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1. A munka el6zményei, a kitlizott célok

1. A munka eléozményei, a Kittizott célok

1.1. Bevezetés

A 20. sz. mésodik felétdl, a DNS szerkezetének és biologiai funkcidjanak felfedezésétdl eltelt alig tobb
mint 50 év alatt a DNS alapu vizsgalatok széles korben elterjedtek, mara mar nem csak célzottan az adott
témaval foglalkoz6 kutaték mindennapjainak részei. A DNS alapi molekulédris markerezés témakore

széles teriiletet Olel fel szamos alkalmazasi lehetGséggel, megkozelitéssel, technikdval.

A téma sokrétiisége ebben a dolgozatban is megjelenik, ahol kiilonb6z6 kérdésfelvetésekre — molekularis
taxondmia és egy fenotipusos tulajdonsdg markerezése — keressiik a vélaszt. A kiilonboz6 jellegii
kérdések mas és mas modszertani megkozelitést igényelnek, ami az adatok kiértékelésének, értelme-

//////

technikétdl fiiggben az adatelemzési modszerek tarhdza is rendkiviil széles skaldn mozog.

A molekularis markerek tobb szinten szolgdlhatnak értékes informdcidval a novénynemesitd szamara.
A nemesités sordn szamitdsba vehetd genotipusok — és dltaldban egy adott novényfaj fajai, fajtdi —
szarmazdsdnak és rokonsdgi kapcsolatainak tisztdzdsa segiti a keresztezések megtervezését és az azt
kovetd szelekciot. A keresztezések elvégzésével nem fejezddik be azonban a nemesitd munkdja, sot,
ekkor kezdddik csak igazdn. A szelekcid Osszetett folyamatit a nemesitési programban egyes kiemelt
hangsillyal kezelt tulajdonsdgok molekuléris markerezése felgyorsithatja, leegyszertisitheti. Egyes ese-
tekben — pl. a kiilonb6z6 eredet rezisztenciagének piramidédldsa esetén — molekularis markerekkel olyan
genotipus szelekcid is lehetové vélik, amelynek kivitelezése fenotipusos értékeléssel a gyakorlatban

rendkiviil id6igényes és nehézkes.
Jelen dolgozat a markerezés két teriiletét mutatja be. Az egyik a rokonsédgi kapcsolatok keresése rézsa
fajok genetikai ujjlenyomatai alapjdn, a mésik a sz8l6 egy célzott génjének, illetve tulajdonsdganak

kovetése az ahhoz kapcsolt markerrel.

4



1.1. Bevezetés

A roézsa nemzetség magyarorszagi diverzitasa

A Rosa L. — és tobb mas — nemzetség magyarorszagi nagy fajdiverzitdsa az orszag foldrajzi sajatossaga-
ival magyardzhat6. A Kérpat-medencében harom éghajlati tényezd 1€p kolcsonhatdsba egymadssal, ezen
introgressziv litkdzési vonalakon a rézsa fajok gyakori interspecifikus hibridizaciéja komplex mintdzata

valtozatossagot, valamint unikélis fajokat eredményez (FACSAR, 2002).

A novényrendszertani kutatdsok legtomorebben azzal a mondéssal jellemezhet6ek, amely szerint ,,ahol
két taxondmus Osszeiil, ott kialakul hdrom vélemény”. Ez kiilondsen érvényes az olyan Osszetett multa
nemzetségekre, mint amilyen a rézsa. A kiterjedt multbéli és recens hibridizdcié és az évszazadok
6ta érvényesiild jelent6s antropogén hatds, tovdbba a poliploidia széles skdldjanak jelenléte jelent6sen
befolyésolhatjdk a genus rendszertanat. A fajok valtozékonyak, konnyen keresztez6dnek egymadssal, ami
megneheziti elkiilonitésiiket (FACSAR, 1993; WISSEMANN, 2003; FACSAR, 2004; KOOPMAN et al.,
2008). Eppen ezért egy rézsdkra vonatkozé egységes rendszertan felépitése és a rézsik rendszertani
besoroldsa igen nehézkes, azokban a helyileg pontos lokalis fléramiivek és a bizonytalan és a sok, mashol

fajként kezelt taxont 6sszevoné generdlis floramtivek ellentéte fejezddik ki.

A morfoldgiai valtozatossdg Osszetettsége miatt — beleértve a kornyezeti hatdsok éaltal indukdlt el-
téréseket is — a karakterek egyértelmi taxondmiai értelmezése gyakran nem egyszerli. Molekularis
markerek segitségével szamos hatrany kikiiszobolhetd. Kevés informécidval rendelkeziink ugyanakkor
arr6l, mennyiben oldhaté fel a kiterjedt hibridizacié eredményeként létrejott genetikai mintdzat AFLP
markerekkel. Az introgressziv folyamatok markerekre gyakorolt hatdsdnak megismerésével olyan meto-
dikai egyiittes 4llithat6 fel, amely alkalmazhat6 lehet pl. a ligeti sz616vel kapcsolatos aktudlis kérdések

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

Magvatlansag nyomonkovetése sz6lonél (Vitis vinifera L..) SCAR-CAPS markerrel

A csemegeszbl6-nemesitésben alapvetd igény a magvatlan genotipusok nemesitése, a vildgpiacon egy-
két fajta kivételével kizarélag magvatlan csemegesz616 kereskedelme folyik (SPIEGEL-ROY et al., 1990;
BOUQUET and DANGLOT, 1996). Egy 4j fajta nemesitése sordn a magvatlansag csak egyike a kivanatos
tulajdonsdgoknak, ezért a fajtdnak szamos tovdbbi kovetelménynek is meg kell felelnie, igy kulcsfon-
tossagu kérdés a megfeleléen nagy egyedszamu utédnemzedék elérése. A hibridcsalddok egyedeinek
azonban — a keresztezési kombinaciotdl fiiggben — sokszor csak kis hdnyada magvatlan (ROYTCHEV,
1998), a magoncok felnevelése pedig a termdre fordulédsig koltséges. Ezért egy a magvatlansdg magonc-

kori jelzésére alkalmas molekuldris marker hatékony eszkoz lehet a nemesitd kezében.

Bar a csemegesz6l6 nemesitésben kivdnatos sztenospermokarp magvatlansdg genetikai hittere még
nincs teljes mértékben tisztdzva, az utébbi években kialakult konszenzus alapjan feltételezhetd, hogy

azt egy domindns inhibitor gén (SdI) irdnyitja (BOUQUET and DANGLOT, 1996), amelyhez kapcsolt

5



1. A munka el6zményei, a kitlizott célok

markerek rendelkezésre dllnak (LAHOGUE et al., 1998). Ezeket azonban minden sziildkombin4cio esetén
tesztelni kell, meg kell vizsgélni, valéban alkalmas-e a marker a tulajdonsag nyomonkdvetésére az adott

keresztezések utddnemzedékében.

1.2. Célkittizés

A roézsa nemzetség egyes magyarorszagi képviseldinek AFLP vizsgalata

Az értekezés elsé részében arra keresem a vélaszt, mennyiben alkalmazhat6 az AFLP technika a
Rosa nemzetség evolucidjat és jelenkori diverzitdsdt meghatdrozé kiterjedt hibridizacids folyamatok

vizsgélatdra. Ennek megvalaszoldsahoz az alabbi célokat tliztem ki :
— Magyarorszag egyes rézsa taxonjai, taxoncsoportjai, ezek kozott szamos hibrid rokonsagi viszo-
nyainak vizsgalatit AFLP markerekkel,

— azon adatelemzési mddszerek megkeresése, amelyek képesek az adatszerkezet hibrid taxonokkal

kapcsolatos informécidit feltarni.

— Az AFLP vizsgalatok kiegészitéseként célul tliztem ki tovdbba a Pimpinellifoliae szekcid ITS

polimorfizmusanak eldzetes felmérését.

Szol6-magvatlansag nyomonkovetése DNS alapti molekularis markerrel

A dolgozat masodik részében a vizsgélatok célja a szG6l6 sztenospermokarp magvatlansagdnak kiala-
kulasaért felelds SdI dominans inhibitor génhez kapcsolt marker 6roklodésének, felhaszndlhatésdganak
vizsgélata, illetve az SCCS8 16kusz jellemzése volt. Ehhez az aldbbi célkitlizéseket éllitottam fel:

— hérom hibridcsaldd sziilparjai SCC8 genotipusdnak meghatarozasat,

— az irodalomban kozolt, a magvatlansaghoz kapcsolt SCC8 SCAR-CAPS marker alkalmazhatdsa-

ganak tesztelését a fenti csaladokban,
— az SCCS8 16kusz molekuldris jellemzését, valamint annak lokalizalasat a ’Pinot noir’ genomon.

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




2. Anyag és modszer

2.1. A vizsgalt novényanyag

2.1.1. A vizsgalt rézsa taxonok

A dolgozatban vizsgélt rézsa taxonokat a Budapesti Corvinus Egyetem Soroksari Botanikus Kertjé-
ben fenntartott génbankban gydjtottiikk. A vizsgélt taxonok egy részénél rendelkeztem az adott egyed
kromoszéma-szaméara vonatkozé informdacidval, ami nagy segitséget nyujtott az eredmények kiértékelése

soran.

A vizsgdlt egyedek kivélasztdsa sordn a legnagyobb hangsulyt — az introgresszids folyamatokban jatszott
kiemelt szerepiik miatt — a Caninae szekcié képviselGire fektettem. A Synstylae szekci6t a kiilcsoportnak
szant R. arvensis képviselte, a Pimpinellifoliae szekciét 3, a Rosa szekcidt 5 egyed képviseli, vizsgiltam
tovabba egy Cinnamomeae 16zsét (R. blanda). A Caninae szekcio alszekciodi kozill a Rubigineae
képvisel6i vannak jelen a mintakészletben a legnagyobb szdmban, bevontam tovabbd a vizsgalatokba

a Vestitae, Trachyphyllae és Caninae alszekciok egyes képviseldit is.

Az egyedek kivalasztisa sordn kiemelt hangsulyt fektettem arra, hogy szerepeljenek kozottiik evolici-
Osan konzervalt (pl. [50, 54] R. jundzillii), recens (pl. [23] R. X francofurtana F1, [108] R. vetvickae),
illetve kultdr- (pl. [22] R. X francofurtana, [26] R. gallica, [65] R. X damascena) hibridek is.

A mintdk legnagyobb része a Karpat-medence teriiletérél, Magyarorszagrol, Szlovdkiabdl, Csehorszag-
bdl szarmazik, ugyanakkor — mintegy kontrollként — taldlhaté kozottiikk németorszagi, bulgdariai, s6t egy

gorog €s egy olaszorszagi rézsa is.

Az ITS-polimorfizmus vizsgélata sordn felhasznélt r6zsa taxonokat szintén a Budapesti Corvinus Egye-
tem jogelddjének Soroksari Botanikus Kertjében gytjtottem. A Pimpinellifoliae szekcid képvisel6i koziil
a R. pimpinellifoliae alfaj szintl véltozatait, illetve egy R. myriacantha és két R. X reversa egyedet
vontam be a vizsgélatokba. A polimorfizmus 0sszehasonlithatosdga érdekében vizsgdltam tovabba két,

alfaj szinten eltérd R. gallica egyedet is.




2. Anyag és modszer

2.1.2. A sz6lo-magvatlansag markerezése soran felhasznalt csaladok

A sz0616 sztenospermokarp magvatlansagahoz kapcsolt marker vizsgalatara a Budapesti Corvinus Egye-
tem jogelddjének Szolészeti Tanszékén Sz. NAGY LASZLO dltal végzett keresztezésekbdl szarmazd két
hasad6 nemzedékét, tovabba a jelenleg a Pécsi Tudoméanyegyetemhez tartozd Pécsi Szdlészeti és Bo-
raszati Kutatéintézetben ifj. KOZMA PAL magvatlan csemegesz61l6 nemesitési programjabol szarmazé

utédnemzedéket vizsgaltam.

Az els6 esetben a CsET159 (*Augusztusi muskotdly’ syn. *Palatina’) x ’Superior Seedless’ fajtdval
végzett keresztezésbdl szdrmazd utédnemzedék (TII sorozat) fenotipusos és molekuldris analizisét
végeztiik el. A masik vizsgélt utédnemzedék a CsET164 x ’Flame Seedless’ keresztezésbdl szarmazott
(SI sorozat). A CsET164 a’Seyve Villard 12375 és az *Olimpia’ keresztezésével jott létre.

Vizsgaltam tovabba egy ifj. KOZMA PAL nemesitési programjabol szarmazo csaladot (VRH 3082-1-42
[V. rotundifolia x V. vinifera] BC4 x *Kismis moldavszkij’), amely a magvatlansdg mellett rezisztencia

géneket is tartalmaz peronoszporaval €s lisztharmattal szemben.

2.2. Felhasznalt modszerek

2.2.1. Mintagyiijtés és DNS kivonas

A rézsa levélmintdkat a gydjtés helyszinén -196 °C hémérsékletre hiitottem folyékony nitrogénben,
feldolgozasig -20 °C-on tdroltam. A szO6l6 magvatlansdg-vizsgdlatokhoz felhaszndlt csalddok koziil a
TI és SII nemzedékek esetében érett vesszot gydjtottem be és taroltam -20 °C-on. A BCy4 x ’Kismis
moldavszkij’ csaldd esetében id6s leveleket gy(jtottem Osszel, amelyeket feldolgozasig fagyasztva

taroltam.

Az AFLP vizsgélatokba vont rézsamintdk esetében levélbdl, a TI és SII sz616 csalddok esetében a fa-
gyasztott vesszOk hancsszovetébdl végeztem a DNS-kivonast Qiagen DNEasy Plant Mini Kit rendszerrel

(Qiagen, Venlo, Hollandia) a gyart6 utasitdsai szerint.

A Cell vizsgalatokhoz fiatal rézsa levelekbdl, a magavatlansdg vizsgalatokhoz a BC4 x ’Kismis mol-
davszkij’ csaldd esetében id0s, 6szi, fagyasztva tarolt levelekbdl XU et al. (2004) mddszere alapjan
tisztitottam DNS-t kisebb mddositdsokkal.

2.2.2. AFLP vizsgalat

Az AFLP eljarast VOS et al. (1995) leirasanak megfelelden végeztem, mintegy 50 ng DNS-b4I kiindulva.

A szelektiv amplifikdcio sordan fluoreszcens jeloléssel (FAM vagy JOE) ellatott primerek négy kombi-
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2.2. Felhasznalt mdédszerek

niciéjat haszndltam: EcoRI+ACT, EcoRI+ATG, Msel+CAG, Msel+CTT. A felszaporitott restrikcids
fragmenseket kapillaris elektroforézissel detektdltam (ABI Prism 3100, Applied Biosystems, Foster
City, USA). A futtatds eredményét a Genescan szoftverrel (Applied Biosystems) rogzitettem, majd
pszeudo-gélképpé alakitottam a Genographer szoftver segitségével. A gélmintdzatot bindris adatmatrix-

sza alakitottam (1: 1étez6 fragmens, O: hidnyz6 fragmens).

2.2.3. Rozsa ITS fragmensek Cell polimorfizmusa

A genomi DNS-r6l PCR reakciéval felszaporitottam az ITS régiét, A PCR reakciét standard ko-
rilmények kozott végeztem 50 °C primerkotési hémérséklettel, 1 perc extenzids idével, ITS5
(5" -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") és P2 (5’ ~-CTCGATGGAACACGGGATTCTGC-3") primerekkel.

Az ITS-szakaszok polimorfizmusdnak kimutatdsara hasznalt Cell enzimet KISS GYORGY BOTOND

(Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont, G6doll6) bocsétotta rendelkezésemre.

A PCR termékeket onmagukban, illetve referenciamintaval 1:1 ardnyban elegyitve 94 °C-on denaturdl-
tam, majd 1 6ran at inkubaltam Cell enzimmel 37 °C-on. A vagasi terméket denaturdld poliakrilamid

gélelektroforézissel valasztottam el 12 %-os denaturdl6 gélen.

2.2.4. A sz6lo-magvatlansaghoz kapcsolt SCAR-CAPS marker

A magvatlansdg nyomonkovetéséhez a LAHOGUE et al. (1998) altal kifejlesztett SCAR-CAPS
markereket hasznaltam. Az SCC8 primerpar (SCC8F 5’ -GGTGTCAAGTTGGAAGATGG-3’ és SCC8R
5/ -TATGCCAAAAACATCCCC-3') a magvas sdl és magvatlan SdI allélhoz kapcsolt scc8~ és SCC8*
allélokat felszaporitja standard reakcidkoriilmények kozott. A PCR reakciot 20 ul végtérfogatban, 60 °C

primerkotési hdmérsékletet €s 90 masodperc lanchosszabbitési 1d6t alkalmazva végeztem.

8,5 ul PCR termékhez 5 U BglII restrikciés endonukledzt (Fermentas International, Kanada) és 1 ul 10x
x koncentraciéju enzim-puffert adtam, az elegyet 1 6ran keresztiil inkubaltam 37 °C-on. Az emésztett
PCR-terméket agar6z gélelektorforézissel valasztottam el 1,2 %-os 1 x TBE gélben.

A PCR-termékeket homozigéta egyedek esetében folyadékbdl, heterozigota egyedek esetében gélbdl
kivagva tisztitottam, és pPGEM-T Easy (Promega, USA) TA kl6noz¢6 vektorba ligdltam. A probaemészté-
sek alapjan pozitiv klonokat a Biomi Kft. (G6dollo) szekvenalta. A szekvenciak feldolgozdsat az EMBOSS

programcsomag, valamint a CLC Sequence Viewer szoftver segitségével végeztem.




3. Eredmények

3. Eredmények

3.1. Rozsa fajok AFLP analizise

A 40 rézsamintan, 4 szelektiv primerkombinaciéval elvégzett AFLP vizsgdlat 327 polimorf 16kuszt
eredményezett. A 16kuszok mintegy 27 %-aban 10 % alatti fragmens-gyakorisdgot tapasztaltam, mind-
azondltal ezen lI6kuszok kizdrdsdval sem az ordinécié stressz-értéke, sem pedig a fak topoldgidja és
bootstrap timogatottsdga nem véltozott jelent6s mértékben, igy az adatelemzés sordn ezeket a I6kuszokat

is figyelembe vettem.

A fenogramok elkészitéséhez végzett tavolsagszamitas soran a harom vizsgélt metrika (Jaccard, Dice és
Ochiai) gyakorlatilag egységesen ugyanazt az eredményt adta, Ochiai médszere valamivel alacsonyabb
stressz-értékkel €s a 2 dimenzids ordindcié dbrdzoldsa sordn valamivel jobban elkiiloniild csoportokkal,
ezért a tovabbiakban az Ochiai indexen alapul6 elemzéseket vettem alapul. Az ordinécidn jol elkiiloniild
csoportként jelentkezett minden esetben — kiillonboz6é metrikdk, 2 illetve 3 dimenziés NMDS — a Pim-
pinellifoliae és a Rosa szekcid, valamint a késébbiekben kiilcsoportként hasznélt R. arvensis (Synstylae
szekcid). A Cinnamomeae szekciét képviseld R. blanda a Caninae szekcié képvisel6it tartalmazé

pontfelhd szélén helyezkedik el.

A bindris adatok bootstrap ismétléseibdl rajzolt konszenzus fét (1. dbra) a kovetkezdekben alulrdl folfelé
haladva mutatom be. A kiilcsoportként hasznalt (2) Rosa arvensist a Pimpinellifoliae szekci6 jol elkiilo-
niil6 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 alszekcigjaba sorolnak. A Pimpinellifoliae szekcio
72 %-os, illetve a fa fennmarad6 mintdkat tartalmazé csoportjanak 88 %-os bootstrap tdimogatottsagi
elkiiloniilése minden tovéabbi vizsgalatban megfigyelhetd volt, igy ez a rendszertani csoport igazoltnak
tekinthetd.

A kovetkez6 csoportot a Rosa szekcid tagjai alkotjak ([65] R. X damascena, [63] R. X speciosa, [42]
R. gallica és [26] R. gallica). A Rosa X damascena tobb ezer éves kultirtaxon, melynek egyik sziilgje
a Rosa gallica volt, mig a [63] R. X speciosa a R. gallica és a R. jundzillii hibridje. Szintén ebbe a
kladba tagozddott be a (22) R. X francofurtana, a (119) R. X kmetiana és a (50) R. jundzillii 68 %
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3.1. Roézsa fajok AFLP analizise

bootstrap tdmogatottsdgu csoportja. Morfoldgiai bélyegei alapjan a Rosa kmetiana bizonytalan eredetii
és helyzetl taxon, ugyanakkor egyértelmiien a R. gallica az egyik sziiloje (FACSAR, szébeli kozlés).
Szintén a R. gallica a pollenadé sziil6je a foldtorténeti miltban dllanddsult R. jundzillii hibrid taxonnak,
amelyet jelenleg a Caninae szekcid Trachyphyllae alszekcidjdba sorolnak, mivel a Caninae szekciot

meghatédrozo6 kiegyenlitetlen meidzis jellemzi.

l— 115_Rosa_inodora

99_Rosa_micrantha
0.56

98_Rosa_micrantha

125_Rosa_inodora

0.78 127_Rosa_canina

102_Rosa_agrestis

106_Rosa_agrestis

&: 101_Rosa_micrantha
0.58 0.83

107_Rosa_agrestis

89_Rosa_rubiginosa

77_Rosa_villosa

90_Rosa_horrida

68_Rosa_sherardii
124_Rosa_dumalis

0.84

| 110_Rosa_gizellae

117_Rosa_caesia

108_Rosa_x_vetvickae
| 0.76

0.56 123_Rosa_corymbifera
i 88_Rosa_rubiginosa
’ 0.76
111_Rosa_inodora

I 8l_Rosa_caryophyllacea
—_ 54_Rosa_jundzillii

21_Rosa_blanda

73_Rosa_pseudoscabriuscula

83_Rosa_zalana
'_E 23_Rosa_x_francofurtana

75_Rosa_x_spinulifolia
87_Rosa_szaboi

50_Rosa_jundzillii
| 0.83

0.68 119_Rosa_x_kmetiana

22_Rosa_x_francofurtana
42_Rosa_gallica
1.00 .
26_Rosa_gallica

63_Rosa_x_speciosa

65_Rosa_x_damascena

80_Rosa_heckeliana

0.72 9_Rosa_myriacantha

0.88 6_Rosa_pimpinellifolia

7_Rosa_pimpinellifolia

2_Rosa_arvensis

1. abra: A 40 Karpat-medencei rézsa taxon rokonsagi viszonyait mutaté dendrogram. A dendrogram 1000
véletlenszertien tjravételezett (bootstrap) AFLP adatmatrixbdl Ochiai tdvolsag-mutatd alapjan szdmolt
UPGMA fik konszenzusdt mutatja. Az egyes csoportok 50 % feletti tdmogatottsdgit az eldgazdsokndl
feltiintetett bootstrap értékek jelzik. Az dgak szine a szekcidt (fekete [R. arvensis kiilcsoport]: Sysnty-
lae, z6ld: Pimpinellifoliae, kék: Rosa, narancssirga: Cinnamomeae, barna: Caninae), a taxonnevek
hatterének szine a Caninae szekcid alszekciéit mutatjdk (zold: Vestitae, s:ziirke Trachyphyllae, sérga:
Rubigineae, kék: Caninae).
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3. Eredmények

A fa legnagyobb, a fennmarad6 mintdkat tartalmazé klddja a jelenlegi nomenklatira szerinti Caninae
szekcid tagjait tartalmazza. A szekcidn beliili elkiiloniilés kevésbé mutat tiszta képet. Az utébbi idoben
(POPEK, 1996, 2007) osszevont Caninae szekcidé megkiilonboztetett csoportjai kozott taldlunk nehezen
értelmezhetd helyzetd taxonokat. A nagyobb csoportok bootstrap értékei alacsonyak, igy messzemend

kovetkeztetések nem vonhatok le.

A fa koran ledgazé kladjain taldlhatok pl. a (87) R. szaboi és (83) R. zalana, melyek a Rubigineae
alszekcidhoz 4allnak kozelebb, dm a fan a Vestitae csoportba sorolt egyes taxonok mellé keriiltek
besorolasra. A R. szabdi a Caninae szekcid agéanak elsd, 54 % bootstrap tdmogatottsagu csoportjdba,
a (23) R. X francofurtana F; szabad beporzdsi magonca és a (75) R. x spinulifolia mellé keriilt beso-
rolasra. A R. zalana 95 % bootstrap tdmogatottsagui kapcsolatot mutat egy (73) R. pseudoscabriuscula
mintdval. Szintén ezekbe a kordn ledgazé kis csoportokba tagozdédik a Cinnamomeae szekcid egyetlen
vizsgélt képviseldje ([21] R. blanda). A (75) R. x spinulifolia-t egyik agrél a Cinnamomeae szekciotol
eredeztetik.

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

polifiletikus képet mutat.

Erdekes jelenség a Vestitae alszekci6 rendkiviil polifiletikus jellege, béar ezt okozhatja a csoportba
tartoz6 egyes taxonok hibriditdsa. A (108) R. X vetvickae, amely feltehetSen 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 interpretalhatd a (73) R. pseudoscabriuscula helyzete, amely szintén hibrid

eredet(i taxon, de csak az egyik sziil6 ismert (R. tomentosa X 7).

A mintakészletben szerepeltek olyan egyedek is, amelyek morfoldgiai bélyegeik alapjan ugyanazon
fajhoz tartoznak, &m kromoszémaszamuk eltérd. 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 vizsgélatban kozvetleniil egymds mellé keriilt besoroldsra, a konszenzus fan bootstrap
tdmogatottsaguk 100 %. A madsik ilyen taxon a R. micrantha, amelynek 98. szamu egyede hexaploid
(2n = 6x = 42) és feltehetGen recens hibrid, 99. sorszamu egyede a fajra jellemzden pentaploid (2n =
= 5x = 35). Bar e két egyed hasonlosdganak bootstrap tdmogatottsaga alacsonyabb (56 %), szintén

minden esetben egyiitt keriiltek besorolasra.

Az AFLP adatok kiértékeléséhez haszndlt fenoldgiai médszerek 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 megkozelités-
ben is megvizsgadlni. Amennyiben egy hibrid taxon egyardnt affinitdst mutat mindkét sziilé taxonjahoz,

azt a klasszikus fak nem tudjak abrazolni, mivel mindenképpen hierarchikusan kell besorolniuk minden
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3.1. Roézsa fajok AFLP analizise

taxont. A bootstrap ismétlések sordn az ilyen, két irdnyba hiizé hibridek miatt a csoportok bootstrap
tdmogatdsa lecsokkenhet. A konszenzus fahal6zatok ugyanakkor kivdléan alkalmasak lehetnek éppen az

ilyen esetek értékelésére.

A bootstrap elemzés fainak minimaélis konszenzus halézatat mutatja a 2. dbra. A Pimpinellifoliae taxonok
élesen elkiiloniild csoportja itt is megfigyelhetd, a szekcid gyakorlatilag kiilcsoportként funkciondl. A
Pimpinellifoliae szekciot a fan a R. heckeliana és R. arvensis elkiiloniilé agai, majd a Rosa és Caninae
szekciot tartalmazo csoport kovetik. A Rosa szekcid a tobbségi konszenzus elemzéshez hasonldan jol

elkiiloniil, ugyanakkor kivdldan ldtszik a hibridek kialakitasaban jatszott szerepe. Szamos hibrid, amely

21_Rosa_blanda

127_Rosa_canina

125_Rosa_inodora

|

102_Rosa_agrestis

101_Rosa_micrantha
4|£ 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

AT

54_Rosa_jundzillii

[ 73_Rosa_pseudoscabriuscula

83_Rosa_zalana

23_Rosa_x_francofurtana

X 75_Rosa_x_spinulifolia

87_Rosa_szaboi
63_Rosa_x_speciosa
[ 26_Rosa_gallica

L___'424Rosa7gallica

|

| 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

h

7_Rosa_pimpinellifolia

2. abra: A bootstrap elemzés konszenzus hdlézata. Az AFLP adatok 1000 bootstrap djra-mintavételezésébol
szamitott UPGMA fak minimalis hal6zat konszenzusa (20 % hatarértékkel).
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3. Eredmények

a tobbségi konszenzus fan ,.erdltetetten” keriilt besoroldsra, a Caninae és Rosa szekcidk kozotti hibrid
csoportot alkot. Ilyen hibridek a (63) R. speciosa, a (87) R. szaboi, (75) R. x spinulifolia, (23) R. X
X francofurtana; tovabba a hibridizacios folyamatokban a fa szerint szintén aktivan részt vevo (83) R.

zalana, (73) R. pseudoscabriuscula, (54) R. jundzillii.

A (21) R. blanda (Cinnamomeae szekcid) elvélik a Caninae szekciotdl. A Caninae alszekci6 tagjai ([81]
R. caryophyllacea, [117] R. caesia, [124] R. dumalis) tagjai a fahdl6zaton jobban elkiiloniilnek, mint a
tobbségi konszenzus fan, ugyanakkor ide tagozddik be a (110) R. gizellae, tovabba a (127) R. canina —

amely nem egy tipusos canina rézsa — a Rubigineae szekci6hoz soroldodik.

A hdlézat konszenzus alapjan megerdsitést nyert, hogy a Vestitae szekcié mintakészletiinkben megta-
lalhat6 egyedeinek nagy része hibrid eredet(i, ezzel magyardzhat6 tehat polifiletikus jellegiik a tobbségi

konszenzus fan. A Rubigineae alszekcio szintén egységesebb képet mutat.

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

szekcioit és részben a Caninae szekcio alszekcidinak elkiilonitését.

Filogenetikai megkozelités

Az AFLP adatok fenetikai alapu értékelése mellett filogenetikai szempontbdl is elemeztem a vizsgélt
mintakat. A ,reticulate network™ (hibridizdcids halézat) olyan halézat, amely kifejezetten a hibridizaciéd
evoluciéban betoltott szerepét hivatott megjeleniteni. A hibridizaciés hal6zat mar alkalmaz evolicids
modellt a fa felépitéséhez. Az AFLP adatok alapjéan feléllitott hibridiz4dciés halézaton (3. dbra) a Pim-
pinellifoliae és a Rosa szekciok hatarozott elkiiloniilése mellett valamelyes ,,javulast” mutat a Caninae
szubszekcid, amely ezen elemzés alapjan monofiletikus. A kordbbi elemzésekhez képest szintén javult a
Trachyphyllae alszekci6 ([50] R. jundzillii, [54] R. jundzillii és [63] R. X speciosa) helyzete is, 4m azok

tovdbbra sem alkotnak egységes kladot.

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

eredet(i csoportok nem jelentkeznek olyan egyértelmiien, mint a fenetikai fak halézatin (2. dbra).

A fenetikai elemzésekben egymdstdl 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 kivételével
([119] R. kmetiana, [87] R. zalana és [83] R. szaboi) monofiletikusnak bizonyult a Rubigineae alszekcid.

A filogenetikai megkozelités — ezen beliil is els6sorban a hibridizaciés haldzat — képes volt tehat feloldani
szamos olyan leszdrmazdasi vonalat, amelyeket a fenetikai elemzés nem tudott kezelni (Rubigineae és
Canina alszekciok), ugyanakkor a fenetikai megkozelités, ill. a bootstrap mintavételezésbdl szadmitott

UPGMA fék hal6zati konszenzusa rendkiviil j61 kiemelte azokat a taxonokat, amelyek hibrid eredetiiek.
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Sect. Caninae
subsect. Caninae
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3. dbra: A vizsgalt rézsa taxonok hibridizdcion alapuld evoliciés modell alapjan feldllitott evolicids halézata. A
Caninae szekcié Caninae alszekcidjanak tagjait vastagon, a Vestitae alszekci6 tagjait vastagon és dblten
szedett bettk jelzik.

3.2. Szolo-magvatlansag nyomonkovetése SCAR-CAPS markerrel

3.2.1. SI és TII hibridcsaladok

Az Sz. NAGY LASZLO 4ltal végzett keresztezésekbdl szarmazé TII és SI hasadé nemzedékekben az
SCC8 SCAR-CAPS marker kivdléan kovette a vizsgalt egyedek fenotipusat: a marker alapjan magvatlan
novények valoban nem, vagy csak fejletlen maggal rendelkeztek, mig a marker alapjan magvasnak

mutatkoz6 novények valéban magvasak voltak.

Az SI csalad esetében a magvatlan "Flame Seedless’ apavonalat a szakirodalom (ADAM-BLONDON
et al., 2001) SCC8*"/? genotipusuként irja le, azaz az SCC8" allé]l mellett vagy egy szintén domindns
allélt, vagy pedig egy null-allélt hordoz. A CSET164 apavonal SCCS genotipusa el6z6leg ismeretlen volt,
vizsgélataim alapjan elsddlegesen elmondhatd, hogy scc8™/? genotipusu. Az, hogy az utddpopulacioban

SCC8"/? genotipusu egyedek is eldfordultak, tovabbd hogy igen nagy szdmban tapasztaltam olyan
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eseteket, amelyekben a SCAR-CAPS marker PCR 1épése sikertelen volt, arra utalnak, hogy a CSET164

szintén tartalmaz egy null allélt, azaz SCCS8 genotipusa scc8™ /0.

Ezt a feltételezést alditdmasztja az a tény, hogy a 0/0 genotipust egyedek esetében 50 °C primerkotési
hémérsékletet alkalmazva kaptunk PCR terméket — a DNS-mintdk tartalmaztak tehdt DNS-t és az PCR
reakciora alkalmas volt —, ezek azonban csak a PCR termék végénél talalhat6 hasitohelyet tartalmazték,
illetve egyszer sem sikeriilt teljes emésztést elérni. Ezek, illetve az SCCS 16kusz jellemzése sordn kapott
eredmények (3.3. fejezet) alapjan a csokkentett primerkotési hdmérséklettel kapott PCR termék nem a
magvatlansagért felelds SdI gént hordoz6 18., hanem feltehetéen a 4. vagy 19. kapcsoltsdgi csoportokrol

keriiltek felszaporitésra.

A TII csaladban — az SI csaldddal ellentétben — kizarhatd, 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 mintak, amelyek SCC8"/? genotipust mutattak a gélen, tovabbd olyan egyedek
is, amelyek esetében nem sikeriilt az SCC8 16kuszt felszaporitanom. A gélen megfigyelt tipusok ardnya
legjobban ahhoz az alaphelyzethez kozelit, amelyben egy heterozigéta és egy recessziv homozigéta
keresztezésével 1:1 ardnyd hasadast kapunk, 4m ebben az esetben az SCC8"/? tipust miterméknek,
a 0/0 tipust pedig technikai problémanak kell tekinteni, erre azonban a tobbi csaldd esetében nem volt

példa.

3.2.2. VRH 3082-1-42 (BC4) x ’Kismis moldavszkij csalad magvatlansaga

A jelenleg a Pécsi Tudomanyegyetemhez tartozd Szolészeti és Bordszati Kutatdintézet multirezisztens,
magvatlan csemegesz6l6 nemesitési programjaban ifj. KOZMA PAL a Vitis rotundifolia-t6l szarmaz6

negyedik visszakeresztezési nemzedékét hasznélja rezisztencia-forrdsként.

Mivel a sziil6k SCC8 genotipusardl nem rendelkeztiink el6zetes informacidval, megvizsgaltuk a keresz-
tezésekben leggyakrabban hasznalt fajtdk (BCy4 rezisztenciaforras, valamint ’Kismis vatkana’, *Kismis

moldavszkij’ magvatlansagforrdsok és a "Nimrang’ fajta) SCCS8 genotipusat.

A kontrollként hasznalt, az SdI 16kuszra dominans homozigéta ’Sultanina’ (syn. ’Thompson Seedless’)
fajta az irodalombdl ismert SCC8T/SCC8" genotipust mutatta. Szintén domindns homozigétanak bizo-
nyult a "Kismis vatkana’ fajta, ez esetben azonban nem zérhat6 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/Il enzim a magvassdghoz kapcsolt
hasitéhelyen. Mivel azonban a PCR-termék tobbi fajtandl tapasztalhaté méretcsokkenését — amelyet a

Bglll enzim SCC8™ és scc8™ allélokra egyarant jellemz3, a 73. nukleotid-pozicidban torténd hasitdsa

eredményez — nem figyeltem meg; feltételezem, hogy a PCR termék nem a megfeleld 16kuszrél szarma-
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zik (3.3. fejezet). Ezt a feltételezést aldtdmasztja az is, hogy a ’Nimrang’ fajtdndl csak 50 °C primerkotési

homérséklet alkalmazasaval kaptam PCR terméket, szemben az egyéb kisérletekben hasznalt 60 °C-kal.

~1010 bp
~940 bp
~700 bp

~240 bp

SCC8% scc8”

sccs'? scc87?

A/ Pstl

2443

1159
1093

805

514

339
264

4. abra: A magvatlansdg markerezése soran a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ csalddban tapasztalt gélmintdzatok
jellegzetes példdi. PCR: PCR termék emésztés nélkiil ; BglIl és Pstl: emésztett PCR termék ; PCR-: PCR
negativ kontroll ; Méretmarker: PstI-emésztett A fag DNS.

A vizsgalt magvatlan fajtak kozil a
"’Kismis moldavszkij® volt az egyet-
len, amely heterozigétanak bizonyult az
SCC8 16kuszra SCC8"/scc8~ genoti-
pussal. A BCy4 csak a 16kusz dominans
alléljat mutatta. Mivel a BC4 magvas
tipus, SCC8 mintdzata alapjan mégis
magvatlan képet mutat — azaz a fajta
vagy a hasitohelyre mutdns, vagy re-
kombinans SCC8 allélt hordoz —, a BC4
keresztezésekben a marker hasznalata
korléatozott. Csak azokban a keresztezé-
sekben hasznalhat6 érdemben a marker,

ahol a magvatlansdgot hoz6 apai sziil6-

KM KM
SCCc8* sce8™
BCy4 SCC8T(R)/ISCC8T | SCC8T(R)/scc8™
BCy SCCS8*/0 sce8~/0
e

5. abra: Az SCC8 16kusz 0roklédésének Punett-tabldja a BCy x
x *Kismis moldavszkij’ hibridnemzedékben. KM : *Kismis
moldavszkij’, SCC8' (R): a BCy feltételezett rekombinans,
vagy a BgllIl hasitéhelyben mutalédott allélja, 0: A BCy
feltételezett null allélja. A gélrészleteken bal oldalon a PCR
termék, mellette a Bg/II hasitds eredménye l4thato.

vonal a markerre nézve is heterozigéta. Ezek alapjan kezdtiik el vizsgalni a BC4 x ’Kismis moldavszkij’

csaladot.

A BCys x ’Kismis moldavszkij’ csalddban megfigyelt gélmintdzat-tipusokat mutatja a 4. dbra. Az
SCC8"/scc8™ heterozigotdk (pl. 11-3/4) és az SCC8T/? ,jhomozigétdk™ (pl. 11-6/6) mellett a csaldd

vizsgalata sordn 13 esetben tapasztaltam azt, hogy a marker csak a magvassagért felel6s sdl allélhoz
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3. Eredmények

kapcsolt scc8™ allélt mutatta (pl. 11-7/6, 4. dbra). Mivel ezek az egyedek a csaldd vizsgélt egyedeinek
17 %-at adtak €és a fenotipizalas sordn kivétel nélkiil magvasnak bizonyultak, feltételeztem, hogy a BCy
hordoz egy null-allélt. A fentiek ismeretében — azaz egy ,,rekombinans” €s egy null allélt feltételezve a
BC4 sziiloben — feldllitottam egy feltételezett Punett-tablat (5. dbra). A sztenospermokarp magvatlansig
szempontjabol heterozigéta *Kismis moldavszkij” SCC8" és scc8~ alléljai mellett a keresztezésben a
BC,4 rekombindns (SCC8T[R]) és null alléljai jatszanak szerepet. A 5. dbran felrajzolt Punett-tdbla
alapjan 2:1:1 ardnyban kell kapnunk SCC8"/? (SCC8'[R)/SCC8" és SCC81/0), SCC8T/scc8™ és
scc8~ /0 genotipusu egyedeket.

A BC4 x ’Kismis moldavszkij’ nemzedékben a magvatlansag 1:1 ardnyban, az SCCS8 16kusz pedig — a
felallitott Punett-tablanak (5. dbra) megfelelden — 2:1:1 ardnyban 6rokl6dott. Mindkét hasadasi aranyt
tdmogatja a %> préba (1. tablazat). A BC4 x *Kismis moldavszkij’ csalddban megfigyelt magvatlansag-

és marker-hasaddsi ardny aldtdmasztja tehat a ,,rekombinans” €s a null-allél jelenlétét a BC4 esetében.

1. tablazat: A sztenospermokarp magvatlansdg hasadasi aranya, valamint az SCC8 16kuszon megfigyelt genotipu-
sok ardnya a BC4 x ’Kismis moldavszkij’ nemzedékben.

Magvatlan Magvas Osszesen | Eloszlas | x>
SCC8T(R)/ISCC8T | SCC81/0 | SCC8"/scc8~ \ scc8~/0
Fenotipus 44 34 78 1:1 1,282
Genotipus 44 18 ‘ 13 75 2:1:1 2,919

3.3. Az SCC8 16kusz jellemzése, markerfejlesztés

Az SCC8 16kusz alaposabb megismerése érdekében elsdként lokalizdltam azt az id6kozben publikélt
"Pinot Noir’ ,,homozigéta” genomon (JAILLON et al., 2007). 15 % mismatch parosodést engedélyezve
az in silico PCR felszaporitott harom l6kuszt a 4., 18. és 19. kapcsoltsdgi csoportokrdl (6. dbra),
amelyek mindegyike megkozelitSleg 1 000 bp hosszi volt. A Bg/Il hasitéhelyeinek helyzete alapjan
az SCC8 16kusz a 18. kapcsoltsagi csoporton helyezkedik el. Ezek alapjan felmeriilt a kérd€s, vajon a
BC4 esetében tapasztalhaté domindns marker (SCC8™) a megfeleld 16kuszrol keriil felszaporitéasra, vagy

esetleg a 4. vagy 19. kapcsoltsagi csoportrdl ?

A 19. kapcsoltsagi csoporton taldlhaté 16kuszt a Bg/Il enzim nem emészti, és mivel a BCy x ’Kismis
moldavszkij’ csalddban a PCR termék méretének csokkenését minden esetben tapasztaltam (4. dbra),
kizartam annak a lehetdségét, hogy az SCCS8 primerek a csalddban ezt a 160kuszt felszaporitjdk. Ugyan-
akkor feltehet6en ez a 16kusz keriil amplifikaciora 50 °C primerkotési hOmérsékleten a *Nimrang’ fajta

esetében.
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3.3. Az SCC8 16kusz jellemzése, markerfejlesztés

%@I 200 400 600 [pstl] [Pstipo {Pst]
1 -
Av4

chr4 KA A A A

Bglil 2?0 Hindlll 400 600 Bglll Sall 1 0?0

chr18 Y'Y A %

i

n |
chr19 A

6. abra: A ’Pinot Noir’ PN40024 kl6n genom-szekvencidjar6l SCC8 primerekkel in silico felszaporitott 16kuszok
mérete €s azok Sall, Bglll, Pst1 és HindIlI hasit6helyei.

Annak ellendrzésére, hogy a BC4 PCR terméke a 4. vagy a 18. kapcsoltsagi csoportrdl szarmazik,
a PCR terméket Pstl restrikcids endonukledzzal emésztettem. A 4. dbrdn lathatd, hogy a Pstl enzim
nem emésztette a PCR terméket, ezek alapjan a BC4 PCR terméke tehat a 18. kapcsoltsdgi csoportrol

szarmazhat.

Ezek utan felmeriilt a kérdés, mi okozza a magvas BC4 SCC8" alléljanak dominans jellegét: pontmutd-
ci6 a hasitéhelyben, vagy rekombinécié ? A kérdés megvalaszoldsa érdekében megszekvendltam a jelleg-
zetes tipusok SCC8 16kuszait. A *Kismis moldavszkij’ fajta PCR termékét — 1évén a fajta SCCS8 16kuszra
nézve heterozigéta — klénoztam, egy SCC8"/0 és egy scc8~/0 genotipusi egyedrdl felszaporitott PCR
terméket pedig direkt szekvendltam. A direkt szekvenalds azonban nem adott értékelhetd szekvenciat,

ezért kés6bb ezt a két tipust is klonoztam.

0.0

BC4_1_1
KM_1_1
BC4_2_1
KM_9_1
KM_2_1

4117671071
9 KM_3_1
1176_11_1

chrl8

| chrl9

chr4

7. abra: A szekvenalt SCCS8 16kuszok NJ fdja. Az elagazason szerepls értékek az 1 000 tjravételezésbdl szamitott
szdzalékos bootstrap tdmogatottsdgot jelzik. KM: ’Kismis moldavszkij’; chr4, chr 18, ch19: a ’Pinot
noir’ genomszekvencidjanak 4., 18. és 19. kapcsoltsagi csoportjainak SCC8 primerekkel felszaporithatd
szakaszai.

A ’Kismis moldavszkij” PCR termékek klénjainak kontroll Psfl emésztése sordn megjelent egy olyan
sav, amely arra utal, hogy a PCR termékek populéacidjaban — ha alacsony mértékben is — taldlhatok olyan

fragmensek, amelyek nem a megfelel6 16kuszrdl keriilnek felszaporitasra (jelen esetben a 4. kapcsoltsagi
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3. Eredmények

csoportrdl). Ez a jelenség megmagyardzza azt is, hogy az elvileg egyetlen allélt hordozd genotipusok

esetében nem bizonyult jarhatd dtnak a direkt szekvendlas.

A klénozott SCCS8 allélok tobbszoros illesztésébdl rajzolt fa (7. dbra) alapjan a BC4 SCC8 16kusza

a legtobb pontmuticié esetében a KM9 és KM2 (’Kismis moldavszkij” magvatlan alléljai) klénok

pontmutacidival egyezett meg, ami azt valdszinisiti, hogy a BC4 allélja nem egyedi pontmutéciét hordoz,

hanem rekombindans az SdI €s scc8~ 16kuszok kozott.

Tovabbfejlesztett SCC8 marker

Az SCCS8 16kusz elemzése sordn bebizonyo-
sodott, hogy a LAHOGUE et al. (1998) 4l-
tal kozolt, az SCCS8 16kusz falszaporitdsara
alkalmas primerek haszndlata esetén fennall
a lehet&sége annak, hogy a primerpér a 4.
és 19. kromoszomaro6l is felszaporit allélo-
kat, amelyek mindazondltal nem kapcsoltak
a magvatlansidghoz, igy torzithatjak az ered-

ményeket.

Ennek a lehet6ségnek a kikiiszobolése érde-
kében Uj primereket terveztem (2. tabldzat).
Az uj primerek megtervezése soran az egyik
legalapvetobb szempont az volt, hogy a 4.
és 19. kapcsoltsagi csoportjainak az SCC8
l6kuszhoz hasonl6 szakaszaival ne legye-
nek komplementerek. Az 0j primerek szere-
pe a megbizhatésdg novelése mellett annak
megéllapitdsa volt, hogy a BC4 null alléljat
okozhatja-e a primerkotShelyek pontmutaci-
6ja, vagy annak oka egy nagyobb mértéki
atrendez6dés, kiillonbozbség.

Az 1j primerek minden kombindacidjaval si-
keresen amplifikdltam az SCC8 16kuszt, a ha-

sitdsi eredmények alapjan a marker tovdbbra

2. tablazat: Az SCCS8 16kuszra tervezett, a 4. és 19. kapcsolt-
ségi csoportokat kizaré primerek szekvencidi.

Oligonukleotid Szekvencia

scc-F6 5’ -CAAGTTGGAAGATGGGGAGT-3’
scc-F61 5’ -GCACCTGGGGAAGATCTCAT-3’
scc-R850 5" -CCAGGGGGTCTITTTAAAGTIG-3"
scc-R914 5" -TCAAAAGAGGGTTGGCTCAC-3'
| e | e | o

8. abra: Sz6l6-magvatlansdg nyomonkovetése az scc-F6 és
scc-R914 4j SCC primerekkel. Méretmarker: Pstl-
emésztett A fag DNS.

is alkalmazhat6 a magvatlansagért felel6s domindns SdI 16kusz nyomonkovetésére. Az elvégzett kisér-

letek sordn egyik primerkombinédcié esetén sem tapasztaltam olyan esetet, amikor a BC4 null allélja

megjelent volna (8. dbra).
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

4.1. Magyarorszagi rozsa fajok AFLP vizsgalata

A ploidszint hatasa a kapott eredményekre

A Caninae szekcidra jellemz6 kiegyenlitetlen meidzis fontos kovetkezménye, hogy a szekcid hibridjeit
matroklin 06roklés jellemzi mind a fenotipusos tulajdonsdgok (WERLEMARK and NYBOM, 2001), mind
pedig a molekularis markerek (WERLEMARK et al., 1999; NYBOM et al., 2004, 2006) tekintetében.
A megtermékenyités sordn példdul a pentaploid anyai partner 4x — tetraploid sziil6 esetében 3x,
hexaploid sziil6 esetében 5x — kromoszémaszerelvénnyel jarul hozzd a zigéta genomjihoz, mig az
életképes pollenek a sziil6 kromoszémaszamatol fiiggetleniil haploidok, 1x kromoszémaszerelvénnyel.
A rézsdknal gyakran tapasztalt erds anyai hatds maésik oka lehet, hogy spontdn apomixisre hajlamosak
(WERLEMARK, 2000).

Az anyai 0roklodés azonban a fenotipusos tulajdonsdgok esetén nem mindig érvényesiil. Mig az
epikutikuldris viaszok a Caninae szekcion beliili reciprok keresztezésekben anyai 6roklddést mutattak
(WISSEMANN et al., 2007), egyes tulajdonsdgok a Caninae szekcidban is apai vonalon 6roklédnek
(R1TZ and WISSEMANN, 2003). Az apai 0roklodésti tulajdonsdgok kozott rdaddsul vannak olyanok
is, amelyek fontos hatdrozobélyegek. Ilyen tulajdonsdg pl. a csészelevelek lehulld vagy fennmaradé
volta a termésérés sordn. A R. canina és R. rubiginosa esetében Caninae meidzisuknak koszonheten
anyai O0roklodést feltételezhetiink, 4am WISSEMANN and RITZ (2007) megmutattdk, hogy a két faj
reciprok keresztezése esetén a csészelevél lehulldsa apai vonalon 6roklédik. Ez zavart okozhat az egyes
insterspecifikus hibridek besoroldsandl, ugyanis az apai tulajdonsdgok alapjan valamely fajhoz sorolt

taxonok a molekuldris markerek alapjan a masik sziil6hoz keriilhetnek kozelebb.

A kiegyenlitetlen meidzis eredményeként a potencidlis genetikai valtozékonysdg csokken, mivel a
sziil6i kromoszomak szétvaldsaban és a homol6g rekombindcidban csak a hét bivalens vesz részt. Ezt
ellenstilyozza ugyanakkor az a — szintén a kiegyenlitetlen meidzisnak kdszonhetd — tény, hogy a Caninae
szekcid egyedei konnyen képeznek fertilis hibrideket akdr més szekciok tagjaival is, mikozben képesek

megtartani Caninae jellegiiket.
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

Az AFLP adatok értékelése

A nem metrikus tobbdimenzids skalazds (NMDS) nem szamit elterjedt eljarasnak az AFLP adatok
értékelésére, bar egyes tanulmédnyok elsdsorban ezen kiértékelés alapjan interpretdljdk eredményeiket
(O’HANLON et al., 1999). A médszer nagy eldnye, hogy nem erdlteti csoportok kialakitdsat igy a kétes
helyzetli taxonok (pl. hibridek) nem keriilnek besoroldsra egyik vagy masik lehetséges helyzetiiknek

megfelelden, elfedve igy valddi intermedier helyzetiiket.

Az AFLP adatok értelmezésének egyik legelterjedtebben haszndlt megkozelitése a bindris adatmétrixbol
szamitott egyszer( kiilonbozdségi mutatdkon alapuld csoportképzési eljaras (BONIN et al., 2007). Az
UPGMA dendrogram alacsony bootstrap tdmogatottsdgdnak egyik okat abban latom, hogy a hibrid
taxonok sziileik markereit vegyesen hordozzdk, igy helyzetiikk bizonytalan, a csoportképzési eljarast
megzavarjak. Az adatok véletlenszerli megvéltoztatasdaval azok egyik vagy madsik sziil6 taxonjukhoz
keriilnek besoroldsra, igy a szigord csoportképzési eljards igen kiilonbozd fakat eredményez, amelyek
konszenzusa végiil nem tekintheté megbizhaténak. Ha a bootstrap adatok valéban a hibridek valtakoz6
besoroldsa miatt alacsonyak, akkor a bootstrap djra-mintavételezésbdl szamitott UPGMA fak készlete

éppen azt az inform4cidt hordozza, amit a hagyomanyos konszenzus fa nem képes megjeleniteni.

Erre a problémadra a fahal6zatok metodikai csoportja jelentheti a megoldast, amely egy viszonylag uj
(HUSON et al., 2009) eljarasnak tekinthet6 a faképzési modszerek kozott, amelyet eddig elsGsorban
elméleti, illetve modell adatmatrixokon alkalmaztak. Az elvardsoknak megfelelGen a hibridek legtobbje
— szdrmazasatdl fiiggden — jol elkiiloniild csoportot képzett és magyardzatot nyert a fanak szamos olyan
dga, amely a hagyomdnyos konszenzus fan nehezen volt 6sszeegyeztethetd a morfoldgiai bélyegeken
alapul6 osztalyozassal, illetve a taxonokkal kapcsolatos ismeretekkel. A hibridek elhelyezkedése ugyan-
akkor megfelelt az NMDS alapjdn vdrtakkal, &m az 4abrazolas ezen moddja joval atlathatobb, mint az
NMDS esetében.

A fahdlézatokhoz hasonldan a hibridizaciés hdlézatok is a filogenetika egy viszonylag 4j metodikai 4gat
képviselik (HUSON and KLOEPPER, 2005). Az elvégzett elemzések koziil a hibridizacios haldzat (3.
abra a 15. oldalon) volt az, amely a legjobban tdmogatta a klasszikus rézsa rendszereket, ezen beliil
is els6sorban a Caninae szekcid egyes alszekcidit (Caninae, Rubigineae), mig mas szekciok (Vestitae,

Trachyphyllae) tovabbra sem kiiloniiltek el hatdrozottan.

4.1.1. A vizsgalt rézsa taxonok rendszertani viszonyai

Az aldbbiakban megkisérlem — a mintakészlet dltal meghatarozott kereteken beliill — a Rosa nemzetség

vizsgalt taxonjainak rendszertani viszonyait roviden bemutatni, értelmezni.

A Pimpinellifoliae szekci6 kivétel nélkiil minden elemzésben j6l definidlt csoportot, klddot alkotott,

ami aldtdmasztja a szekcid elkiilonitését a Rosa nemzetségen beliil; meg kell azonban jegyezniink,
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hogy a harom vizsgdlt egyed genetikailag feltehetden igen kozel 4ll egymdshoz, azok nem képviselik
a teljes Pimpinellifoliae szekciét. Tobb esetben ebbe a csoportba keriilt besoroldsra a R. heckeliana,
ugyanakkor az NMDS diagramon lathatd, hogy a taxon valdban elkiiloniil a Caninae szekcié egyedeitdl.
A kozos csoportba soroldst okozhatja az, hogy a Pimpinellifoliae szekcid és a R. heckeliana egyarant
élesen elkiiloniilnek a tobbi vizsgalt egyedtdl. A hibridizacios hilézat eredménye megerdsiti (KOOPMAN
et al., 2008) megfigyeléseit, akiknek bayes-1 elemzésében a szekcidé a rézsa nemzetség egyik alapi

szekcidjaként jelent meg.

A Rosa szekci6 képviseldi a Pimpinellifoliae szekcidhoz hasonl6an jol definialt csoportot alkottak annak
ellenére, hogy szdmos vizsgalt interszekciondlis hibrid egyik oldalrdl a Rosa szekci6tdl szarmaztathato,
ezek kozill némelyik gyakran a Rosa kladra, illetve csoportba keriilt ([119] R. X kmetiana, [50] R.
Jundzillii). A (23) R. X francofurtana F; hibridet a hibridizaciés hal6zat kozvetleniil a ,,klasszikus” (22)
R. francofurtana mellé sorolta, mig a fenetikai elemzések sordn a két taxon kozott nem mutatkozott
kapcsolat. A Rosa szekcié koriilhatarolt jellege, illetve megfigyelt kapcsolata a Caninae szekcidval
egyezik a kordbbi molekuldris genetikai vizsgilatok eredményeivel (RITZ et al., 2005; KOOPMAN et al.,
2008).

A Caninae szekci6 jol koriilhatarolhatd csoportot alkotott mind a fenetikai, mind pedig a filogenetikai
elemzések sordn, 4m az alszekcidk tekintetében a helyzet kevésbé egyértelmi. Az alszekcidk Gsszeveté-
sét a szakirodalmi adatokkal megneheziti, hogy kevés tanulmény tér ki azok elemzésére. A Rubigineae
alszekci6 Caninae szekcion beliilli KOOPMAN et al. (2008) altal megfigyelt hatarozott elkiiloniilését csak
a hibridizaciés haldzat igazolta. A Vestitae és Trachyphyllae szekciok polifiletikus jellege KOOPMAN
et al. (2008) ezen alszekcidkra vonatkoz6 kovetkeztetéseivel 6sszhangban, az AFLP adatok alapjan nem

teszi indokoltta azok alszekcid szintli besorolasat, elhatarolasat a Caninae alszekciotol.

Eredményeim alapjan az AFLP kivdléan hasznilhaté olyan komplex multi rendszertani csoportok
vizsgdlatdra, mint amilyen a Rosa nemzetség. Az AFLP adatokbdl szamitott tdvolsdgok bootstrap djra-
mintavételezésébdl rajzolt fahaldzat, tovabba a hibridizacids haldzat egyiittesen alkalmazva adhatjak a
megfeleld eszkozt a kutatd szdmdra. Az el6bbi médszer az egyes hibridek leszarmazdsat magyardzza,
illetve mutatja meg, mig a masodik a hibrid eredetli taxonok csoportképzést zavard hatasat képes

feloldani.

Ezek az eredmények nagy segitséget nyudjthatnak barmely més olyan taxoncsoport rendszertani kapcso-
latainak értelmezése sordn, amelyeknek kialakuldsdban, illetve alakuldsdban a hibridizacid, az introg-
resszié meghatdrozo szerepet jatszik. A sz6l16 egyike az ilyen nemzetségeknek, ahol az utébbi idSben
egyre inkdbb kozéppontba helyezddik a kérdés: vajon a V. sylvestris 6nall6 fajként értelmezhetd-e,
létezik-e még, é€s milyen szerepet jatszott a V. vinifera faj kultdrevolicidjdban (THIS et al., 2006; BODOR
et al., 2010).
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

4.2. A szolo-magvatlansag markerezése

4.2.1. Az SCC8 marker oroklodése a vizsgalt csaladokban

Az, hogy az Sz. NAGY LASzLO 4ltal végzett keresztezések utédnemzedékeiben (SI és TII csaladok) —
még ha alacsony ardnyban is — megfigyelhets volt az SCC8"/? tipus jelenléte, arra enged kovetkeztetni,
hogy a ’Superior Seedless’ pontos SCC8 genotipusa SCC8"/scc8~, mig a ’Palatina’ fajtdé scc8 /0.
Utobb a ’Palatina’ fajta esetében szintén null allél jelenlétére kovetkeztettek tanulmanyukban KORPAS
et al. (2009).

A BC4 x ’Kismis moldavszkij’ keresztezésben a BC4 magvas anyavonal SCC8"/? genotipust, azaz
,homozigéta magvatlanként” viselkedett. Az utédnemzedék markerezése sordn kapott eredmények

alapjan valoszintsithetd, hogy a BC4 hordoz egy null allélt és egy rekombindns allélt.

A SCC8* allél jelenlétére a BCy-ben két magyardzat is elképzelhetS: pontmutdcié a hasitéhelyben,
illetve rekombinéci6 az SCC8 és Sdl 16kuszok kozott. A *Kismis moldavszkij” és BCqy SCCS alléljainak
szekvencidi (7. dbra) alapjdn kimutathat6 azonban, hogy a BC4 domindns SCC8™ allélja nem pontmuta-

ci6, hanem rekombinéci6 eredménye.

4.2.2. Az SCC8 l6kusz jellemzése

Munkdm sordn bebizonyosodott, hogy a LAHOGUE et al. (1998) éltal tervezett primerek nem csak
a magfejlédés inhibitor SdI 16kuszt hordozé 18., hanem a sz816 4. és 19. kapcsoltsagi csoportjardl
is felszaporit(hat)nak egy kozel 1 kb hosszusdgi szakaszt. Ezt aldtdmasztjdk a lecsokkentett (50 °C)
primerkotési homérséklettel végzett kisérletek, amikor a PCR 1épésben akkor is kaptam PCR terméket,
amikor a primerek szekvencidjanak megfeleld 60 °C-os primerkotési hdmérséklettel nem tapasztaltam
amplifikdciot, tovabba hogy a PCR termék hasitdsa alapjan a fragmensek a 4. (pl. a ’Nimrang’ fajta

esetében) vagy a 19. (pl. a ’Kismis moldavszkij’ esetében) kapcsoltsdgi csoportrdl szarmaztak.

A hédrom, SCC8 primerekkel felszaporithaté kozel azonos méretli "Pinot noir’ 16kusz jelenléte Gjabb
bizonyitéka lehet a sz616 hexaploid eredetének (JAILLON et al., 2007). Bar a 16kuszok szekvencidja
hatdrozottan eltér, azok hasonlésigai, illetve kozel azonos méretiik aldtdmasztjdk a szO6l6 evoldcidja

sordn tortént hexaploidizaciot.

Tovabbfejlesztett SCC8 marker

Az 1j primerparok nem kotédtek in silico a *Pinot noir’ genomszekvencidjanak 4. és 19. kapcsoltsagi
csoportjahoz még 30 % hiba (mismatch) engedélyezésével sem, ugyanakkor mindkét allélon megtalaljak

a komplementer szekvencidkat. A magvatlansdg nyomonkdvetésére mindamellett valtozatlanul alkal-
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4.2. A sz6l6-magvatlansag markerezése

masnak igérkeznek (8. dbra), az scc-F6 — sccR914 primerpér az eredeti SCC8 primerparral megegyezd

eredményt adott.

Az 1j primerparokkal sem lehetett felszaporitani azonban a null allélt. Amennyiben a null-allélt mégis
felszaporitotta volna, akkor annak a gélen meg kellett volna jelennie (8. dbra). Ha ugyanis az domindns
(SCC8™), akkor az scc8 /0 genotipust 11-7/6 egyednél latszania kellene, ha pedig recessziv (scc8™),
akkor pedig a BC4 gélképén kellene heterozigéta genotipust latnunk.

A fenti megfigyelések ellentmondanak KORPAS et al. (2009) feltételezésének, amely szerint — DAKIN
and AVISE (2004) mikroszatellitek esetében tapasztalhaté null allélokkal kapcsolatos javaslataira ala-

pozva — a null allél jelenlétét a primerkotShelyekben tortént pontmutacidkkal magyarazzak.

Mind a magvas, mind pedig a magvatlan sz6l6fajtdkban megfigyelt null allél tehat feltehetéen nem a PCR
sordn hasznalt primerek ,,tokéletlensége” miatt viselkedik null allélként, hanem ezekben az egyedekben

nagyobb mértékli kromoszéma atrendezddések, muticidk torténhettek.

4.2.3. MAS az SCCS8 markerrel

A magvatlansigért felel6s domindns inhibitor SdI gén mellett a sztenospermokarp magvatlansag ki-
alakulasat tovabbi recessziv gének is befolydsoljdk (BOUQUET and DANGLOT, 1996). Az SdI allél
jelenléte sziikséges feltétele ugyan a sztenospermokarpia kialakuldsanak, &m nem elégséges a fogyaszté
szemsz0gébol magvatlannak tekinthetd bogyok kialakuldsdhoz, ehhez a tovabbi recessziv gének jelenléte

is sziikséges.

Eredményeim a marker alkalmazhat6sdgat igazoljdk a vizsgdlt utédnemzedékekben, mds kombindciok
esetében azonban a marker felhasznalhat6sagat igazolni kell, mivel a keresztezésekben hasznalt sziilok

SCC8 genotipusa nagyban befolydsolja a marker alkalmazhat6sagat.

ADAM-BLONDON et al. (2001), valamint KORPAS et al. (2009) munkdjuk sordn arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az SCC8 marker jobban haszndlhaté magvatlan x magvatlan, mint magvas X magvatlan
keresztezésekben. Eredményeim azonban azt igazoljak, hogy amennyiben a nemesitési program kiala-
kitdsa sordn a sziildvalasztaskor figyelembe vessziik a magvatlan sziil6k SCCS8 genotipusat és azokat
ennek megfelelden vdlasztjuk ki, akkor a marker megbizhatéan alkalmazhaté a magvatlansag nyomon-
kovetésére magvas X magvatlan keresztezésekben is. A marker hasznalhatésdganak eltér6 megitélése
adddhat természetesen az eltérd elvardsokbol. Amennyiben a teljes mértékd, a *"Thompson Seedless’
magvatlansdgat megkozelit6 sztenospermokarpia markerezése a célunk, tigy valéban jobb hatékonysagot
érhetiink el a magvatlan X magvatlan keresztezésekkel, 4m ez kevésbé a marker haszndlhatésdgan mulik,
mint azon, hogy a magvatlansag mértékét befolyasolo egyéb genetikai faktorok — és természetesen maga

az SdI inhibitor gén — ezekben a keresztezésekben nagyobb eséllyel keriilnek homozig6ta dllapotba.
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

Egy olyan 0Osszetett tulajdonsidg esetében, mint a sz8l6 sztenospermokarp magvatlansiaga, az SCC8

marker elsdsorban arra alkalmas, hogy a magvatlansdg lehet6ségét kimutassa. Hogy az egyes egyedek

ezentil milyen mértékdi magvatlansdgot mutatnak, az a tobbi gén 6roklédésének fiiggvénye, annak

eldrejelzését az SdI génhez kapcsolt markertdl nem varhatjuk.

4.3. Uj tudoményos eredmények

Magyarorszagi rozsa taxonok AFLP vizsgalata

. Felmértem Magyarorszdg egyes rdzsa taxoncsoportjainak — koztiilk szdmos hibrid taxonnak —

rendszertani kapcsolatait AFLP markerek segitségével. Igazoltam a Pimpinellifoliae és Rosa
szekciok létjogosultsdgat, tovabba megallapitottam, hogy a vizsgélt taxonok alapjan a Caninae
szekcid Vestitae és Trachyphyllae alszekcidi polifiletikusnak bizonyultak, azok elkiiloniilése a

Caninae alszekciotdl adataim alapjan nem tdmogatott.

. Az AFLP adatok fenetikai elemzésének bootstrap tjramintavételezésébdl szdmitott UPGMA fak

hal6zata nagy részben képes volt feloldani és megjeleniteni az egyes Rosa taxonok hibrid eredetét,
mig a hibridizaciés halézatok a hibrid taxonok bevondsa mellett is timogattdk a r6zsa nemzetség

vizsgalt szekcidinak és egyes alszekcidinak elkiilonitését.

. Megallapitottam, hogy két eltérd ploidszintli (2n = S5x = 35, illetve 2n = 6x = 42) Rosa gallica

taxon esetében a ploidia foka nem befolyésolta az AFLP markerek alapjan torténd osztalyozast,

azok a kiilonbozd ploiditas ellenére is szoros kapcsoltsdgot mutattak.

A sz0l6-magvatlansag markerezése

. Megéllapitottam, hogy a ’Flame Seedless’ €s ’Palatina’ fajtdk egyardnt tartalmaznak egy-egy

SCC8 null allélt, meghatdroztam a nevezett fajtak pontos SCC8 genotipusit: SCC8"/0, illetve
sce87/0. Az ifj. KOZMA PAL nemesitési programjiban rendszeresen hasznalt BC4 multirezisztens

fajhibrid esetében bizonyitottam egy rekombindns SCC8™" és egy null allél jelenlétét.

. Az SI, TII és VRH 3082-1-42 (BC4) x ’Kismis moldavszkij’ csalidokon igazoltam az SCC8

marker alkalmazhatdsdgat a sz616 sztenospermokarp magvatlansdganak predikcidjara.

. Az SCC8 marker tovabbfejlesztéséhez 1) primereket terveztem, amelyek szelektivek a sz616 szte-

nospermokarp magvatlansdganak dominans Sd/ inhibitor génjét hordozé kromoszomaszakaszra a

18. kapcsoltsagi csoporton.

. Megallapitottam, hogy a VRH 3082-1-42 (BC4) null allélja nem az SCC8 16kusz primerkotShe-

lyein bekovetkezett pontmutdciok eredménye.
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