet jatszik. A sz0616 egyike az ilyen nemzetségeknek, ahol az
utébbi id6ben egyre inkdbb kozéppontba helyezddik a kérdés: vajon a V. sylvestris 6nall6 fajként
értelmezhetd-e, 1étezik-e még, €s milyen szerepet jatszott a V. vinifera faj kulturevolicidjaban
(THIS és mts., 2006; BODOR és mts., 2010).

6.1.4. A Pimpinellifoliae szekci6 Cell polimorfizmusa

Az AFLP vizsgédlatok mellett mintegy kontrollként, illetve annak megéllapitdsira, érdemes-e
belevagnunk a rézsdk ITS alapu vizsgélatiba, megvizsgidltam a Pimpinellifoliae szekcid ITS

polimorfizmusat.

RITZ és mts. (2005) a rézsédk ITS tipusait elemz6 tanulméanyukban a Caninae és Rosa szekciok

kivételével az ITS szekvencidkat kozvetleniil, szubklonozas nélkiil szekvenaltdk. WISSEMANN
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(2000b) a Caninae szekcidban kordbban bebizonyitotta, hogy a kiillonb6z6 kromoszémaszerelvé-
nyek kozott az ITS régiok szekvencidinak homogenizédcidja nem torténik meg ellentétben a kii-
16nb6z6 Aranchia fajokkal (KOCH és mts., 2003) és mesterséges Armeria hibridekkel (AGUILAR
és mts., 1999).

A heteroduplex-képzés nélkiili kontroll esetén is megfigyelt nagy szdmu Cell vigasi termék (20.
abra a 67. oldalon) megjelenésének oka feltehetéen az, hogy a PCR reakcié denaturacids ciklusa-
iban a kiilonboz6 ITS szakaszokrdl szarmazé egyszald DNS formédk egymadssal reasszocidlddtak,
igy kialakulhattak olyan hibrid dsDNS molekuldk, amelyekben a mismatchek mar megtalalhatéak,
igy Cell szubsztrittd valtak. A heterozigéta diploid genomokrdl felszaporitott PCR termékek
heteroduplex jellege més alkamazasokban is megfigyelhetd, ahol a heterozigéta — és heteroduplex
— PCR termékek mellett a megvaltozott elektroforetikus tulajdonsdgok miatt in. szellemsdvok

jellenek meg.

Vizsgalataim sordn megfigyeltem, hogy a Pimpinellifoliae szekcidba tartozé mintdk nagyfoku po-
limorfizmust mutattak azokban az esetekben is, amikor heteroduplexképzés sordn referenciamintét
nem adtam a reakcidéhoz. Ennek alapjan feltételezem, hogy a r6zsédk altalam vizsgalt csoportjdnak
genomja a Caninae €s Rosa szekcidkhoz hasonldéan tobb eltéré nrITS1 szekvenciat tartalmaz,
ezek alapjan a rézsak ITS alapti vizsgdlata sordn a Caninae szekcion kiviil is sziikséges lehet a

szubklénozas és tobb allél szekvenalasa.

A moédszer 6nmagdban nem tlinik alkalmasnak tehat atfog6 filogenetikai €s rendszertani tanulma-
nyokra a r6zsdk esetében. A RITZ és mts. (2005) altal kozolt ITS szekvencidk illesztése alapjan
nagyobb mértéki polimorfizmusra szdmitottam a vizsgélt Pimpinellifoliae és Rosa szekcidba tarto-
z6 taxonok kozott. A modszer el6nye lehet egyben, hogy az AFLP technikdval szemben minimalis
kiilonbozbséget detektdltam egy adott fajon beliil. Ezek alapjan a médszer akar alkalmazhaté lehet
ismeretlen rendszertani besoroldsu tételek fajszintli azonositdsara, pl. vitatott kérdéses génbanki
tételek hovatartozdsanak tisztizdsara. Ezek azonban elsdsorban felvetések, 1étjogosultsagukat
mindenképpen igazolni kell. A referenciaminta belsd polimorfizmusa 4ltal okozott problémara

z2. 7z

megoldast jelenthet egy klonozott rézsa ITS szakasz referencia mintaként torténd felhasznalasa.

6.2. A szolo-magvatlansag markerezése

6.2.1. Az SCC8 marker oroklodése a vizsgalt csaladokban
SI hibridcsalad

Az SI és TII hibrid csalddokon végzett markerezési munkdk soran egyarant megfigyeltem olyan

SCC8 genotipusokat, amelyek null-allélok jelenlétére utalnak valamelyik sziilében.
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Az SI csaldd esetében a magvatlan ’Flame Seedless’ apavonalat a szakirodalom (ADAM-
BLONDON és mts., 2001) SCC8"/? genotipusiként irja le, azaz az SCC8" allél mellett vagy
egy szintén domindns allélt, vagy pedig egy null-allélt hordoz. A CSET164 apavonal SCC8
genotipusa el6z6leg ismeretlen volt, vizsgalataim alapjan els6dlegesen elmondhatd, hogy scc87/?
genotipusd. Az, hogy az utédpopuldciéban SCC8"/? genotipusi egyedek is eldfordultak, tovdbba
hogy igen nagy szdmban tapasztaltam olyan eseteket, amelyekben a SCAR-CAPS marker PCR
1épése sikertelen volt, arra utalnak, hogy a CSET164 szintén tartalmaz egy null allélt, azaz SCC8

genotipusa scc8 /0.

Ezt a feltételezést alatdmasztja az a tény, hogy a 0/0 genotipusu egyedek esetében 50 °C pri-
merkotési hdmérsékletet alkalmazva kaptunk PCR terméket — a DNS-mintdk tartalmaztak tehat
DNS-t és az PCR reakciéra alkalmas volt —, ezek azonban csak a PCR termék végénél talalhat6
hasitéhelyet tartalmaztak, illetve egyszer sem sikeriilt teljes emésztést elérni. Ezek, illetve az
SCC8 16kusz jellemzése soran kapott eredmények (5.4. fejezet) alapjan a csokkentett primerkotési
hémérséklettel kapott PCR termék nem a magvatlansigért felelds SdI gént hordoz6 18., hanem

feltehetéen a 4. vagy 19. kapcsoltsagi csoportokrdl keriiltek felszaporitésra.

A fenti feltételezések alapjan varhaté 1 SCC81/scc8 : 1 SCC81/0: 1 scc8~ / 0: 1 0/0 hasaddsi
arany (7. tablazat a 70. oldalon) a 2-préba alapjan 85 %-os megbizhatdsagi szinttel sem vethetd
el, igy feltételezem, hogy a *Flame Seedless’ fajta pontos SCC8 genotipusa SCC8/0, a CSET164
hibrid genotipusa pedig scc8 /0.

Annak ellenére, hogy az SI csalddban mindkét sziilé6 hordoz egy null allélt, az SCC8 SCAR-
CAPS marker tovabbra is megbizhatéan prognosztizalta a vizsgélt egyedek fenotipusat, a marker

haszndlhaténak bizonyult a sztenospermokarp magvatlanasag kimutatdsara, illetve elGrejelzésére.

TII hibridcsalad

A TII csaladban — az SI csaladdal ellentétben — kizédrhat6, hogy az apavonal null allélt hordozzon,
mivel a ’Superior Seedless’ SCC8 genotipusa SCC8"/scc8~. Ugyanakkor — az SI csalddhoz
hasonléan — ebben az esetben is voltak olyan mintdk, amelyek SCC8"/? genotipust mutattak a
gélen, tovabba olyan egyedek is, amelyek esetében nem sikeriilt az SCCS 16kuszt felszaporitanom.
Amennyiben a ’Superior Seedless’ gélképét tekintem mérési hibanak, akkor az SI csalddhoz
hasonlé modell lenne feltételezhetd, ez azonban a 2 préba alapjan 98 %-os megbizhatdsagi szinten
elvethet6 (7. tablazat). Amennyiben a két esetben megfigyelt 0/0 gélképet tekintem a marker
alkalmazdsdval kapcsolatos probléménak, 2 scc8/?: 1 SCC8"/scc8 : 1 SCC81/0 hasad4si aranyt
kellene kapnunk, amely eloszlds y2-értéke kozel megegyezik az SI csalddban, 1:1:1:1 ardnyid
eloszldshoz kapott y2-értékkel, 4m ennek a vizsgdlatnak szabadsagfoka kisebb, igy ugyancsak

elvethetS. Fontos megjegyezni, hogy ebben az esetben a x> prébandl teljesen figyelmen kiviil
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hagytam a 0/0 genotipusokat. A gélen megfigyelt tipusok ardnya legjobban ahhoz az alaphelyzet-
hez kozelit, amelyben egy heterozigéta és egy recessziv homozigota keresztezésével 1:1 aranyu
hasadést kapunk, 4m ebben az esetben az SCC8'/? tipust miiterméknek, a 0/0 tipust pedig
technikai problémanak kell tekinteni, erre azonban a tobbi csaldd esetében nem volt példa.

Az, hogy mindkét csaladban (SI és TII) — még ha alacsony ardnyban is — megfigyelhetd volt
az SCC8'/? tipus jelenléte, arra enged kovetkeztetni, hogy a ’Superior Seedless’ pontos SCCS8
genotipusa SCC81/scc8™, mig a ’Palatina’ fajtdé scc8 /0. Utébb a *Palatina’ fajta esetében szintén
null allél jelenlétére kovetkeztettek tanulmanyukban KORPAS és mts. (2009).

A ’Superior Seedless’ fajta esetében az irodalomban nem taldlhaté utalds annak genotipusdra. A
VIVC adatbézis informdcidi szerint a fajta a ’Sugra One’ mutédcidjaval jott 1étre, mdsok a fajtanevet
a ’Sugra One’ piaci elnevezéseként tartjdk szdmon (KOZMA, szébeli kozlés). ADAM-BLONDON
és mts. (2001) a ’Sugra One’ SCC8 genotipusat scc8™/0-ként kozlik. Az ellentmondés egyik
oka lehet az, hogy a Budapesti Corvinus Egyetem gy{ijteményében taldlhaté *Superior Seedless’
nem fajtaazonos — a fajtakeveredés el6fordulhatott ugyanakkor ADAM-BLONDON és mts. (2001)
mintakészletében is. A *Sugra One’ egyik sziil6je a *Cardinal fajta’, amelynek genotipusa scc8~/0

(ADAM-BLONDON és mts., 2001), mdsik sziil6je ismeretlen.

Bér az utébbi idGben tobb tanulmdny is sziiletett, amelyek a csemegeszOl6-fajtdk szarmazasi
viszonyait igyekeznek tisztdzni els6sorban SSR markerekkel (IBANEZ és mts., 2009; VARGAS
és mts., 2009), azok nem vizsgéltdk sem a Sugra One’, sem pedig a ’Superior Seedless’ fajtkat,
igy a fajta szdrmazasdra vonatkozdan egyeldre nem rendelkeziink molekuldris genetikai adatokkal.
GALBACS €s mts. (2009) 12 mikroszetellit I6kusz vizsgélataval végzett tanulmanyaban a Karpat-
medencei és vilagfajtdk — koztiik tobb csemegesz616-fajta — mellett szerepel a *Superior seedless’
fajta, eredményeik alapjan azonban nem taldlhat6 a vizsgélt fajtdk k6zott olyan magvatlan genoti-

pus, amely a "Superior seedless’ magvatlansag-forrasaként szoba johetne.

A TII csalddban — az SI csalddhoz hasonl6an — a marker altal prediktalt fenotipus megegyezett
a novények fenotipusdval, az SCC8 SCAR-CAPS marker alkalmasnak bizonyult a magvatlansiag

markerezésére.

Az SI és TII csaladok mérete nem teszi lehet6vé a preciz statisztikai elemzést, €s bar a hasadasi
ardnyokat valamelyest tdmogatjdk a x>-préba eredményei, a sziilsk pontos SCCS8 genotipusaval

kapcsolatos kovetkeztetéseket mégis leginkabb a gélen megfigyelt mintdzat timasztja ala.

VRH 3082-1-42 (BC,) x ’Kismis moldavszkij’ csalad

A BC4 x ’Kismis moldavszkij’ keresztezésben a magvatlansag-forrasként hasznalt *’Kismis mol-
davszkij’ fajta SCC8 16kuszra nézve a vért képet mutatta: SCC8" /scc8™ heterozigétdnak bizonyult,
ezt utobb KORPAS és mts. (2009) is igazoltdk. A BC4 magvas anyavonal ezzel ellentétben
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SCC8"/? genotipust, azaz ,,homozigéta magvatlanként” viselkedett. Az utédnemzedék markere-
zése sordn kapott eredmények (9. tablazat a 74. oldalon) alapjan valdszintsithetd, hogy a BCy4
hordoz egy null allélt és egy rekombinans allélt. Az scc8/? genotipus gyakori el6fordulésa,
valamint annak alapjan, hogy a felllitott elméleti SCCS8 hasadési arany a x> prébaban még 70 %-os

megbizhatdsdgi szinten sem vethetd el, a null allél jelenléte bizonyitottnak tekinthetd.

A SCC8T allél jelenlétére a BC4-ben két magyarazat is elképzelhetd: pontmutéci6 a hasitéhelyben,
illetve rekombindcié az SCC8 és Sdl 16kuszok kozott. A °Kismis moldavszkij” és BC4 SCC8
alléljainak szekvencidi (27. és 28. dbrak a 76. oldalon) alapjan kimutathat6 azonban, hogy a BCy4

domindns SCC8* allélja nem pontmutécid, hanem rekombinéci6 eredménye.

6.2.2. Az SCC8 l6kusz jellemzése

Munkdm sordn bebizonyosodott, hogy a LAHOGUE és mts. (1998) dltal tervezett primerek nem
csak a magfejlodés inhibitor SdI 16kuszt hordoz6 18., hanem a sz8l6 4. és 19. kapcsoltsigi
csoportjardl is felszaporit(hat)nak egy kozel 1 kb hosszisagu szakaszt. Ezt aldtamasztjak a le-
csokkentett (50 °C) primerkotési homérséklettel végzett kisérletek, amikor a PCR 1épésben akkor
is kaptam PCR terméket, amikor a primerek szekvencidjanak megfeleld 60 °C-os primerkotési
hémérséklettel nem tapasztaltam amplifikaciot, tovdbba hogy a PCR termék hasitdsa alapjan a
fragmensek a 4. (pl. a "Nimrang’ fajta esetében, 22. dbra a 71. oldalon) vagy a 19. (pl. a *Kismis

moldavszkij’ esetében, 26. dbra a 76. oldalon) kapcsoltsdgi csoportrél szarmaztak.

A harom, SCC8 primerekkel felszaporithaté kozel azonos méretli Pinot noir’ 16kusz jelenléte
Ujabb bizonyitéka lehet a sz616 hexaploid eredetének (JAILLON és mits., 2007). Bar a 16kuszok
szekvencidja hatdrozottan eltér (27. dbra a 76. oldalon és M4.1. melléklet), azok hasonldségai,

illetve kozel azonos méretiik aldtdmasztjdk a sz616 evolicidja sordn tortént hexaploidizaciot.

Tovabbfejlesztett SCC8 marker

Az SCC8 marker tovabbfejlesztésének kettSs célja volt. Egyrészt olyan primerpar tervezése, amely

csak a 18. kapcsoltsagi csoportrol amplifikal, masrészt a null allél esetleges felszaporitasa.

Az 1j primerparok nem kotddtek in silico a *Pinot noir’ genomszekvencidjanak 4. és 19. kapcsolt-
sagi csoportjdhoz még 30 % hiba (mismatch) engedélyezésével sem, ugyanakkor mindkét allélon
megtaldljdk a komplementer szekvencidkat. A magvatlansdg nyomonkovetésére mindamellett
valtozatlanul alkalmasnak igérkeznek (30. dbra a 79. oldalon), az scc-F6 — sccR914 primerpar

az eredeti SCC8 primerparral megegyezd eredményt adott.

Az 1j primerpédrokkal sem lehetett felszaporitani azonban a null allélt. Amennyiben a null-allélt

mégis felszaporitotta volna, akkor annak a gélen meg kellett volna jelennie (30. dbra). Ha ugyanis
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az domindns (SCC8™), akkor az scc8 /0 genotipust 11-7/6 egyednél latszania kellene, ha pedig

recessziv (scc8™), akkor pedig a BC4 gélképén kellene heterozigdta genotipust latnunk.

A fenti megfigyelések ellentmondanak KORPAS és mts. (2009) feltételezésének, amely szerint
— DAKIN és AVISE (2004) mikroszatellitek esetében tapasztalhaté null allélokkal kapcsolatos
javaslataira alapozva — a null allél jelenlétét a primerkotShelyekben tortént pontmutdcidkkal

magyardzzak.

Mind a magvas, mind pedig a magvatlan szdl6fajtadkban megfigyelt null allél tehat feltehetGen nem
a PCR sordn hasznalt primerek ,,tokéletlensége” miatt viselkedik null allélként, hanem ezekben az

egyedekben nagyobb mértéki kromoszéma atrendez6dések, mutaciok torténhettek.

Mind a BC,4 rekombindns alléljanak, mind pedig a *Kismis vatkana’ SCC8" és scc8™ alléljainak
szekvenciai nagyfoku hasonlosdgot mutattak : tipuson beliil 98-99 %-ban, a dominéns és recessziv
allélok kozott pedig 96-97 %-ban egyezett a szakasz nukleotid-sorrendje. A ’Kismis moldavszkij’
és BC4 allélok nagyfoku azonossiga azért is meglepd, mert a keresztezésben résztvevd sziil6k
foldrajzi szdrmazdsa — a Vitis rotundifolia fajr6l nem is beszélve — jelentGsen eltér. A vissza-
keresztezéses nemesités sordn elsGsorban occidentalis fajtdkat haszndltak ("Malaga’, *Cabernet
sauvignon’, ’Grenache noir’, "Merlot noir’, Aubin’), mig a ’Kismis moldavszkij’ az orientalis

csoportba sorolhat6.

A VRH 3082-1-42 (BC,4) rekombinans allélja

Felvet6dik mindezek alapjan a kérdés, honnan szdrmazik a BC4 rekombinéns allélja? A rekom-
binans allél jelenlétéhez a genotipus pedigréjében jelen kell lennie a rekombindns allélnak, illetve
— amennyiben a rekombin4cio a visszakeresztezéses nemesités sordn tortént — szerepelnie kellene

egy magvatlan, vagy SCC8™ allélt hordoz6 magvas fajtdnak.

Az SCC8* allélt eddig olyan magvas fajtakban mutattdk ki (ADAM-BLONDON €és mts., 2001),
amelyek feltehetGen szoros kapcsolatban allnak a *Thompson Seedless’ fajtaval (’Dastachine’ —
a ’Szultanina’ feltételezett utéda vagy Gse, illetve Gora Chirine’, ’Ouroum Uzjum’ és ’Sultana
monococco’ — a ’Szultanina’ feltételezett mutdnsai), illetve olyan fajtdkban mutattdk ki, amelyek
eredetérdl keveset tudunk ("’Chaouch blanc’, ’Pizzutello nero’, *Santa Paula’). A domindns SCC8™
allél jelenlétét a *Chaouch’ fajtacsoportban KORPAS és mits. (2009) is kimutattdk a ’Couche
rose’ fajtdndl. A ’Pizzutello nero’ fajtaval kapcsolatban VARGAS és mts. (2009) megmutattak,
hogy a kiilonboz6 fajtagytijteményekben eltérd genotipusokat tartanak nyilvdn ezen a néven, a
fajta sziileinek a ’Cornichon blanc’ és ’Prune de Cazouls’ fajtdkat javasoljdk, amely utébbi a
"Thompson Seedless’-hez hasonldan feltehetden keleti szarmazdsi. ADAM-BLONDON és mts.
(2001) é4ltal *Santa Paula’ néven vizsgélt fajta ugyanakkor a VIVC adatai szerint éppen a fent

emlitett *Cornichon blanc’ szinonimja. A ’Pizzutello nero’ és a ’Santa Paula’ fajtdk bogydi
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halhdlyag alakiak és a magok felében az embrié abortdlédik (ADAM-BLONDON és mts., 2001),
igy elképzelhetd, hogy az SdI allél ezekben a fajtdkban jelen van, &m az csak részben fejti ki

hatasat.

6.2.3. MAS az SCCS8 markerrel

A magvatlansagért felel6s domindns inhibitor SdI gén mellett a sztenospermokarp magvatlansag
kialakuldsat tovabbi recessziv gének is befolydsoljak (BOUQUET és DANGLOT, 1996). Az SdI allél
jelenléte sziikséges feltétele ugyan a sztenospermokarpia kialakuldsanak, am nem elégséges a fo-
gyasztd szemszogébdl magvatlannak tekinthetd bogyok kialakuldsdhoz, ehhez a tovabbi recessziv

gének jelenléte is sziikséges.

Eredményeim a marker alkalmazhat6sagét igazoljak a vizsgalt utédnemzedékekben, mas kombi-

naciok esetében azonban a marker felhasznalhat6siagat igazolni kell.

A keresztezésekben hasznalt sziilok SCCS8 genotipusa nagyban befolydsolja a marker alkalmazha-
tosagat. Az iff KOZMA PAL nemesitési programjaban hasznalt, a dolgozatban vizsgéalt magvatlan
genotipusok koziil egyediil a *Kismis moldavszkij’ magvatlansidg-forras teszi lehetévé, hogy a
BC4 rezisztencia-forrassal végzett keresztezésekben az utédokon el6rejelezziik a magvatlansdgot.
A ’Nimrang’ fajta genotipusa 0/0, igy azt SCC8"/scc8~ és SCC8/0 genotipusi magvatlansdg-
forrasokkal kombindlva az SCC8 marker alkalmazhatonak igérkezik. A ’Kismis vatkana’ esetében
a pontos SCC8 genotipus nem ismert. Amennyiben SCC8'/0 genotipust, akkor a magvatlan
utédok mintegy fele kimutathat6 a markerrel, amennyiben azonban SCC8T/SCCS8*, a marker
egyéltalan nem alkalmazhat6. A *Kismis moldavszkij’ fajta, esetében a marker tokéletesen alkal-

masnak bizonyult a tulajdonsdg nyomonkovetésére.

A marker alkalmazhatésdga azonban nemcsak a magvatlansag-forrasként hasznalt sziilén mulik. A
BC4 esetében a markerezést nagyban megneheziti, hogy a genotipus két allélja koziil egyik sem a
marker kifejlesztése soran leirt médon miikodik (rekombindns €s null allél). Ez az oka annak, hogy
a BC4 esetében csak a marker szempontjabdl idealis, SCC8" /scc8~ magvatlan apavonal hasznélata

esetén alkalmazhat6 az SCC8 marker.

A TII hibridcsalddban ezzel ellentétben az SCC81/0 genotipusi magvatlansag-forrds esetén is

hasznalhaténak bizonyult a marker, mivel az apavonalban nem volt rekombindns allél.

Vizsgélataim sordn nem figyeltem meg rekombindns egyedeket az utddnemzedékekben. Az SCC8
és Sdl egyedek kozotti rekombinacios események egy része nem jelenik meg az utédpopulacidban,
az SI és TII csalddokban az anyavonalak scc8™ €s null alléljai kozotti rekombindcié nem mutathatd
ki, a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ esetében szintén kizdrélag a magvatlan apavonalban tortént

rekombinécidt detektdlhattam volna. Az, hogy az dsszesen megvizsgalt 124 utdd koziil egyetlen
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esetben sem tapasztaltam rekombindcidt, a két 160kusz kozott LAHOGUE és mts. (1998) altal
javasolt 0,7 cM tdvolsagot tdmogatja szemben az ADAM-BLONDON és mts. (2001) altal javasolt
4,0 cM-nal. Utébbi tanulmanyban 61 egyed kozott 2 rekombindnst azonositottak, ez azonban
lehet a fenotipizdlds hibdja is. Az altalam vizsgdlt egyedek kozott el6fordult (BC4 x Kismis
moldavszkij® 13-7/1) kiilsére kozel teljesen kifejlett mag is, amely azonban nem tartalmazott

endospermiumot, illetve kifejlett embri6t.

ADAM-BLONDON és mts. (2001), valamint KORPAS és mts. (2009) munkdjuk sordn arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az SCC8 marker jobban hasznalhaté magvatlan X magvatlan, mint
magvas X magvatlan keresztezésekben. Eredményeim azonban azt igazoljak, hogy amennyiben
a nemesitési program kialakitdsa sordn a sziildvalasztiaskor figyelembe vessziikk a magvatlan
sziillok SCC8 genotipusat és azokat ennek megfeleléen valasztjuk ki, akkor a marker megbiz-
hatéan alkalmazhat6 a magvatlansidg nyomonkovetésére magvas x magvatlan keresztezésekben
is. A marker hasznélhatésdganak eltérd megitélése adddhat természetesen az eltérd elvarasokbol.
Amennyiben a teljes mértékdi, a *"Thompson Seedless’ magvatlansdgat megkozelité sztenosper-
mokarpia markerezése a célunk, ugy valoban jobb hatékonysdgot érhetiink el a magvatlan x
magvatlan keresztezésekkel, am ez kevésbé a marker hasznalhatésagan mdalik, mint azon, hogy
a magvatlansdg mértékét befolydsolé egyéb genetikai faktorok — és természetesen maga az Sdl

inhibitor gén — ezekben a keresztezésekben nagyobb eséllyel keriilnek homozigdta éllapotba.

Egy olyan 6sszetett tulajdonsag esetében, mint a sz816 sztenospermokarp magvatlansiga, az SCC8
marker els6sorban arra alkalmas, hogy a magvatlansag lehet6ségét kimutassa. Hogy az egyes
egyedek ezentul milyen mértékdi magvatlansdgot mutatnak (32. dbra), az a tobbi gén 6roklddésének

fliggvénye, annak el6rejelzését az SdI génhez kapcsolt markert6l nem vérhatjuk.

6.2.4. A magvatlansag oroklodése a vizsgalt nemzedékekben

Mind az SI és TII hibridcsalddokban, mind pedig a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ keresztezés F;
nemzedékében a fenotipusos hasadési ardny kozel 1:1 volt. Ez megfelel STOUT (1939) megfigye-
Iéseinek, aki a sz0616 sztenospermokarp magvatlansaganak oroklodését egyetlen domindns génnel
magyarazza. Az 1:1 aranyu hasadas a sziilok genetikai 0sszetételén is mulik. ROYTCHEV (1998)
megéllapitotta, hogy a magvas X magvatlan keresztezésekbdl kapott magvatlan utédok ardnya
nd a fajtadk kozotti genetikai tdvolsdggal, minél komplexebb keresztezést végez a nemesit6, anndl
nagyobb ardnyban kap magvatlan utédokat — természetesen a genetika hatdrain beliil, legfeljebb
50 %-ban.

A dolgozatban vizsgdlt csalddokra feltehetéen érvényes, hogy a sziil6k kozott viszonylag nagy
a genetikai tavolsdg. Az SI és TII csaladokban az anyai vonalak mindkét esetben interspecifikus

vérvonalat hordoztak a ’Seyve Villard” hibridektdl, a BC4 szintén interspecifikus hibrid, amelynek
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(a) A bogydkban 0-2 aprd, puha mag taldlhaté en- (b) A bogyok 1-3 aprd, puha, endospermium nélkii-
dospermium nélkiil li magot tartalmaznak

> By " T% ,ﬂ""' ——
(c) A bogydkban 2-4, endospermium nélkiili puha (d) A bogydkban 2-4 mag taldlhatd, azok puhdk,
mag taldlhat6 endospermiumot csak ritkan tartalmaznak

\Ub

(e) A bogyéban csak két mag taldlhatd, azok puhdk, (f) A bogydéban kemény magok talalhaték, 4m azok

esetenként kemények, nagyrészt endospermium nagy részében nincs endospermium, ,,1éhdk”
nélkiil

32. abra: A magvatlansdg kiilonb6z6 formai egy hasadé nemzedékben. A bemutatott bogyok ifj. KozMA
PAL "Nimrang’ x ’Kismis vatkana’ keresztezésébdl szarmaznak. (Fotdk : Hoffmann Sarolta)
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el6allitasa sordn a Vitis rotundifolia fajt occidentalis borsz616-fajtdkkal keresztezték vissza, ugyan-

akkor a magvatlansag a ’Szultanina’, ill. szintén keleti eredetii *Kismis moldavszkij’ fajtdktol ered.

A sztenospermokarp magvatlansag 6roklddésére felallitott modellek legtobbje rendkiviil szigorian
kezeli a magvatlansigot, csak a teljes mértékben magvatlan genotipusokat fogadja el magvatlan
fenotipusunak. SPIEGEL-ROY és mts. (1990) ilyen alapfeltételezés mellett tettek javaslatot a
recessziv génekkel torténd oroklédésre. EBADI és mts. (2009) 22 magvas x magvatlan keresz-
tezésben vizsgdltdk a magvatlansag 6rokl6dését, és ugyan a magvatlan tipusok kozott kiilonbséget
tettek teljesen magvatlan, félig magvatlan és félig magvas osztilyok feléllitdsdval, a teljesen
magvas egyedek ardnya 51 % volt, bar szdmos keresztezés utédpopuldcidjdnak mérete 10 alatt

maradt.

Eredményeim BOUQUET és DANGLOT (1996) elméletét tamogatjak, miszerint a sz3l0 sztenos-
permokarp magvatlansdganak kialakuldasdban kozponti szerepet tolt be egy domindns gén, €s
ennek hatdsat moédositjdk a recessziv gének. Az SdI gén teljes dominancidja megkérddjelezhetd

ugyanakkor, ahogyan azt LAHOGUE és mts. (1998) megmutattak.

A magvatlansag genetikai meghatarozottsdganak tisztdzasa mellett kérdés azonban, hogy fo-
gyasztéi szempontbdl sziikség van-e a teljes magvatlansagra. A még észrevehetd, de aprd és
puha magkezdemények a fogyaszté szdmdra a gyakorlatban ugyancsak a magvatlansig érzetét

nyujthatjak.

6.2.5. SdI génjeloltek

A LAHOGUE és mts. (1998), valamint CABEZAS €s mts. (2006) 4ltal kifejlesztett SCCS illetve
VMC7F2 primerek lokaliz4ldsaval a *Pinot noir’ genomon!” lehetéség nyilik a magvatlansagért
felel6s génjeloltek megkeresésére. Az SCC8 SdI 16kusztdl vald tdvolsdga a szakirodalomban
ellentmondasos (0,7 illetve 4,0 cM), a VMC7F2 markert 0,8 cM tdvolsagra helyezik. A két 16kusz
(SCC8 és VMCTF2) egymastdl 1 megabazis (Mb) tdvolsagra helyezkednek el, igy a markerek
Osszesen 2 Mb hosszusdgu kornyezetét vizsgaltam meg. A 2 Mb hosszusdgu szakaszon — amely
igen sok ismétlédé szekvencidt tartalmaz — mintegy 100 automatikusan annotdlt gén taldlhat6

(M4.2. melléklet), amelyek koziil azonban szamos génnek igen alacsony az annotédcids pontszdma.

Az alacsony annotédciés pontszamok és az a tény, hogy a kérdéses kromoszomaszakasz a 18.
kapcsoltsagi csoport telomerikus régidjaban taldlhaté szdmos ismétl6dé elemmel, megneheziti
a génjeldltek azonositasat, illetve magat az automatikus annotécioét is. Az annotdlt gének koziil
a GSVIVG00025945001 azonositdji VvMADSbox5 az egyetlen, amelyet a sz616ben jellemeztek

7 A JAILLON és mts. (2007) 4ltal kozolt 8 x lefedettségii *Pinot noir’ genom és annak automatikus annoticija
nyilvdnosan elérhetd a http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/gbrowse/vitis/ interentcimen. Dolgoza-
tomban a genomszekvencia tovabbfejlesztett, 12x lefedettségii verzidjat hasznaltam, amely azonban egyelére
nem érhet6 el nyilvanosan.
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Boss és mts. (2002). A fehérje legkdzelebbi Arabidopsis thaliana ortolégja az AGLI1, amely a
termd- és magfejlédésben vesz részt, illetve a termdben €s a magban nyilvanul meg (BATTAGLIA
és mts., 2006). BOSS és mts. (2002) kisérleteiben a VvMADS-box5 csupan a ndvirdgokban nyilva-
nult meg, a vizsgalt MADS-box homol6gok koziil ez a fehérje volt jelen legnagyobb mennyiségben

a magban, tovdbba — ha alacsony koncentracidban is — a bogy6ban is kimutathaté volt.

A VwMADS-box5 mellett taldlhat6 azonban a kérdéses kromoszomaszakaszon még egy MADS-
box gén: a GSVIVT00025916001, amelynek legktzelebbi A. thaliana ortolégja az (AGAMOUS-
LIKE 12 (AGL12), amely az A. thalianaban a gyokérfejlédésben vesz részt (TAPIA-LOPEZ
és mts., 2008).

Prediktalt funkcigja alapjdn szintén kiemelt figyelmet érdemel a GSVIVG00025941001 gén. A
géntermék legkozelebbi A. thaliana ortolégjanak feltételezhetden kadmium-ion kot aktivitisa van
(KUNG és mits., 2006), ugyanakkor tartalmaz egy EFB1y elongacids faktor (JEPPESEN és mits.,
2003) domént is.

A mintegy 100 gén kozott szerepelnek olyanok, amelyek a betegség-ellenallosagban jétsz-
hatnak szerepet (GSVIVG00025992001, GSVIVG00025955001, GSVIVG00025948001, GS-
VIVG00025947001), illetve szdmos kindz aktivitdsi fehérje (GSVIVG00026021001, GS-
VIVG00026020001, GSVIVG00026016001, GSVIVG00026007001, GSVIVG00026000001).

A kromoszomaszakaszon taldlhaté legtobb automatikusan annotdlt génnek azonban nincsen
fehérje-ortoldgja sem a rizsben, sem pedig a lidftiben, rdaddsul a fehérjetaldlatok sokszor felté-
telezett, illetve hipotetikus fehérjékre hivatkoznak, vagyis azoknak még csak az expresszidja sem
igazolt fehérje szinten, nemhogy funkcidjukrdl barmiféle ismerettel rendelkeznénk. Az annotélt
gének legtobbjét tobb-kevesebb EST-taldlat is tdmogatja, ez azonban nem garantdlja azt, hogy
az RNS-rdl intakt, funkcioképes fehérje is képzddik. A kérdéses kromoszomaszakaszon taldhatd
gének EST-informacioi alapjan elmondhato, hogy a gének tobb mint fele expresszalodik a virdg-
ban, magban, embriéban vagy termésben, am az EST taldlatok ardnyara alapozé vizsgalatokndl
feltétleniil figyelembe kell venniink azt, hogy a sz616ben készitett sok EST konyvtarat a generativ
fazisra koncentrdlva készitettek el PENG és mts. (2007).

Bar a gének prediktalt funkcidja alapjan egyes annotalt géneket kiemelt figyelemmel kezelhetiink,
a gyakorlatban nem zdrhatunk ki a 100 gén koziil egyet sem. A lidfli vagy rizs ortolégok —
amennyiben ilyenek vannak — expresszids mintdzatarol részletes informacidk allnak rendelkezésre,
am a kérdéses gén sz6l6ben tapasztalhatd expresszids mintdzatira vonatkozéan ebbdl nem von-
hatunk le messzemend kovetkeztetéseket. Az egy géncsalddba tartoz6 homoldgok €s paraldgok

expresszids mintdzata nagyban eltérhet (CHEN és mts., 2006).

Az SCC8 kromoszomalis régidja mar az elsd *Pinot noir’ szekvencia publikadldsa (JAILLON és mts.,

2007) 6ta azonosithatd. Az SdI gént miiszeres és humdn-er6forrasokkal jol felszerelt laboratdriu-
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mok keresik, amelyekben célzott expresszids kisérletekbdl szdmos informéci6 4ll rendelkezésre a
sz0l6 magvatlansdgaval kapcsolatban. HANANIA és mts. (2007, 2009) a "Thompson Seedless’
€s annak magvas mutdnsa kozotti kiillonbségeket szubsztraktiv hibridizacidval vizsgalja, mig
JOSE M. MARTINEZ ZAPATER (szébeli kozlés) magvas és magvatlan fajtdk microarray adataival
rendelkezik. Ennek ellenére a mai napig nem taldlhat6 a szakirodalomban olyan munka, amelyben

egy Sdl-jelolt gén funkciondlis analizisérdl szdmolndnak be.

Ennek egyik lehetséges oka, hogy a két marker tdvolsdgat
az Sdl 16kusztdl alulbecsiilik, joval nagyobb kromoszo-
maszakaszt kellene atvizsgalni. A masik lehetséges ok,
hogy a tulajdonsdgot meghataroz6 gén nem fehérjét, ha-
nem szabalyozé szerepli miRNS-t kodol, amit az auto-
matikus annotdci6 nem, vagy csak korlatozott mérték-
ben képes felismerni. Ezt a lehetéséget BURGYAN JO-
ZSEF (szobeli kozlés) sz616 kisRNS adatai alapjan nem

zarhatjuk ki, a kérdéses kromoszédmaszakaszon talalhat6

ugyanis egy konzervalt sz616 miRNS, a miRC16 (33.

abra).

A miRC16 prediktalt célgénje a GSVIVT00008042001,
amely tartalmaz egy ABC (ATP kotd kazetta) transzport-
er domént. Az ABC transzporter fehérjék az A. thali-
ana egyik legnagyobb fehérjecsaladjat alkotjdk, a leg-
kiilonboz6bb folyamatokban vesznek részt a nehézfém-
toleranciatol a kiillonbozd stressz- és hormonvélaszo-
kon 4t a megvildgitds altal szabdlyozott hipokotil-
megnyulasig (SANCHEZ-FERNANDEZ és mts., 2001). A

miRC16 célgénje nem tartalmaz hidroféb transzmemb- 33, 4bra: A sz515 konzervilt miRCL6

ran régiokat!®, igy az ABC transzporterek E és F osz- miRNS-ének mésodlagos

tdlyahoz sorolhaté. Ezek az osztdlyok nemigen jellem- szerkezete. A sotétsziirke hattér
az érett, a vildgossziirke hattér

a sztar szal helyzetét jeloli.
membrin folyamatokban vesznek részt, konzervaltsa- (BURGYAN, szébeli kozlés)

zettek novényben, feltehetéen nem kozvetleniil a transz-

guk alapjin alapvetd funkcidkat tolthetnek be (VERRIER

és mts., 2008). Az E osztily egyik képvisel6jének élesztében a transzlacié soran RN-dz gatld
aktivitdsa van, ennek A. thaliana homoldgja (AtRLI2) az RNS interferencia bels6 szupresszoraként
miikodik, és a generativ szervekben expresszalodik a legmagasabb szinten (SARMIENTO és mts.,

2006). Az F osztilyt novényekben még nem jellemezték, élesztében az elF-2a kindz aktivacidjaval

18 http ://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/
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a transzl4ci6 szabdlyozédsdban vesz részt (VERRIER €s mts., 2008). A GSVIVT00008042001 sz616

EST taldlatai mind a bogyofejlodés kiilonbozd fazisaiban vett mintakbol szdrmaznak.

A sz0816 18. kapcesoltsagi csoportjan taldlhaté gének kozott fel lehet allitani tehat preferencidkat az
Sdl génjeloltek szempontjdbol, am kizdrni egyik annotalt gént sem lehet. Azok célzott expresszids
vizsgalatdval, majd az igy lesziikitett gének funkciondlis elemzésével juthatunk kdzelebb a keresett
SdI inhibitor génhez.
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6.3. Uj tudoményos eredmények

Magyarorszagi rozsa taxonok AFLP vizsgalata

1. Felmértem Magyarorszag egyes rozsa taxoncsoportjainak — koztiik szdmos hibrid taxonnak
— rendszertani kapcsolatait AFLP markerek segitségével. Igazoltam a Pimpinellifoliae és
Rosa szekciok 1étjogosultsdgat, tovabbd megéllapitottam, hogy a vizsgélt taxonok alapjin
a Caninae szekci6 Vestitae €és Trachyphyllae alszekcidi polifiletikusnak bizonyultak, azok

elkiiloniilése a Caninae alszekciotél adataim alapjan nem tdmogatott.

2. Az AFLP adatok fenetikai elemzésének bootstrap tjramintavételezésébdl szamitott UPGMA
fak hal6zata nagy részben képes volt feloldani és megjeleniteni az egyes Rosa taxonok hibrid
eredetét, mig a hibridizacios haldzatok a hibrid taxonok bevondsa mellett is tdmogattak a

rozsa nemzetség vizsgalt szekcidinak és egyes alszekcidinak elkiilonitését.

3. Megdllapitottam, hogy két eltérd ploidszinti (2n = 5x = 35, illetve 2n = 6x = 42) Rosa
gallica taxon esetében a ploidia foka nem befolydsolta az AFLP markerek alapjan torténd

osztalyozast, azok a kiilonbozd ploiditads ellenére is szoros kapcsoltsdgot mutattak.

A sz6l6-magvatlansag markerezése

4. Megallapitottam, hogy a ’Flame Seedless’ €s ’Palatina’ fajtdk egyarant tartalmaznak egy-
egy SCC8 null allélt, meghatiroztam a nevezett fajtdk pontos SCC8 genotipusédt: SCC8™/0,
illetve scc8~/0. Az ifj. KOZMA PAL nemesitési programjaban rendszeresen hasznalt BCy
multirezisztens fajhibrid esetében bizonyitottam egy rekombindns SCC8™ és egy null allél

jelenlétét.

5. Az SI, TII és VRH 3082-1-42 (BC4) x ’Kismis moldavszkij’ csalddokon igazoltam az SCC8
marker alkalmazhat6sagat a sz616 sztenospermokarp magvatlansdganak predikcidéjara.

6. Az SCCS8 marker tovabbfejlesztéséhez 1j primereket terveztem, amelyek szelektivek a sz616
sztenospermokarp magvatlansdganak domindns SdI inhibitor génjét hordozé kromoszéma-

szakaszra a 18. kapcsoltsagi csoporton.

7. Megéllapitottam, hogy a VRH 3082-1-42 (BC,4) null allélja nem az SCC8 16kusz primerko-

t6helyein bekovetkezett pontmutaciok eredménye.
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7. Osszefoglalas

A molekularis markerek tobb szinten szolgdlhatnak értékes informécidval a ndvénynemesitd
szamadra. A nemesités sordn szamitasba vehetd genotipusok — €s dltaldban egy adott novényfaj fajai,
fajtai — szarmazdsanak és rokonsagi kapcsolatainak tisztdzdsa segiti a keresztezések megtervezését
€s az azt kovetd szelekciot. A szelekcid Osszetett folyamatit a nemesitési programban egyes ki-
emelt hangstllyal kezelt tulajdonsdgok molekuldris markerezése felgyorsithatja, leegyszersitheti.
Egyes esetekben — pl. a kiilonboz6 eredet(i rezisztenciagének piramiddldsa esetén — molekuldris
markerekkel olyan genotipus szelekcid is lehetdvé vélik, amelynek kivitelezése fenotipusos érté-

keléssel a gyakrolatban rendkiviil id6igényes és nehézkes.

A Rosa L. — és tobb mds — nemzetség magyarorszdgi nagy fajdiverzitdsa az orszdg foldrajzi
sajatossdgaival magyardzhat6. A Kdarpat-medencében harom éghajlati tényezd 1ép kolcsonhatas-
ba egymadssal, ezen introgressziv iitkozési vonalakon a rézsa nemzetségre dltalanosan jellemzd
gyakori interspecifikus hibridizacié komplex mintizatd valtozatossdgot, valamint unikélis fajokat
eredményez. A morfoldgiai véltozatossag Osszetettsége miatt — beleértve a kornyezeti hatdsok
altal indukalt eltéréseket is — a karakterek egyértelm( taxondmiai értelmezése gyakran nehézkes.
Molekuléris markerek segitségével szamos hatrany kikiiszobolhetd, igy alkalmasabbak lehetnek
a magyarorszagi vadrézsdk Osszetett genetikai kapcsolatainak feltardsara. Kevés informacidval
rendelkeziink ugyanakkor arr6l, mennyiben oldhat6 fel a kiterjedt hibridizacié eredményeként

1étrejott genetikai mintdzat AFLP markerek segitségével.

A Caninae szekcidra jellemzd kiegyenlitetlen meiézis fontos kdvetkezménye, hogy a szekcid
hibridjeit matroklin 6roklés jellemzi mind a fenotipusos tulajdonsagok, mind pedig a molekularis
markerek tekintetében. A rézsakndl gyakran tapasztalt erés anyai hatds masik oka lehet, hogy
spontdn apomixisre hajlamosak. A poliploidia széles skéldjat (diploidtdl oktoploidig) felvonultatd
r6zsa nemzetség hibridjeinek AFLP analizisét a ploidiaszint mellett a matroklin 6rokl6dés neheziti,

amelynek esetenként ellentmond egyes hatdrozé bélyegek apai 6roklddése.

AFLP adatok alapjan munkdm sordn igazoltam a Pimpinellifoliae és Rosa szekcidk 1étjogosult-
sagdt, tovabba megallapitottam, hogy a vizsgalt taxonok alapjan a Caninae szekci6 Vestitae és
Trachyphyllae alszekcioi polifiletikusnak bizonyultak, azok elkiiloniilése a Caninae alszekciotol

adataim alapjan nem tdmogatott.
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7. Osszefoglalds

Az AFLP technika kivdléan haszndlhatonak bizonyult egy olyan komplex multd rendszertani
csoport vizsgalatdra, mint amilyen a Rosa nemzetség. Az AFLP adatokbdl szamitott tdvolsagok
bootstrap Ujra-mintavételezésébdl rajzolt fahdlézat, tovabba a hibridizaciés hdlézat egyiittesen
alkalmazva adjdk a megfelel eszkozt a kutaté szdmdra. Az elébbi mddszer az egyes hibridek
leszarmazdsat magyardzza, illetve mutatja meg, mig a médsodik a hibrid eredetli taxonok csoport-

képzést zavard hatasat képes feloldani.

Ezek az eredmények nagy segitséget nyudjthatnak barmely mdés olyan taxoncsoport rendszertani
kapcsolatainak értelmezése sordn, amelyeknek kialakuldsaban, illetve alakuldséban a hibridizacio,
az introgresszié meghatdrozé szerepet jatszik. A sz0616 egyike az ilyen nemzetségeknek, ahol az
utébbi idében egyre inkdbb kdzéppontba helyezddik a kérdés: vajon a V. sylvestris 6néll6 fajként

értelmezhetd-e, 1étezik-e még, és milyen szerepet jatszott a V. vinifera faj kultirevoliciéjaban.

Bér a csemegesz6l6 nemesitésben kivdnatos sztenospermokarp magvatlansig genetikai héttere
nem tisztazott teljes mértékben, az utébbi években kialakult konszenzus alapjan feltételezhetd,
hogy azt egy domindns inhibitor gén (SdI) irdnyitja, amelyhez kapcsolt markerek rendelkezésre
allnak. Ezeket azonban minden sziil6kombinéci6 esetén tesztelni kell, meg kell vizsgdlni, valéban

alkalmas-e a marker a tulajdonsdg nyomonkovetésére az adott hibridcsalddban ?

A vizsgalt hibridcsalddok felmérése sordn megallapitottam, hogy a ’Flame Seedless’ és ’Palatina’
fajtak egyarant tartalmaznak egy-egy SCCS8 null allélt, meghataroztam a nevezett fajtak pontos
SCCS8 genotipusét: SCC8T/0, illetve scc8~ /0. Az ifj. KOZMA PAL nemesitési programjaban rend-
szeresen haszndlt BC4 multirezisztens fajhibrid esetében bizonyitottam egy rekombindns SCC8"

és egy null allél jelenlétét.

A magvatlansagért felel6s domindns inhibitor SdI gén mellett a sztenospermokarp magvatlansag
kialakuldsat tovabbi recessziv gének is befolydsoljak. Az SdI allél jelenléte sziikséges feltétele
ugyan a sztenospermokarpia kialakuldsdnak, &m nem minden esetben elégséges a fogyasztd
szemsz0gébol magvatlannak tekinthetd bogydk kialakuldsahoz, ehhez tovabbi recessziv gének
jelenléte is sziikséges. Eredményeim a marker alkalmazhatésdgat bizonyitjak a vizsgélt utédnem-

zedékekben, 4m mdas kombindciok esetében a marker felhasznalhatdsdagat igazolni kell.

Munkdm soran bebizonyosodott, hogy az irodalomban k6zolt SCC8 primerek nem csak a magfej-
16dés inhibitor SdI 16kuszt hordozé 18., hanem a sz6l16 4. és 19. kapcsoltsagi csoportjardl is fel-
szaporit(hat)nak egy kozel 1 kb hosszusagu szakaszt. A hdrom, SCC8 primerekkel felszaporithato
kozel azonos méretii "Pinot noir’ 16kusz jelenléte Gjabb bizonyitéka lehet a kerti sz616 hexaploid
eredetének. Az SCC8 marker tovabbfejlesztéséhez 1ij primereket terveztem, amelyek szelektivek a
sz010 sztenospermokarp magvatlansdganak domindns Sd/ inhibitor génjét hordoz6 kromoszoma-

szakaszra a 18. kapcsoltsdgi csoporton, és tovabbra is alkalmasak az sdI gén markerezésére.
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9. Mellékletek

M1. A Rosa genus rendszertani felosztasa (REHDER, 1940) és
(WISSEMANN, 2003) alapjan. (Kivonat)

REHDER (1940) rendszere az aldbbiakban csupdn kivonatosan, elsésorban a dolgozat szempont;ja-
bdl fontos taxonokra koncentrélva keriil bemutatdsra. A mellékletnek nem célja dtfogdan ismertetni
a rézsa nemzetség rendszertanat, ezért a szadmos interspecifikus hibrid bemutatdsatol — amelyek

REHDER (1940) rendszerében szintén megtaldlhatéak — szintén eltekintek.

I. subgenus: Hulthemia (DUMORT.) FOCKE. 1888

Monotipikus alnemzetség, egyetlen képvisel§je a R. persica MICHX. ex JUSS. 1789 2n = 2x =
= 14).

IL. subgenus: Eurosa (REHDER, 1940) vagy Rosa (WISSEMANN, 2003)

1. sectio: Pimpinellifoliae (DC.) SER. 1825. Mintegy 15 dzsiai és eurdpai faj tartozik ebbe
a szekciéba. Tovabbi rendszertani felosztdsa vitatott. Legfontosabb képvisel6i: R. foetida J.
HERRM. 1762 (2n = 4x = 28), R. myriacantha DC. 1805 (2n = 4x = 28), R. spinosissima L.
1753 (2n = 4x = 28).

2. sectio: Rosa (=sect. Gallicanae (DC.) SER.) 1825. A R. gallica L. 1759 (2n = 4x = 28) mellett
ehhez a szekcidhoz sorolnak szdmos faji szintre emelt hibridet, amelyek régéta termesztésben
vannak és természetes el6fordulasuk kérdéses (ezek nagy része tetraploid: 2n = 4x = 28, de
talalhatok kozottiik pentaploid: 2n = Sx = 35 egyedek is.): pl. R. alba L. 1753, R. centifolia L.
1753, R. francofurtana MUNCHHAUSEN 1774.

3. sectio: Caninae (DC.) SER. 1825. A szekci6 tagjaira jellemzd a kiegyenlitetlen meidzis, mely

ivaros uton tartja fent a paratlan kromoszéma(szerelvény)-szamot.
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9. Mellékletek

Subsect. Trachyphyllae H CHRIST. 1873. Legfontosabb képviseldje: R. jundzillii BESSER 1815
(2n = 6x = 42). Hibrid eredetli, anyai sziildpartner a Caninae szekcid egy tagja, apai eredetll

sziillopartnere a R. gallica L..

Subsect. Rubrifoliae CREP. 1892. A R. glauca POURR. 1788 (2n = 4x = 28) morfoldgiai bélyegei
alapjan a Cinnamomeae szekcidba tartozna, am kiegyenlitetlen meidzisa miatt a Caninae szekcio-

ba soroljak.

Subsect. Vestitae H. CHRIST. 1873. Legfontosabb képvisel6i: R. mollis SM. 1812 (2n = 4x,5x,6x =
=28,35,42), R. pseudoscabriuscula (R. KELLER) HENKER & G. SCHULZE 1993 (2n = 5x = 35),
R. sherardii DAVIES 1813 (2n = 4x,5x,6x = 28,35,42), R. tomentosa SM. 1800 (2n = 5x = 35), R.
villosa L. 1753 (2n = 4x,8x = 26,56).

Subsect. Rubigineae H. CHRIST 1873. Legfontosabb képvisel6i: R. agrestis SAVI 1798 (2n =
= 5x,6x = 35,42), R. inodora FR. 1812 (2n = 5x,6x = 35,42), R. micrantha BORRER ex SM. 1812
(2n = 4x,5x,6x = 28,35,42), R. rubiginosa L. 1771 (2n = 5x = 35).

Subsect. Tomentellae H. CHRIST 1873. Legfontosabb képviseldje: R. tomentella LEMAN in
CASSINI 1818 (2n = 5x = 35).

Subsect. Caninae. A szekcid legnépesebb alszekcidja. Legfontosabb képvisel6i: R. caesia SM.
1812 (2n = 5x,6x = 35,42), R. canina L. 1753 (2n = 5x = 35), R. corymbifera BORKH. (2n =
= 5x = 35), R. dumalis BECHST 1819 (2n = 5x,6x = 35,42), R. montana CHAIX in VILLARS
1786 (2n = 5x = 35), R. stylosa DESVAUX 1809 (2n = 5x,6x = 35,42), R. subcanina (H. CHRIST)
R. KELLER 1891 (2n = 5x = 35), R. subcollina (H. CHRIST) R. KELLER 1891 (2n = 5x = 35).

4. sectio: Carolinae CREP. 1891. Mintegy 5 észak-amerikai fajt magaba foglalé szekcid, legfonto-
sabb képviseldi: R. carolina L. 1753 (2n = 4x = 28), R. virginiana HERRM. 1762 (2n = 4x = 28).

5. sectio: Cinnamomeae (DC.) SER. 1825. Az aldbbiakban a szekcidba tartozé szamos azsiai,
észak-amerikai €s eurdpai faj koziil csupan par eurdpai jelentéségti keriil felsoroldsra: R. blanda
AIT. 1789 (2n = 2x = 14), R. davidii CREP. 1874 (2n = 4x = 28), R. laxa RETZ 1803 (2n = 2x =
= 14), R. majalis HERRM. 1762 (2n = 2x = 14), R. pendulina L.. 1753 (2n = 4x = 28), R. rugosa
THUMB. 1784 2n =2x = 14).

6. sectio: Synstylae DC. 1813. A fentikehz hasonléan az aldbbiakban a szekcidba tartozé azsiai,
észak-amerikai és afrikai faj koziil csupan par eurdpai jelentGségii keriil felsorolasra: R. arvensis
HUDS. 1762 (2n = 2x = 14), R. moschata HERRM. 1762 (2n = 2x = 14), R. multiflora THUMB.
ex MURR. 1784 (2n = 2x,3x = 24,21), R. sempervirens L. 1735 (2n = 2x = 14).

7. sectio: Indicae THORY 1820. A szekcidéba hdrom dzsiai faj tartozik: R. odorata (ANDREWS)
SWEET 1818, R. gigantea COLLET ex CREP. 1888 és R. chinensis Jacq. 1768 (2n = 2x,3x,4x =
= 14,21,28).
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MI1. A Rosa genus rendszertani felosztasa

8. sectio: Banksianae LINDL. 1820. Két kinai faj tartozik ebbe a szekcidba: R. banksiae AIT.
1811 2n = 2x,4x = 13,28). A R. cymosa TRATT. 1823 besoroldsa a Banksianae szekcidba bizony-

talan.

9. sectio: Laevigatae THORY 1820. A szekci6t egyetlen kinai faj: a R. laevigata M1CHX. 1803
(2n = 2x = 14) képezi.

10. sectio: Bracteatae THORY 1820.: Egy ill. két dzsiai faj: R. bracteata WENDL 1798. A R.
clinophylla THORY ide sorolédsa bizonytalan.

III. subgenus: Platyrhodon (HURST) REHDER 1940

Egy japan ill. kinai faj alkotja: R. roxburghii TRATT. 1823.

IV. subgenus: Hesperhodos COCKERELL 1913

Két észak-amerikai faj: R. stellata WOOTON 1898 (2n = 2x = 14) és R. minutifolia ENGELMANN
1882 (2n = 2x = 14) alkotja.
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M2. Kiegészito informaciok az Anyag és modszer fejezethez

M2.1. A vizsgailt rozsa egyedek

11. tablazat: Kiegészit6 informacidk a vizsgdlatokba vont rézsa egyedekrSl. A sorszdm mintagyjtési sorszdm, a génbanki azonositok a Budapesti
Corvinus Egyetem Soroksari Botanikus Kertjének azonositdi. A taxonok rendszertani besoroldsa, ploidszintje a 3. tabldzatban taldlhatd.
A hibriditdsra, szarmazasi helyre vonatkozé informaciok és a megjegyzések FACSAR GEZA szdbeli kozlése alapjan keriiltek feltiintetésre.

Sorszdm  Génbanki  Taxon Hibriditas®  Gydjtési hely Megjegyzés
azonositd
2be 220 R. arvensis Tenkes
4¢ 107 R. pimpinellifolia var. spinosissima Csillebére
5¢ 106 R. pimpinellifolia var. pimpinellifolia Kamaraerdd, Tétnyi platé
6>< 157 R. pimpinellifolia var. pimpinellifolia x| Biikk, Bélk6 2 viragu, orids termeti
7P 155 R. pimpinellifolia var. spinosissima Hajosi pincék alacsony, kékessziirke levell
9be 145 R. myriacantha Bulgaria, Vihren
11¢ 151 R. X reversa Borzsony, Sasfészek nm. holikensis
12¢ 151/a R. X reversa Bulgéaria subsp. spinosissima DIMITROV
216 87 R. blanda Budapest, Martinovics hegy
22b 117 R. X francofurtana cx! Fiile, K6-hegy kulttrhibrid
23t n. a. R. X francofurtana cx! Budapest, Kelenfoldi pu. kultdrhibrid
26° 22/304 R. gallica c X Vértes, Gant, Meleges termesztett, cv. *Officinalis’
28¢ 61 R. gallica c X Matrafiired var. austriaca

Folytatas a kovetkezd oldalon

ANRPRIPIN "6
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Folytatas az el6z6 oldalrél

Sorszdm  Génbanki  Taxon Hibriditas®  Gyfjtési hely Megjegyzés
azonosito
31¢ 115 R. gallica c X Budakeszi, Kavics-arok var. virescens
420 186 R. gallica cx! Maceddnia, Dojran pentaploid, (2n = 5x = 35) hibrid
50° 41 R. jundzillii X Biikk, Szarvaské sOtét virdgd
540 252 R. jundzillii x| Diésjend, Zavoz var. eminens ; kérdés, valoban jund-
zillii-e
630 125 R. X speciosa x| Budapest, Harmashatarhegy, Fels6-  R. jundzillii x R. gallica?
Kecskehegy
65° n. a. R. X damascena c X Bulgaria *Trigintipetala’
68° v/1 R. sherardii Doboz
73P VIl/4 R. pseudoscabriuscula K&szegi hegység, Kalaposkd
75° 283 R. x spinulifolia nm. hawrana x| Borzsony, Nagy-Mana R. scabriuscula x R. pendulina?
77" 291 R. villosa Csehorszag, Zelezné hory subsp. pomifera, nagy termetd
80° 80 R. heckeliana Gorogorszag, Oliimposz
81° 81 R. caryophyllacaea x| Szlovékia, Silicka planina R. zalana x?
83b 262 R. zalana Borzsony, Didsjend, Koszirt
87? /4 R. szaboi Somlévasarhely, Somlé hegy
88’ 202 R. rubiginosa Csopak alany, egyenld tiiskézetti
89% 201 R. rubiginosa Bakony, Mikléspal-hegy kevert, siird tiiskézet
90b 131 R. horrida Bulgiria, Cervenata Stena
98b 204 R. micrantha x ! Kismaros, Istato ,heteracantha”, 2n = 6x = 42
99b 132 R. micrantha Gerecse, Bersek-hegy
101° 134 R. micrantha Olaszorszag, Palermo R. agrestis-hez hasonl6 levélzet
1020 130 R. agrestis var. pontica Bulgéria, Karlovo

Folytatas a kovetkezd oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrél

Sorszdm  Génbanki  Taxon Hibriditas®  Gyfjtési hely Megjegyzés
azonosito
106" 221 R. agrestis var. albiflora Tenkes sz0ros levell
107° 277 R. agrestis var. vinodora Borzsony, Didsjend, Koszirt sz0Oros leveli
1087 227a R. X vetvickae x| Szlovékia, Zélyomi botanikus kert ~ R. tomentosa X R. dumalis?, levél-
szin is mirigyes
110° 273 R. gizellae var. neogradensis Szlovdkia, Rakat’a
111° 222 R. inodora X Bugyi (R. agrestis var. inodora)
115% 228 R. inodora Oregeserts (R. elliptica)
117° V12 R. caesia Németorszdg, Harzlebener Berge
119? 231 R. X kmetiana x ! Borzsony, Kismaros
1230 103 R. corymbifera Borzsony, Magas-Tax
1245 n. a. R. dumalis Németorszag, Kaffberg
1250 n. a. R. inodora x| Keszthelyi hegység sz6ros leveld
127b 256 R. canina var. blondeana Villany, Szarsomly6 kékessziirke, mirigyes leveld

¢ Az egyed hibriditdsa

¢ — kultdraban 1étrejott és fenntartott
X — evolicids hibrid
! — recens hibrid

b Az AFLP vizsgilatokba vont egyedek
¢ A Cell alapt ITS vizsgalatokba vont egyedek

ANRPRIPIN "6



M2. Kiegészitd informaciok az Anyag és mddszer fejezethez

M2.2. Altaldnos oldatok, pufferek

0,5 M EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav), pH 8,0: 186, 1 g NaEDTA (Reanal, Magyarorszag)
~800 ml vizben feloldva, 20 g NaOH-ot adtam az oldathoz (pH 8,0 alatt az EDTA nem oldédik),
majd a pH-t NaOH-dal 4llitottam be. (SAMBROOK és mts., 1982)

1 M Tris: 1 mol (121,1 g) bazikus trisz-(hidroximetil)-amino-metant (Reanal, Magyarorszag) fel-
oldottam 800 ml desztillalt vizben, hozzdadtam a megfeleld mennyiségii koncentralt sésavat (60 ml
pH 7,6-hoz, 42 ml pH 8,0-hoz), majd a pH bedllitdsa utan kiegészitettem 1 l-re. (SAMBROOK
és mts., 1982)

10x TBE (trisz-borat-EDTA): 90 mM bazikus trisz (trisz-(hidroximetil)-amino-metan, Reanal,
Magyarorszag), 90 mM bérsav (Reanal, Magyarorszag), 2 mM EDTA, vizben. (SAMBROOK
és mts., 1982)

1x TE (trisz-EDTA): 10 mM Tris (pH 7,6), 1 mM EDTA. (SAMBROOK és mits., 1982)

10x OPA (OnePhorAll): 100 mM Tris-HCI1 (pH7,5), 100 mM magnézium-acetit, 500 mM

kalium-acetat. (Amersham Pharmacia, USA)

5 M KoAC (kdlium-acetat): 29,442 g kalium acetat 50 ml desztillalt vizben feloldva, a kémhatast
jégecettel (Reanal, Magyarorszdg) allitottam be pH 4,8-ra, majd 100 re desztillalt vizzel feloldot-

tam.

3 M NaoAC (natrium-acetat): 24,6 g natrium-acetitot (Reanal, Magyarorszag) feloldottam 80 ml
desztillalt vizben, a kémhatast jégecettel dllitottam be pH 5,2-re, majd kiegészitettem 100 ml-re.
(SAMBROOK ¢és mts., 1982)

LB taptalaj: 1 w/v % tripton (Reanal, Magyarorszag), 0,5 w/v % éleszt6-kivonat (Biolab,
Magyarorszag), 1 w/v % NaCl. (SAMBROOK és mts., 1982)

FDE: 10 ml deionizalt formamid (Sigma Aldrich, USA), 10 mg xilén-cianol (Sigma Aldrich,
USA), 10 mg bromfenolkék (Sigma Aldrich, USA), 200 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0). (VARALLYAY
és mts., 2007)
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9. Mellékletek

M2.3. AFLP protokoll

Adapter szekvencidk

Oligonukleotid Szekvencia
Trul , fels6” 5" -CTCGTAGACTGCGTACC-3'
Trul ,,als6” 3" —-CATCTGACGCATGGAT-5'

EcoRlI , fels6”
EcoRl ,,als6”

5" -GACGATGAGTCCTGAC-3’
3" -CTACTCAGGACTGTTAA-5'

AFLP Primerek
Oligonukleotid Szekvencia
Trul + 0 5’ -GTAGACTGCGTACCTAAT-3'
EcoRI +0 5" -GATGAGTCCTGACAATTC-3'
Trul + CAG 5" -GTAGACTGCGTACCTAATCAG-3'
Trul + CTT 5’ -GTAGACTGCGTACCTAATCTT-3’
EcoRI + ACC 5" (FAM) GATGAGTCCTGACAATTCACC-3'
EcoRl1+ ATG 5’ (JOE) GATGAGTCCTGACAATTCACC-3’

Trul restrikcids emésztés

Komponens Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
DNS 5 ng/ul 10 ul 50 ng

OPA 10x 4 ul Ix

Trul 10 U/ul 2 ul 20U

40 ul végtérfogat MQ vizzel; 2 6ra 65 °C

EcoRI restrikcios emésztés

Komponens

Trul emésztett DNS

OPA
EcoRI

Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
20 ul
10x 1 ul 1%
10 U/ul 0,5 ul 50

40 pl végtérfogat MQ vizzel; 2 6ra 37 °C
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M2. Kiegészitd informaciok az Anyag és mddszer fejezethez

Ligdlds
Komponens Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
Emésztett DNS 20 ul
OPA 10x 2 ul 1%
EcoRI adapter 5 uM 1 ul 125 nM
Trul adapter 50 uM 1 ul 1,25 uM
T4 DNS ligaz 5 U/ul 0,2 ul 1U
ATP 20 mM 0,2 ul 100 uM
40 ul végtérfogat MQ vizzel; 2 6ra 37 °C
+160 ul MQ viz

Preszelektiv amplifikdcio

Komponens Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
Ligatum (higitott) 4 ul

PCR puffer 10x 2ul 1x
MgCl, 25 mM 1,2 ul 1,5 mM
dNTP 10 mM 0,4 ul 0,2 mM
EcoRI+0 10 uM 0,5 ul 0,25 uM
Trul+0 10 uM 0,5 ul 0,25 uM
Tag polimeréz 5 U/ul 0,2 ul 1U

20 ul végtréfogat MQ vizzel

Preszelektiv PCR
94°C 2 min
94°C 30 sec
56°C 30sec | 20x
72°C 2 min
72°C 2 min
4°C oo
+80 ul MQ viz
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Szelektiv amplifikdcio

Komponens Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
Preszlektiv PCR termék (higitott) 1yl

PCR pufter 10x 2 ul 1%
MgCl, 25 mM 1,2 ul 1,5 mM
dNTP 10 mM 0,4 ul 0,2 mM
EcoRI+3 10 uM 1l 0,5 uM
Trul+3 10 uM 1 ul 0,5 uM

Tag polimeraz 5 U/ul 0,2 ul 1U

20 ul végtréfogat MQ vizzel

Szelektiv PCR
94°C 2 min
94°C 20 sec
66-57°C 30sec | 10x, ciklusonként -1 °C
72°C 2 min
94°C 20 sec
56°C 30 sec 20x
72°C 2 min
72°C 2 min
4°C oo
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M2. Kiegészitd informaciok az Anyag és mddszer fejezethez

M2.4. AFLP adatelemzés

Az AFLP adatokbdl nyert tdvolsdgmadtrix alapjan Kruskal-féle NMDS-t végz6 utasitdskoteg az R kornyezet
szdmadra.

library (ade4)

library (MASS)

rosa,_<-_t_ (read.table_("rosa.nmds.csv",_header=TRUE, sep=",", _row.names=1)

rosa.dat _<-_data.frame(rosa[,l:ncol(rosa)-1]
rosa.dist_<-_dist.binary(rosa.dat,_method=7)_#I1:_ Jaccard, 5: Dice,_7: Ochiai,_ 9: Phi
rosa.mds,_<—_isoMDS (rosa.dist)

rosa.sh_<—_Shepard(rosa.dist, _rosa.mds$points)

plot (rosa.mds$points, pch=rosa[,ncol(rosa)])

text (rosa.mds$points, labels=rownames (rosa), pos=1, _cex=0.5)

plot (rosa.sh, _pch=".")

lines (rosa.sh$x, _rosa.sh$yf, _type_=_"1"

Az AFLP adatokbdl kiilonboz8ségi indexeket, illetve azokbol bootstrap ismétlését szamité algoritmus az R
statisztikai parancsértelmezd kornyezethez.

library (aded)

rosa.dat _<-_data.frame (t_ (read.table_ ("rosa.csv", _header=TRUE,_sep=",", _row.names=1)[,1:38]))
methods _<- _c(1,5,7)_#1: Jaccard, _5:_Dice,_7: Ochiai

for_ (m_in_methods) {

—rosa.dist_<-_dist.binary(rosa.dat,_method=m)

—_rosa.mat_<-_as.matrix(rosa.dist)

—_rosa.mat [upper.tri(rosa.mat)] _<-_NA

—_rosa.mat_<-_round(rosa.mat, _digits=3

—cat ("38\n", _file=paste("boot", _m, _sep=""))

— write.table(rosa.mat, file=paste("boot", _m, _,sep=""), _col.names=FALSE, quote=FALSE, na="", _ append=TRUE)
—x_<-_c(1:999)

—col _<-_(l:ncol(rosa.dat))

—for_ (n_in_x)_{

— . _temp_<-_rosa.dat

— for_(boot_in_ecol) ({temp[,boot] <-_rosa.dat[,sample(col,1)]}

— . temp.dist_<-_dist.binary (temp, _method=m)

— . temp.mat_<-_as.matrix(temp.dist)

— . _temp.mat [upper.tri(temp.mat)]_<-_NA

— . _temp.mat_<-_round(temp.mat, digits=3

_cat ("38\n", file=paste("boot", _m, _sep=""), _append=TRUE)

— . _write.table(temp.mat, file=paste("boot", _m, _sep=""),_col.names=FALSE, quote=FALSE,_na="", append=TRUE)

—}

}
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M2.5. Cell protokoll

ITS primerek
Oligonukleotid Szekvencia
ITS5 5’ ~GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’
P2 5" -CTCGATGGAACACGGGATTCTGC-3

PCR reakcioelegy
Komponens Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
DNS 30 ng/ul 1l 30 ng
PCR puffer 10x Sul Ix
MgCl, 25 mM 3ul 1,5 mM
dNTP 10 mM 1l 0,2 mM
ITSS 10 uM 2 ul 0,4 uM
P2 10 uM 2ul 0,4 uM
Taq DNS-polimeraz 1 U/ul 0,5 ul 0,50

50ul végtérfogat MQ vizzel

PCR program
94°C  5Smin
94°C 30 sec
50°C 30sec | 35x
72°C 60 sec
72°C  Smin
4°C oo

Cell emésztés

10 ul PCR termék + 10 ul referencia PCR termék

94 °C 10 min
+ 1 ul Cell

37°C 1 6ra
+20 ul FDE
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Denaturdlo poliakrilamid gélelektroforézis

Osszetevo Torzsoldat Mennyiség Koncentricio
Karbamid 40 ¢ 50 %
TBE 10x 8 ml Ix
Akrilamid — Bisz-akrilamid (19:1) 40 % 24 ml 12 %

80 ml-re kiegésziteni desztillalt vizzel, enyhe melegités
Ammonium-perszulfat 10 % 480 ul

TEMED 32 ul
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M2.6. Szo6l6 magvatlansag SCAR-RFLP protokoll

SCAR-RFLP primerek
Primer Szekvencia
SCC8S 5’ -GGTGTCAAGTTGGAAGATGG-3'
SCC8AS 5'-TATGCCAAAAACATCCCC-3'

PCR reakcioelegy
Komponens Torzsoldat Mennyis€g Végkoncentracid
DNS 30 ng/ul 1 ul 30 ng
PCR pufter 10x 2ul 1%
MgCl, 25 mM 2ul 2,5 mM
dNTP 2,5 mM 2ul 0,25 mM
SCC8S 10 uM 1 ul 0,5 uM
SCC8AS 10 uM 1 ul 0,5 uM
Taq DNS-polimeréz 1 U/ul 1l 1U
20 ul végtérfogat MQ vizzel

PCR program
94°C  Smin
94°C 45 sec
60°C 45 sec | 35x
72°C 90 sec
72°C  Smin
4°C oo

Bglil restrikcios emésztés
Komponens Torzsoldat Mennyiség Végkoncentracid
PCR reakciotermék 8,5 ul
BgllI puffer 10x 1 ul 1%
Bglll 10 U/ul 0,5 ul 50
1 6ra 37 °C
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M3. Kiegészitések az AFLP eredményekhez

Ma3. Kiegészitések az AFLP eredményekhez

Ma3.1. Ordinacios diagramok

Jaccard NMDS Shepard diagram
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34. abra: Jaccard kiilonboz6ségi mutatén alapulé NMDS. (A) A 2 dimenziés NMDS eredményének dbra-
zoldsa. Szekciodk: csillag — Synstylae, kereszt — Pimpinellifoliae, sotét haromszog — Rosa, vildgos
haromszog — Cinnamomeae, vilagos kor — Caninae. (B) A 2 dimenziés NMDS stressz-szintjének
abrazolasa Shepard diagramon (S = 21.165). Az abszcissza a Jaccard indexet, az ordinéta az
ordindciéban mért tadvolsdgot mutatja. A pontok szordsdval nd az ordindciét jellemzd stressz-
érték. (C) A 3 dimenzids, Jaccard indexen alapul6 NMDS eredménye. (D) A harom dimenzids
NMDS Shepard diagramja (S = 14,981).
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Dice NMDS Shepard diagram
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35. abra: Dice kiilonboz6ségi mutatén alapuld6 NMDS. (A) A 2 dimenziés NMDS eredményének ab-

razolasa. Szekcidk: csillag — Synstylae, kereszt — Pimpinellifoliae, sotét haromszég — Rosa,
vildgos hdromszog — Cinnamomeae, vilagos kor — Caninae. (B) A 2 dimenziés NMDS stressz-
szintjének abrazoldsa Shepard diagramon (S = 21.255). Az abszcissza a Dice indexet, az ordinita
az ordindciéban mért tdvolsdgot mutatja. A pontok szérdsdval nd az ordinéciot jellemzd stressz-
érték. (C) A 3 dimenzids, Dice indexen alapulé6 NMDS eredménye. (D) A harom dimenzids
NMDS Shepard diagramja (S = 14,981).
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Ma3.2. Jaccard és Dice tavolsagon alapulo UPGMA dendogramok

42_Rosa_gallica

1.00 .

0.55 26_Rosa_gallica
63_Rosa_x_speciosa
119_Rosa_x_kmetiana

0.82 . .

0.80 50_Rosa_jundzillii

22_Rosa_x_francofurtana

65_Rosa_x_damascena

Ii 21_Rosa_blanda

0.98 73_Rosa_tomentosa
. 83_Rosa_zalana
110_Rosa_gizellae
0.80 .
124_Rosa_dumalis

117_Rosa_caesia

111_Rosa_agrestis
—los

88_Rosa_rubiginosa

123_Rosa_corymbifera

0.74
108_Rosa_x_vetvickae
90_Rosa_horrida
0.91 .
0.86 68_Rosa_sherardii
77_Rosa_villosa
98_Rosa_micrantha
0.58 .
99_Rosa_micrantha
115_Rosa_inodora
102_Rosa_agrestis
0.78 125_Rosa_inodora
0.46 .
127_Rosa_canina
106_Rosa_agrestis
0.93 107_Rosa_agrestis
0.8 .
0.60 101_Rosa_micrantha

89_Rosa_rubiginosa

[ 81_Rosa_caryophyllacea

54_Rosa_jundzillii

|—|E 23_Rosa_x_francofurtana
- 75_Rosa_x_spinulifolia
87_Rosa_szaboi

6_Rosa_pimpinellifolia

0.85 9_Rosa_myriacantha

| 0.72 7_Rosa_pimpinellifolia

80_Rosa_heckeliana

2_Rosa_arvensis

36. abra: A 40 Kérpat-medencei r6zsa taxon rokonsagi viszonyait mutaté dendogram. A dendrogram 1 000
véletlenszerlien djravételezett (bootstrap) AFLP adatmdtrixbdl Jaccard tdvolsdg-mutaté alapjan
szamolt UPGMA fak konszenzusat mutatja. Az egyes csoportok timogatottsdgat az eldgazasoknal

feltlintetett bootstrap értékek jelzik.

141



9. Mellékletek
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37. abra: A 40 Karpat-medencei rézsa taxon rokonsagi viszonyait mutatd dendogram. A dendrogram
1000 véletlenszertien Gjravételezett (bootstrap) AFLP adatmatrixb6l Dice tdvolsdg-mutaté alapjan
szamolt UPGMA féak konszenzusat mutatja. Az egyes csoportok timogatottsagat az eldgazdsoknal

feltiintetett bootstrap értékek jelzik.
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M4. Kiegészit6 informaciok a sz616 magvatlansdganak markerezéséhez

M4. Kiegészit6 informaciok a sz0lo magvatlansaganak

markerezéséhez

M4.1. Az SCCS allélok tobbszoros illesztése

BC4_1 GGTGTCHAGTTGGIAGATGGGGAGIGTCTCTIRGTGTCRGCTCCAIMACTTGTINTICTTT[EIGGCA 64
KM_1 GGTGTCIAGT TGGIMAGATGGGGAGIGTCTCTINGTGTCINGCTCCAMACT TG TINTINCEIT T[€GGCA 65
BC4_2 GGTGTCHAGTTGGEAGATGGGGAGIGTCTCTEGTGTCRGCTCCAMACTTGTINTIRCTTT[EGGCA 64
KM_9 GGTGTCIWAGTTGGIAGATGGGGAGIGTCTCTIRGTGTCIGCTCCA[GACTTGTWTINCTTT 64
KM_2 GGTGTCHAGTTGGERAGATGGGGAGEIGTCTCTIGTGTCRGCTCCA[ACTTGTINTICTTT[EGGCA 64
H1176_10 GGTGTCIWAGTTGGRAGATGGGGAGIGTCTCTRGTGTCIRGCTCCAGACTTGTWTINCTTT 64
KM_3 GGTGTCIAGTTGGIWAGATGGGGAGIGTCTCTIGTGTCINGCTCCAGACTTGTINTIACTTT 64
H1176_11 GGTGTCIRAGTTGGRAGATGGGGAGIGTCTCTINGTGTCI\GCTCCAJACTTGTENTINC T T T 64
chrl8 .GGTGTCAAGTTGGAA.ATGGGGAGTGTCTCTAGTGTCAGCTCCAGACTTGTTTACTTTU 63
chrl9 ﬂGGTGTCTAGTTGGCAGATGG GAGRIGTCTCT®GTGTCEGCTCCAACTTGT® 64
chr4 .GGTGTCMAGTITGG[EAGATGGCRAGHGRCT CMEGTGTCEACTCCAEARNT TGTE®T 63
BglII
v
BC4_1 O TGGGGAAGATCTCATT[EGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 121
KM_1 8 TGGGGAAGATCTCATT[GAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 122
BC4_2 O TGGGGAAGATCTCATTEIGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 121
KM_9 O TGGGGAAGATCTCATT[EGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 121
KM_2 O TGGGGAAGATCTCATT[EGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 121
H1176_10 [MOTGGGGAAGATCTCATT[EGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTITTGCGAGG 121
KM_3 8 TGGGGAAGATCTCATT[GAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 121
H1176_11 [®M®TGGGGAAGATCTCATTEGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 121
chrl8 O TGGGGAAGATCTCATT[EGAACCTTAAAGGAGGGGTGAAGTTTGCGAGG 120
chrl9 €M T GGGGAAGETHT CAMTEGAACCTTAAAGRAGGGGTGAMGTTTGRAGAGG. 121
chr4 ‘?TTGEGGHAGATCTCATTLGAACCTTAAA GAGGGGT.AAGETTGCGAGG: 128

CCCHTTCATATTGATCGAGTTTGAGAATAAAGCAGAGGCAMAAAAA . GTGTTAMTAAARAGGGCT 185
CCCHTTCATATTGATCGAGTTTGAGAATAAAGCAGAGGCAMAAAAA . GTGTTAMTAAAAGGGCT 186
CCCMTTCATATTGATCGAGTTTGAGAATAAAGCAGAGGCAMAAAAA . GTGTTAMTAAAAGGGCT 185
CCCMTTCATATTGATCGAGTTTGAGAATAAAGCAGAGGCAMAAAAARGTGTTAMTARAAAGGGCT 186
CCCMTTCATATTGATCGAGTTTGAGAATAAAGCAGAGGCAMAAAAA . GTGTTAMTARAAGGGCT 185

C BGTGTTAMTAAAAGGGCT 186
MGTGTTAMTARAAAGGGCT 186
MGTGTTAMTAAAAGGGCT 186
MGTGTTAMTAAAAGGGCT 185
AAAAA.GTGTTAMTAAAAGGGCT 185
A@AAE.GTGTTAMTAABAGGGCT 192

CBTTCATATTGATCGAGTTTGAGAATAAAGCAMAGHCAE
CCCITTCATAMTGHTHGAGTTTGAGAATEAAGHAGAGGCAE

BC4_1 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIRCACTTGGIAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTIGTITCTRAAA 250
KM_1 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIACACTTGGAAGGTIAGGACCCHAAAGTINGGGHGETCTINAAA 251
BC4_2 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIRCACTTGGEIAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTGTTCTRAAA 250
KM_9 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIRMCACTTGGCIAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTGTTCTRIAAA 251
KM_2 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIRCACTTGGIAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTGTTCTRAAA 250
H1176_10 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTITTCTIINCACTTGGAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTGTITCTRAAA 251
KM_3 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIRCACTTGGEIAAGGTIMGGACCCAAAAGTINGGGTGTTCTRAAA 251
H1176_11 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTRCACTTGGAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTGTTCTINAAA 251
chrl8 TCGTTGTTTTAAGGAATCGTTTCTIMCACTTGGCIAAGGTINGGACCCAAAAGTINGGGTGTTCTRIAAA 250
chrl9 TCGTTGTTTTAAGGAABMCGITTICTIECACTTGGHMAAGGTEGGACCCAAAAGTEGGGTGTTHT@®AAA 250

chr4 TCHTTGTTTTAAGGAATCGITTICTECACTTGINAAAMGT[GGACCCAAAAGTEGGGTGTTCT@AAA 257
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9. Mellékletek

GG T TACCGETGCAMT

H1176_10
KM_3
H1176_11
chrl8
chrl9
chrd

el GGTTECCGTTGCATT

TRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTARNGGAAGGTTGTG[§GGGG. TTTGTTGCAGTGGATGA
TINTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTARNGGAAGGTTGTIGEGGGG. TTTGTTGCAGTGGATGA
TRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTAINGGAAGGTTGTG[§GGGG . TTTGTTGCAGTGGATGA
TIRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTARNGGAAGGTTGTG[§GGGG. TTTGTTGCAGTGGATGA
TRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTAINGGAAGGTTGTG[§GGGG. TTTGTTGCAGTGGATGA
TRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTARNGGAAGGTTGTGMGGGG. TTTGTTGCAGTGGATGA
TRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTAINGGAAGGTTGTGMGGGG . TTTGTTGCAGTGGATGA
TRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTAINGGAAGGTTGTGMGGGG . TTTGTTGCAGTGGATGA
TIRTINGAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTARNGGAAGGTTGTGMGGGG. TTTGTTGCAGTGGATGA
TMTEGAGTCGAGAAGTGTTTAMAAAGATTEEGGAAGGT TRTGEGGGGETTTGETECAGTGGATGA
GAGTCGAGAAGTGTTTAGAAAGATTAEGGAAMGTTGTGEGGGG. TTTGTTGMAGTGGATGA

AEACAMTGETRCTTITAA.
AEACA[MTGTTGCTTTTAA]

GGCCAAGCTRTTTGCA[GTGGTAGTTGGCTICTT
GGCCAAGCTRTTTGCA[GTGGTAGTTGGCTCTT
GGCCAAGCTRTTTGCAGTGGTAGTTGGCTCTT
GGCCAAGCTRTTTGCA[GTGGTAGTTGGCTICTT
GGCCAAGCTRTTTGCAGTGGTAGTTGGCTCTT
GGCCAAGCTM®TTTGCA[GTGGTAGTTGGCTICTT
GGCCAAGCTMOTTTGCA[GTGGTAGTTGGCTCTT
GGCCAAGCTM®TTTGCAGTGGTAGTTGGCTICTT
GGCCAAGCTM@TTTGCA[GTGGTAGTTGGCTICTT
GGCCAAMCT[@TTTGCAMGTGGTAGTTGGCTCTT
BGCCAAGCT[ETTGCAINGTGG@AGTTGGCTCTT

TCHREGC TR TEAMAAGTGGEATGEGAAATGAGTAGHAGGTITAG
G TGATTAGAARTGGEATCECEAABGAGMEGGAGGTTAG

GGATGATGGA.GGGHYS
GGATGATGGA . GGGHAS
GGATGATGGA . GGGHEYS
GGATGATGGA. GGGChY®
GGATGATGGABGGGENS
GGATGATGGA.GGGEMNGGTTCAC
GGATGATGGA .GGGRENGGTTCAC
GGATGATGGA.GGGRMNGGTTCAC gACTCATTGGCAGT
GGATGATGGA.GGGEUNGGTTCAC SACTCATTGGCAGT
GGATGATGGAEGGG[ENIGGET CA BCCEMTTGTAAT[ETGGAG[®AEGTACAMNACTCARMTGGHMAGT
GEATRATGRACGGGEMGGTTCAC ; gACECATERGCAGT

gACTCATTGGCAGT
@ACTCATTGGCAGT

304
305
304
305
304
305
305
305
304
315
311

368
369
368
369
368
369
369
369
368
380
375

433
434
433
434
433
434
434
434
433
445
440

488
489
488
489
488
489
489
489
488
510
505

541
542
541
542
541
542
542
542
541
575
570

605
606
605
606
606
606
606
606
605
640
635
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H1176_10
KM_3
H1176_11
chrl8
chrl9
chrd

H1176_10
KM_3
H1176_11
chrl8
chrl9
chrd

CTGCAAAGGTGGETRTGACGTGCEAARNT TGGAGAAGHTTGTTGCAGAAAAGATAGGRAGIYTGCT
CTGCAAAGGTGGETINTGACGTGC[EAAMT TGGAGAAGITTGTTGCAGAAAAGATAGGIAGINYTGCT
CTGCAAAGGTGGTINTGACGTGC[EAAINT TGGAGAAGITTGTTGCAGAAAAGATAGGIAGIETGCT
CTGCAAAGGTGGTINTGACGTGC[EAAINT TGGAGAAGHT TGTTGCAGAAAAGATAGGIAGINETGCT
CTGCAAAGGTGGTINTGACGTGC[EAAMT TGGAGAAGIMTTGTTGCAGAAAAGATAGGIAGINYTGCT
WA AT TGGAGAAGHTTGTTGCAGAAAAGATAGGIAGEMITGCT
CTGCAAAGGTGGETINTGACGTGCIMAAMTTGGAGAAGITTGTTGCAGAAAAGATAGGIAGEMITGCT
A AINT TGGAGAAGITTGTTGCAGAAAAGATAGGAGEMITGCT
WA AT TGGAGAAGHTTGTTGCAGAAAAGATAGGIAGEMdTGCT
TETGACRTGCEAAETTGGAGAAGETTGTTGCAGAAABGAMAGG[EAGERT GIlT
TETENICGTGCEAAET TGGHGAAGE TN TGCAGAAAAGATAGGEAGINYTGCT

CTGCAAAGGTHG
BIGCAAAGGTGG

CCTCTGACT..GTGTCER¥ACAAGAGGG.
CCTCTGACT. .GTGTCER¥ACAAGAGGG.
CCTCTGACT..GTGTCER¥ACAAGAGGG.
CCTCTGACT..GTGTCE¥ACAAGAGGG.
CCTCTGACT. .GTGTCER¥ACAAGAGGG.

AAGGGATRIAGAGGAAYNNET GIGANTRT
AAGGGATRNAGAGGAAINNET GEANTRNT
AAGGGATINAGAGGAAYNNET GIEANTRT
AAGGGATRIAEAGGAAYNNET GIGARNTRNT)
AAGGGATINAGAGGAAINNET GIEANTRNT

CCTCTGACT..GTGTCEMICAAGAGGG. A GGAANNET GlEARTIT
CCTCTGACT..GTGTCEMICAAGAGGG. A GCGAARNNET GEARTRT
CCTCTGACT..GTGTCEMICAAGAGGG. 42 G GAANNET GEAMTINT
CCTCTGACT..GTGTCEMCAAGAGGG. BAGGA R NET GEARTRIT
CCTHTGACTH iCE
CTCTGAHTH

bbb A

IGTGTClEE
BGCTGTClEfe

TEVNAGAGHABGTCTCABTTGACGRAGCETIGTHGCCCAAGGTAGTAFATEMTITTGGGT
TENAGAGIAMGTCTCAETTGACCIGCTGTIGCCCAAGGTAGTAMATMTTTGGGT
MGTCTCAETTGACGIGCMTGTIGCCCAAGGTAGTAMATMTTTGGGT
MGTCTCATTGACGHGCETGTIGCCCAAGGTAGTAMATMTTTGGGT
TENNAGAGHA[GTCTCAETTGACGHGCIMTGTIGCCCAAGGTAGTAATMTTTGGGT
TINNAGAGHAEGTCTCAETTGACGHGCIMTGTIGCCCAAGGTAGTAATMTTTGGGT
TG AGHAEGTCTCAETTGACCIGCITGTIGCCCAAGGTAGTAATMTTTGGGT
TINNAGAGHAEGTCTCAETTGACGHGCIMTGTIGCCCAAGGTAGTAATMTTTGGGT
TEVNAGAGIIABG TCTCABT TGACGRIGC[MTG TIGCCCAAGGTAGTAATTTTGGGT
‘ 7 GCCCAAGGTAGTAMMTMT TTGGGT
BGCHCAAGCEEMTACATIMTTTGGG

AGTTGGATGTIIGAGAGGAGIRICCCLUNC TINET®T GAGCGAMGGCCAAG@CAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTIGAGAGGAGIRCCCIYNCTINET®T GAGGAMGGCCAAG®CAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTIIGAGAGGAGIRICCCLUNC TINETI®T GAGCGAMGGCCAAG@CAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTR\GAGAGGAGIICCCELUNC TINET®T GAGCGAMGGCCAAG@CAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTIIGAGAGGAGIRICCCIEMNC TINET®T GAGGA[GGGCCAAGRCAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTIIGAGAGGAGIICCCIEMNC TINET®T GAGGA[GGGCCAAGRICAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTIGAGAGGAGIRCCCIEMNC TINET®T GAGGA[EGGCCAAGRCAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTIIGAGAGGAGIRICCCIEMNC TINETI®T GAGGA[GGGCCAAGRICAGCAGCINCTTTAAAAGAC
AGTTGGATGTI\GAGAGGAGIICCCLUNC TINET®T GAGGA[GGGCCAAGMCAGCAGCINCTTTAAAAGAC

AGTTGGATGT@GAGAGGAGE ic T AGCAGCMECT TMAAAAGAC
AGTTGGHTGTEGAGAGGAGHE 2 . CEECEME8T TAAAAGAC

WMICTTTAAAAGGTCCAGIGTTGGTGRGECINACCCTC
WMTICTTTAAAAGGTCCAGIWGTTGGTGRIGECINACCCTC
MTCTTTAAAAGGTCCAGWGTTGGTGRGECINACCCTC
IWMTCTTTAAAAGGTCCAGWGTTGGTGRG®CINACCCTC
GTTGGTGIRGECINACCCTC
GTTGGTGIAGECIYACCCTC
GTTGGTGIRGECINACCCTC
GTTGGTGIRAGECINACCCTC
GTITGGTGIAGECEACCCTC
GRTGGTG[E eAMCCTC
GTTGGTGE gACCCRC

670
671
670
671
671
671
671
671
670
705
700

132
733
732
733
733
733
733
733
732
770
761

797
798
797
798
798
798
798
798
797
835
826

862
863
862
863
863
863
863
863
862
900
885

9217
928
9217
928
928
928
928
928
927
965
950

992
993
992
993
993
993
993
993
992
1029
1009
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BC4_1 ACGGGGATGTTTITGGCATINN 1013
KM_1 ACGGGGATGTTTTITGGCATRYY 1014
BC4_2 ACGGGGATGTTTTITGGCATRSN 1013
KM_9 ACGGGGATGTTITTTGGCATRY 1014
KM_2 ACGGGGATGTTTTITGGCATRYN 1014
H1176_10 ACGGGGATGTTTTTGGCATERYN 1014
KM_3 ACGGGGATGTTTTITGGCATRYY 1014
H1176_11 ACGGGGATGTTTTITGGCATENN 1014
chrl8 ACGGGGATGITTITTGGCATES 1013
chrl9 ACGGGGATGHRTTTTGGCAT[Y. 1049
chr4 ACGGGGARGTTTTTGGCAT[HE 1030

non conserved
>50% conserved
> 90% conserved

M4.2. Szo6l6 magvatlansagaért felelos génjeloltek

12. tablazat: A sz616 18. kapcsoltsagi csoportjanak a magvatlansdag domindns Sdl génjéhez kapcsolt mar-
kerek altal hatdrolt 2 Mb hosszisagu szakaszan taldlhaté automatikusan annotélt gének.

GAZE annoticié® Annotacios Fehérje Vitis Nem Vitis Vitis Funkci6/
pont talalat? cDNS¢ EST? EST*

GSVIVG00026031001 11,2072 1 10 2

GSVIVG00026030001 30,0052 57 2

GSVIVG00026029001 20,4241 4

GSVIVG00026028001 4,0773

GSVIVG00026027001 20,3501 1 1 F-Box protein-2C putative

GSVIVG00026026001 1,0824 1

GSVIVG00026025001 14,8325 3 3 Probable selenium-binding protein

GSVIVG00026024001 1,4288 2

GSVIVG00026022001 25,0591 9 2

GSVIVG00026021001 27,6948 10 9 5 Receptor-like protein kinase

GSVIVG00026020001 14,2263 10 15 8 Receptor protein kinase like protein

GSVIVG00026019001 14,3443 1

GSVIVG00026018001 7,4156 2

GSVIVG00026016001 5,5897 6 5 3 Receptor protein kinase like protein

GSVIVG00026015001 114,115 2 2 40 8 Putative uncharacterized protein
F28P58

GSVIVG00026014001 313,409 163 881 17 Heat shock protein 70

GSVIVG00026012001 51,2739 2 4 5 AT5g23810-2FMRO11-15

GSVIVG00026011001 40,2954 1 1 Putative uncharacterized protein

GSVIVG00026010001 1,7815 4 4 9 18 Expressed protein, phosphsate inhibitor
(medicago truncatula)

GSVIVG00026009001 100,225 8 1 23 Amino acid permease I-2C putative-2C
expressed

GSVIVG00026008001 190,7 15 1 208 29 Probable adenylate kinase 2-2C chloro-
plast precursor

GSVIVG00026007001 6,4602 7 34 11 Receptor kinase-like protein

Folytatds a kovetkez6 oldalon
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Folytatds az el6z6 oldalrél

GAZE annotacié® Annotacids Fehérje Vitis Nem Vitis Vitis Funkcié/
pont taldlat cDNS¢ EST? EST¢

GSVIVG00026003001 53,5539 9

GSVIVG00026001001 14,1269 4

GSVIVG00026000001 78,2451 12 3 94 20 Leucine-rich repeat receptor-like kinase
At1g09970

GSVIVG00025999001 461,707 7 2 152 29 Translocon Tic40-like protein

GSVIVG00025997001 11,7289 1 13

GSVIVG00025995001 -0,4

GSVIVG00025994001 35,4851 7

GSVIVG00025993001 1,4802 18

GSVIVG00025992001 16,3316 1 42 20 Disease resistance protein

GSVIVG00025990001 5,4424 1 39 3 Cys-2FMet metabolism PLP-dependent
enzyme family protein-2C expressed

GSVIVG00025989001 21,7817 1 4 Predicted protein

GSVIVG00025988001 2,9333 1 11 2 Putative uncharacterized protein
F11C1-210

GSVIVG00025987001 17,2272 1

GSVIVG00025986001 37,1224 5 5

GSVIVG00025984001 82,3154 5 144 6 ATP synthase subunit alpha

GSVIVG00025983001 51,9338 4 92 12 Taxoid 7-beta-hydroxylase

GSVIVG00025981001 37,412 3 107 16 ATP synthase subunit beta

GSVIVG00025978001 7,9268 14 1514 37 Tubulin beta chain: TUBS

GSVIVG00025977001 38,1008 7

GSVIVG00025975001 36,4381 3 22 2 Taxadiene 5-alpha hydroxylase

GSVIVG00025974001 19,9667 51 4

GSVIVG00025972001 49716 9

GSVIVG00025969001 36,7161 3

GSVIVG00025968001 39,0762 1 1 Uncharacterized protein At5g183701

GSVIVG00025967001 37,4638 6

GSVIVG00025965001 2,7774 7

GSVIVG00025963001 15,9233 1

GSVIVG00025962001 31,099 3 6 8 Glucose-6-phosphate isomerase

GSVIVG00025961001 23,6681 6 1

GSVIVG00025960001 17,9912 1

GSVIVG00025959001 25,4087 1 7 2 Glucose-6-phosphate isomerase

GSVIVG00025958001 121,15 1 4

GSVIVG00025957001 14,2138 3

GSVIVG00025955001 9,1657 9 1 Resistance gene-like

GSVIVG00025953001 33,5758 2 49 2 Similarity to cytochrome P450

GSVIVG00025952001 36,8263 59 4

GSVIVG00025951001 5,5217 6 1

GSVIVG00025950001 329,583 8 118 9 Phosphoglycerate  dehydrogenase-2C
putative-3B 33424-31403

na 19 15

GSVIVG00025948001 178,095 5 170 11 Putative host response protein

GSVIVG00025947001 218,326 18 9 363 75 Disease resistance protein AIG1-3B

5333-4002

Folytatds a kovetkez6 oldalon
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Folytatds az el6z6 oldalrél

GAZE annotacié” Annotacids Fehérje Vitis Nem Vitis Vitis Funkcié/
pont taldlat? cDNS¢ EST? EST¢

GSVIVG00025946001 202,934 6 3 77 7 Dephospho-CoA kinase family protein

GSVIVG00025945001 292,246 76 256 48 MADS-box protein 5

GSVIVG00025943001 49,0996 1 6 8 Putative uncharacterized protein

GSVIVG00025941001 196,702 10 4 1767 83 Elongation factor 1 gamma

na 2 8 10 Putative NADH-dependent glutamate
synthase

GSVIVG00025937001 20,753 1 8 2 cDNA  FLJ30483  fis-2C  clone
BRAWH2000048-2C highly similar to
Mus musculus kinesin motor protein
KIFC2 mRNA

GSVIVG00025936001 24,5432 8 15 12 DYWO protein

GSVIVG00025934001 266,085 5 84 12 Cation exchanger-like protein

GSVIVG00025931001 1,3019 2

GSVIVG00025930001 172,542 113 818 4 Putative 12-oxophytodienoate
reductase-like protein 2

GSVIVG00025929001 184,587 125 786 36 Putative 12-oxophytodienoic acid re-
ductase

GSVIVG00025927001 35,6213 na na na

GSVIVG00025926001 183,169 128 1372 16 Putative 12-oxophytodienoate
reductase-like protein 2

GSVIVG00025925001 186,823 129 733 41 12-oxophytodienoic acid 10-2C 11-
reductase

GSVIVG00025923001 241,442 131 832 44 12-oxophytodienoate reductase 1

GSVIVG00025922001 44,2064 1 32 4 12-oxo-phytodienoic acid reductase

GSVIVG00025921001 48,6481 71 3

GSVIVG00025920001 8,9711 6

GSVIVG00025919001 136,723 4 3 67 9 Uncharacterized protein At4g099651

GSVIVG00025918001 34,7077 4 5 19 Sucrose-phosphate synthase isoform C

GSVIVG00025917001 -0,4

GSVIVG00025916001 97,041 8 43 4 MADS-box 11

GSVIVG00025914001 182,899 9 7 159 22 Putative GDSL-motif lipase-
2Fhydrolase-3B 24593-26678

GSVIVG00025913001 150,624 10 1 80 2 F14M27 protein

GSVIVG00025912001 145,712 19 4

GSVIVG00025911001 11,2524 1 48 2 Putative uncharacterized protein
OSJNBb0013K081

GSVIVG00025910001 26,5845 43 3

GSVIVG00025908001 7,4625 2 76 Homogentisate prenyltransferase

GSVIVG00025907001 7,3507

GSVIVG00025906001 97,3194 4 93 23 Putative uncharacterized protein

GSVIVG00025904001 3,7795 2

GSVIVG00025902001 195,165 2 6 2 ABC?2 homolog 7

GSVIVG00025901001 12,2108 3 1

GSVIVG00025900001 102,969 17 676 30 Uncharacterized protein At1g766802

GSVIVG00025899001 43,2648 1

GSVIVG00025898001 13,6577 2

GSVIVG00025897001 22,0519 2

GSVIVG00025896001 44,9034 3

Folytatds a kovetkez6 oldalon
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M4. Kiegészitd informaciok a sz616 magvatlansdganak markerezéséhez

Folytatds az el6z6 oldalrél

GAZE annotacié® Annotécids Fehérje Vitis Nem Vitis Vitis
pont taldlat cDNS¢ EST? EST¢
GSVIVG00025895001 0,7811 12 4
GSVIVG00025893001 42216 9 1
GSVIVG00025892001 17,7896 5
GSVIVG00025891001 11,6607 2
GSVIVG00025890001 28,8451 1 4
GSVIVG00025889001 9,0286 3
GSVIVG00025887001 7,5437 14 2

“na — A GAZE annotéci6 nem tallt gént, de hatarozott EST taldlatok vannak a szakaszra
b Fehérje taldlatok az UniProt és SwissProt adatb4zisokban

¢ A Genoscope sajat adatbazisa a teljes hossziisdgu sz616 cDNS-ekrél
4 Nyilvanosan elérhetd kétszikti EST-k
¢ Nyilvanos Vitis EST-k

/A fehérje-talalat prediktalt funkciéja, sokszor ugyancsak prediktalva
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A dokumentum ISTEX, BIBTX és TeXBilalle felhaszndldsdval késziilt.
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