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1. BEVEZETES

A gylimodlcstermesztés fejlddése az okologiai, gazdasagi viszonyoknak mind jobban
megfeleld fajtak eldallitasaval képzelhetd el. A fajtavaltashoz jelentds nemesitési aktivitas
sziikséges, ami rendkiviil hosszu, sok aldozatot koveteld folyamat. A korszerli molekularis
modszerek e folyamat konnyitésére, felgyorsitasara hivatottak. A nemesitési programokban
felhasznalhaté genotipusok (tajfajtak, vad fajok, hibridek stb.) molekulédris vizsgalata
napjainkban minden jelentds termesztd orszagban kutatési prioritasnak szamit.

A természetben az idegentermékenyiilés evolucios 1éptékekben szelektiv elonyt jelent az
adott faj szamara, a termesztOk azonban jobban kedvelik az Ontermékenyiild fajtakat.
Onmeddé fajta monokultiraban nem termeszthetd, ezért a sikeres iiltetvénytarsitas
tervezésekor a genetikailag meghatarozott, ivari 6sszeférhetdséget kiemelt szempontként kell
kezelni. A Rosaceae csaladra jellemzd gametofitikus inkompatibilitast (GSI) az S-10kusz
iranyitja.

A gyimdlcstermesztéssel foglalkoz6 szakemberek kozel 100 éve ismerik az
onmeddodség (illetve a kiilonbozd fajtak kozott fellépd inkompatibilitas) jelenségét, jollehet
annak genetikai, fiziologiai hatterérdl akkor még semmit nem tudtak. Alig két évtizeddel
ezelott sikertilt a folyamat hatterében alld legfontosabb tényezdket tisztazni, ami alapot adott a
legkiilonb6zobb gylimolcsfajok molekularis alapt vizsgalatara. A kutatasi eredmények
hasznositasara kiilondsen jo lehetdséget kindlnak a nemesitési programok. A gylimolcsfak
esetében a keresztezésbdl szarmazd utddok ivari 6sszeférhetdségét korabban csak a tobb éves
vegetativ ¢életciklusukat kdvetden, az elsd néhany termd évben lehetett tisztazni. Molekularis
markerekkel a nemesitd mar a keresztezést kovetd évben elvégezheti a szelekciot, ami
jelentds eréforras-megtakaritast tesz lehetoveé.

Gazdasagi jelentdségén tilmenden, az inkompatibilitas hatterében 4llo gének vizsgalata
szamos alapvetd informacidval gazdagitotta a gylimdlcsfakkal kapcsolatos élettani, genetikai
¢s kulturevolucids ismereteinket. A téma aktualitdsat jol mutatja, hogy évrdél évre ndvekvo
szamu kozlemény jelenik meg ezen a szakteriileten elismert, nemzetkdzi folydiratokban, és a
2011. évben megrendezték a gyiimolcsfak termékenytilésének genetikai hatterével foglalkozo
els6 nemzetkozi konferenciat. A molekuléris vizsgéalatok eredménye ma mar szamos 6nmeddo
gyimdlcsfaj esetében a fajtaleirasok részét képezi, amit iiltetvények Iétesitésekor a
gyakorlatban megbizhat6 alapként kezelnek.

A csonthéjas gylimdlcsfajok tilnyomo tobbsége onmeddd. Ezek kozé tartozik a
cseresznye is, jollehet ma mar néhany ontermékenyiild fajta is ismert. A magasabb ploidszintli

meggy (4x) esetében dnmeddd €s Ontermékenyiild fajtdk egyarant ismertek. A jelenlegi
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ismeretek alapjan ennél a fajnal a funkcioképtelen S-allélok felhalmozodasa okozza az
ontermékenyiilés kialakuldsat. Vilagszerte egyre tobb vad faj vizsgalatira is sor keriil
Valamennyi gazdasagilag jelentds csonthéjas faj szamos fajtajanak S-genotipusat tisztaztak,
¢s a legtobb faj esetében hliszndl is tobb S-allél ismert. A termékenyiilési fenotipus kozvetlen
hatassal van az adott faj genetikai valtozékonysagara, ami a nemesitéi munka sordn a
szelekcio alapjat képezi.

Szamos faj esetében (pl. kajszi, mandula, diploid szilvdk) igazolodott, hogy a
géncentrum felé kozelitve egyre jelentdsebb genetikai variabilitas jellemzi az adott fajt. Ez
alol csak az Gszibarack szamit kivételnek, ahol az dntermékenyiilés a faj evolucios torténete
soran hamar, mar a géncentrum teriiletén kialakult. A gylimdlcsfak S-lokuszara vonatkozo
informaciokat els@sorban a termesztett arufajtak vizsgalata szolgaltatta, ugyanakkor a legtobb
onmeddd csonthéjas €s almatermésii faj esetében napjainkig sem keriilt sor az S-lokusz
variabilitdsanak jellemzésére az illetd fajok géncentrumaban. Az ilyen vizsgalatok nemesitési
szempontbol, a molekularis médszerek fejlesztése érdekében, az 6nmedddséget meghatarozo
genetikai hattér megismerése céljabol és a faj kulturevolicids torténetére vonatkozodan

egyarant értékes informaciokkal szolgalhatnak.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az onmeddoség szerepe a novényvilagban

Az inkompatibilitasi rendszereknek alapvetden két csoportjat kiilonithetjiik el a himnds
viragah novények korében: Lewis rendszere alapjan megkiilonboztetiink hetero- ¢és
homomorfikus tipust inkompatibilitdst (Lewis, 1954). A heteromorfikus Onmedddség
esetében az ontermékenyiilés fizikai vagy idébeli akadalyok miatt hiasul meg. Erre j6 példa a
Primula nemzetségnél megfigyelhetd disztilia jelensége. Disztiliarol beszéliink, ha a
viragokban a bibe magasabban helyezkedik el, mint a portokok, vagy az antherdk sokkal
hosszabbak a bibénél, és igy az dnmegporzas fizikailag lehetetlen. Dichogamia esetében a
novény ivarszervei eltérd idoében valnak alkalmassa a termékenyiilésre / termékenyitésre.
Gyiimodlcsfajok esetében a heteromorfikus inkompatibilitds nem ismert, korabbi adatok szerint
0sszesen 24 novénycsaladnal fordul elé (Ebert és mts., 1989).

A homomorfikus tipust fajokra jellemz6 ugyan a szaporitoszervek egymas kozelében
val6 elhelyezkedése, vagyis az 6nmegporzas morfologiai akadalyokba nem {itkdzik, azonban
ontermékenyiilés genetikailag meghatidrozott mechanizmusok miatt mégsem mehet végbe.
Ezért a tulajdonsagért egy un. multiallélikus S-16kusz felelds (East és Mangelsdorf, 1925). A
l6kusz a sterilitds szorol kapta az elnevezést. A Poaceae ndvénycsaladon beliil kettd, az
Amaranthaceae novénycsalad Beta nemzetségében pedig négy lokusz jelenlétét igazoltak
(Lundqvist, 1956; Larsen, 1977).

A genetikai inkompatibilitdst tovabbi két tipusra bonthatjuk: sporofitikus ¢€s
gametofitikus 6nmedddségre (Clarke €s Newbigin, 1993).

A zarvatermd novények korében 60 csaladra jellemz0 homomorfikus 6nmedddség
(Clarke ¢s Newbigin, 1993), melyek koziil 15 csaladban gametofitikus, hat csaladban
sporofitikus inkompatibilitas alakult ki. Onmedddséget ezen kiviil még 39 novénycsalddban
figyeltek meg, melynek tipusa tisztdzatlan. Tovabbi 21 zarvatermd ndvénycsalad esetében az
onmedddség megléte vitatott (Charlesworth, 1985).

Sporofitikus inkompatibilitds esetében a megtermékenyités sikeressége a pollenado
diploid novény genotipusatol fiigg. Ez a tipusu 6nmedddség a Brassicaceae novénycsaladra,
azon beliil is foként a Brassica nemzetségre jellemzd (Thompson és Kirch, 1992; McCubbin
¢s Kao, 2000).

A gametofitikus inkompatibilitds (gametophytic self-incompatibility, GSI) esetén a

pollen genotipusa hatdrozza meg az Onmedddségi reakcidt, mely soran a pollentomld
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novekedése megtorpan. A GSI-t tobbféle mechanizmus vezérli, melyek koziil molekularis
szinten csak néhany vizsgalatara kertlt sor.

A Papaveraceae ndvénycsaladban azonositottak egy hozzavetdlegesen 15 kD
molekulatomegii extracellularis fehérjét, melyet a GSI bibekomponenseként tartanak szdmon.
A pollenkomponens egy kb. 20 kD méretli transzmembran fehérje (Franklin-Tong, 2008;
Wheeler és mts., 2009).

Az S-ribonukledz enzimek, vagyis S-RN-dzok altal meghatarozott GSI-rendszer a
legnagyobb meértékben kutatott s legrégebben leirt folyamat. Mindezidaig a Solanaceae,
Scrophulariaceae, Campanulaceae, Plantaginaceae ¢&és Rosaceae ndvénycsaladokban

azonositottak (de Nettancourt, 2001; Franklin-Tong, 2008).

2.2. A Prunus fajokat jellemzo inkompatibilitasi rendszer molekularis

hattere

A Rosaceae novénycsaldd Prunoideae alcsalddjaba sorolhatd valamennyi csonthéjas
gyimdlcsfaj, tobbek kozott a cseresznye oOnmedddsége is gametofitikus tipusa. A
termékenyiilés viszonyait a multiallélikus S-l6kusz szabalyozza (de Nettancourt, 2001). A
GSI genetikai mitkodésének alapelvét East és Mangelsdorf modellezték 1925-ben a Nicotiana
fajokon (East és Mangelsdorf, 1925).

A gametofitikus inkompatibilitas folyamata soran a pollen fenotipusat sajat haploid
genotipusa hatarozza meg (1. abra). Az S-lokuszban talalhatd két gén, melyek koziil az egyik
a bibében expresszalodo ribonukledz (S-RN-4z) enzimet (McClure €s mts., 1989), mig a
masik a pollentomldben kifejez6dd, tin. S-haplotipus-specifikus F-box fehérjét kodolja (Lai és
mts., 2002; Entani és mts., 2003; Ushijima és mts., 2003). Az S-l6kusz tehat egy multigén
komplexnek tekinthetd. [McCubbin és Kao (2000) javaslata alapjan a ,,haplotipus™ kifejezés a
l6kusz valamennyi génvaltozatara egyiittesen értendd, mellyel szemben az ,,allél” csupan az
egyik gén valtozataira hasznalando]. A felismerési reakcio az S-RN-4z €s az F-box fehérjék
kozott zajlik le, melynek pontos mechanizmusa a mai napig nem ismert.

Abban az esetben, ha a haploid pollenszem S-allélja a bibe S-alléljai koziil barmelyikkel
azonos, gametofitikus 6nmedddség alakul ki, a pollenszemek ugyan kicsirdznak a bibe
feliiletén, de a pollentomlé-ndvekedés a bibeszal felsd harmadaban megall. igy a pollentémlé

nem képes eljutni az embridzsakig, a termékenyiilés meghiusul.
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Ha példaul egy S,Ss genotipusi névény pollenadojanak genotipusa vele megegyezo,
vagyis a pollenszemek szintén az S,- vagy Ss-allélt hordozzak, akkor a két kiilonbozo fajta
kozott termékenyiilés nem johet 1étre, tehat kolcsondsen inkompatibilisak (1. édbra). A bibe
feliiletén az inkompatibilis és a kompatibilis pollenszemek egyarant kicsirdznak,
inkompatibilis kapcsolat esetén azonban a pollentomlékben nagy mennyiségii kalloz-
felhalmozodas torténik (Haldsz, 2007; Milatovi¢ és Nikoli¢, 2007), s azok ndvekedése a
bibeszalban megall. Az inkompatibilis kapcsolat soran keletkezd gyiimolcsok néhany hét
elteltével lehullanak a farol. Az §,S; genotipust hordozo pollenadd az S,Ss genotipust

anyandvénnyel kompatibilis lesz, és a termékenyités sikeresen végbemegy.

Pollenszemek =S, 5 SpS, S8
S Y W

Bibeszaj —

Bibeszal —

Maghiz ———

;SESI 4 KS”;}'&S‘ 4 ‘sz isz;

1. abra. A gametofitikus tipusi onmedddség genetikai modellje. A pollenszem fenotipusat
sajat haploid genotipusa hatarozza meg. Amennyiben a pollenben kifejez6d6 S-allél azonos a
diploid bibében kifejez6dd S-allélok barmelyikével, a pollentdomlé novekedése a bibeszal
fels6 harmadaban megtorpan. A pollenszemek csirdzasa a bibe feliiletén gatlédik. Bal oldalon
az inkompatibilis kapcsolat, kdzépen a szemikompatibilis, jobb oldalon a kompatibilis
kombinaciok vazlatos abrazolasa East és Mangelsdorf (1925) valamint Thompson és Kirch
(1992) nyoman.

2.2.1. A termékenyiilésben szerepet jatszo6 molekularis rendszer bibekomponense: az S-

ribonukleaz (S-RN-4z) enzim

A ribonukleaz enzimek a ribonukleinsav (RNS) molekuldk nukleotidokra torténd
hidrolizisét katalizaljak. Szdmos ¢lettani folyamat esetében jatszanak fontos szerepet:

11



kiilonb6zo  stresszvalaszokban, korokozokkal szembeni védelemben, a novekedés
szabalyozasaban, a magfejlédésben illetve az oregedésben (Wyen és mts., 1972; Wilson,
1975). Schrauwen ¢és Linskens (1972) igazoltdk elsdként a bibeszovetek eltérd RN-az
aktivitasat kiillonb6z6 ndvényfajoknal.

A termékenyiilés soran lejatszodd molekularis folyamatok vizsgalatdhoz az 1980-as
évek elejétél a Melbourne-i Egyetem kutatéi kezdtek hozza. Sikeriilt egy, a cseresznye
bibeszalbdl izolalt, 37-39 kD méretii, 10,6 izoelektromos ponttal rendelkezd ,,Antigen S”-nek
nevezett glikoproteint azonositaniuk (Mau és mts., 1982). Ez a glikoprotein in vitro gatolta a
sajat pollentomld névekedését (Williams €s mts., 1982).

Anderson ¢és mts. (1986; 1989) publikaltak a bibében expresszalodd Nicotiana alata S>-
S3- és Se-allélok cDNS-szekvencidit. A szekvencidk nagymértékii egyezést mutattak
egymassal, illetve a Lycopersicon peruvianum S-glikoproteinjeivel. Anderson és mts. (1989) a
gén valtozékony szakaszait ,,hipervariabilis” régioknak nevezték el.

McClure ¢és mts. (1989) kimutattak, hogy a Nicotiana alata bibeszdveteiben
termelddnek az Onmedddség kialakitasaban fontos szerepet jatszo fehérjék, melyek
ribonukleaz aktivitastiak. Ezek az S-RN-4z enzimek a pollentomlébe atjutva, a
fehérjeszintézis folyaman a riboszomdlis RNS (rRNS) molekuldk bontasadra képesek
(McClure ¢és mts., 1990). Kompatibilis kapcsolat esetén a rRNS intakt formdjadban marad,
ezzel ellentétben inkompatibilis kombinaciokban lebomlik. Huang ¢és mts. (1994)
transzgénikus novényekben kapott bizonyitékokkal tdmasztottak ald az RN-az enzimek
szerepét.

A Rosaceae csalad S-RN-azairol kimutattak, hogy glikoproteinek (Sassa €s mts., 1993;
Tao és mts., 1999). A human és az allati immunrendszer felismerési reakcidiban kdzponti
szerepe van a glikoproteinek cukorrészének (Wassarman, 1990; Ryan ¢€s Farmer, 1991).
Mindezek alapjan valoszinlisithetd volt, hogy az immunrendszer €s az dnmedddség miikodési
elve kozott parhuzam huzhat6. Ugyanakkor Karunanandaa ¢és mts. (1994) eredménye cafolta
ezt az allitast, mert a deglikolizalt allapotban 1€évé S3-RN-az az Ss-genotipussal rendelkezd
pollentomld fejlédését szintén képes volt gatolni, vagyis az S-haplotipus-specifitdsért maga a
fehérje tehetd feleldssé.

Az S-RN-dz gén 6t konzervativ €és két hipervariabilis régiora tagolhat6 (Ioerger és mts.,
1991; Tsai és mts., 1992). A konzervativ régiokat C1, C2, C3, C4 ¢és C5 régionak, a két
valtozékony régiot pedig HVa és HVb régionak nevezziik. Ezeket a régiokat a Solanaceae
csalad 12 kiilonféle DNS-szekvenciajanak  O0sszehasonlitasdval —azonositottdk. A
hipervaridbilis régio az allélspecifikus felismerésben jatszik fontos szerepet (Matton €és mts.,

1997).
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A gametofitikus Onmedddség alapjait kezdetben Solanaceae fajokon vizsgéltak
genetikai transzformacios kisérletekben, amely jo alapot adott a Rosaceae S-RN-azainak
késobbi azonositasdhoz. A Rosaceae csaladon beliil elsdként a Maloideae alcsalad névado
fajanak, az almdnak hatdroztak meg az S-RN-dz génszekvenciait (Broothaerts és mts., 1995).
Egy évvel késObb Sassa és mts. (1996) tisztaztdk az S-RN-dzok filogenetikai viszonyait. A
termékenyiiléssel Osszefiiggésbe hozhaté S-RN-azok a gomba T,-RN-azokkal (Kawata és
mts., 1988) megegyez6 osztalyba (E.C. 3.1.27.1.) tartoznak.

Ushijima és mts. (1998) tisztaztak, hogy az S-RN-dz konzervativ régioi a Solanaceae és
a Rosaceae csaladban csak részben egyeznek meg. A C1-C3 valamint a C5 régiok mindkeét
novénycsalddnal szekvencialisan azonosak voltak, a burgonyafélék csalddjanak C4-es
konzervativ régidja azonban kiilonbozik a rozsafélékétdl, igy azt RC4-nek neveztek el (az
»R7-betll a Rosaceae csalad nevére utal). A Rosaceae csalad S-RN-dz gének a valtozékony
régioban is eltérést mutattak: a Solanaceae-tdl eltéré moédon csupan egy hipervaridbilis régiot
tartalmaz a C2 és C3 génszakaszok kozott, melyet RHV-nek neveziink. Az RHV régio a
Solanaceae fajok génjének HVa szakaszanak felel meg.

Az S§-RN-4zok bizonyos konzervativ régioi szamos hidrofob aminosavat tartalmaznak,
ami segit az enzim szerkezetének stabilitasat biztosité hidroféb mag kialakulasdban (loerger
¢s mts., 1991; Ushijima és mts., 1998), ezért e régiok szekvencidja meglehetdsen konzervalt.
A C2 ¢és C3 régiok az RN-4z fehérje aktiv centrumaként funkcionalnak, az RNS-hidrolizisben
fontos szerepet toltenek be (Broothaerts és mts., 1995).

Az S-RN-azok valtozékony, hipervariabilis régidiban taldlhaté aminosavak tobbsége
hidrofil tulajdonsagti. Ez a génszakasz — 1évén, hogy a bibe és a pollen kozott lezajlo
allélspecifikus felismeréshez nélkiilozhetetlen — a fehérje globularis térszerkezetének
felszinén elhelyezkedd aminosavakat kodol.

A csonthéjas gylimdlcsok S-RN-dz génjére két intron jelenléte jellemzd. Az intronok
hossza allélspecifikus modon valtozd. Az 1. intron a gén szignalpeptid (SP) és C1 konzervativ
régiol kozott, a 2. intron pedig a hipervaridbilis région beliil foglal helyet (2. &bra). A
Rosaceae csalad, Prunoideae alcsaldd novényfajainak S-RN-4zairol altalanossagban
elmondhat6, hogy a 2. intron mérete (kb. 110-3100 bp) majdnem minden esetben meghaladja
az 1. intron méretét (kb. 100-450 bp).
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2. abra. A Rosaceae csaladra jellemz0 S-RN-dz gén felépitése. A gén 6t konzervativ régiot
(C1, C2, C3, RC4 ¢s C5) valamint egy valtozékony, hipervariabilis régiot (RHV) tartalmaz.
Az S-RN-dzok két intront (az dbran kékkel, illetve pirossal jelzett szakaszok) hordoznak. Ezek
meérete allélspecifikus modon valtozo (Sonneveld és mts., 2003 nyoman).

2.2.2. A termékenyiilésben szerepet jatszo molekularis rendszer pollenkomponense: az

S-haplotipus-specifikus F-box fehérje

A termékenylilés soran lezajlo felismerési folyamat a pollen és a bibe kozott zajlik le,
vagyis a termékenylilésért felelés lokusznak a bibekomponensen kiviill van egy
pollentomlében expresszalodd fehérjetermeéke is.

A kétkomponenst GSI-rendszer mitkodésének alapfeltétele a pollenkomponenst kdédold
gén ¢és a bibekomponens S-RN-dz gén fizikai kozelsége, szoros kapcsoltsaga a lokuszban,
annak érdekében, hogy rekombinacid bekovetkezésének valoszinlisége mérseékelt legyen. A
rekombinacié a haplotipusok egyik génjének kicserélésével tonkretenné a pollen- €s
bibekomponensek allélspecifikus kapcsolatat, vagyis az onmedddség nem alakulna ki (Kao és
Tsukamoto, 2004). Fontos tovabba a pollenkomponens szekvencidinak legaldbb olyan foku
valtozékonysaga, mint a bibekomponens esetében, hiszen minden S-RN-dz allélhoz kell egy
vele megegyez0 specifitast kodold pollenkomponens.

Az elso feltételezést, miszerint a pollenben is RN-az enzim expresszalodik, Dodds ¢és
mts. (1999) kisérletei cafoltak. A Solanaceae csalddba tartozd Lycopersicon peruviatum
transzformaciojat végezték el pollenhez kotddo promoterhez kapesolt S3-RN-az konstrukciok
segitségével (Dodds és mts., 1999). Kromoszémaséta (Weaver és Hedrick, 2000) molekularis
technikaval Petunia €s Antirrhinum fajokban egy SLF (S-lokusz F-box) nevli gént mutattak ki
az S-RN-dz gén kozelében. Az SLF gén a Solanaceae és a Plantaginaceae novénycsaladok

fajaira jellemz6. A gén fehérjeterméke a pollenben expresszalodik (Lai és mts., 2002).
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Az F-box fehérjék szamos biologiai funkcidjuk kozott az SCF (Skpl, Cullinl, Rbx1, F-
box fehérje) komplex alkotoelemei, az E3 ubikvitin-ligaz enzimkomplex részei. Ez az
enzimkomplex vezérli a célfehérjék ubikvitindlasanak folyamatat, melyet kovetden
bekovetkezik a fehérjék célzott lebontasa, degradalasa a 26S proteaszoma rendszerében
(Hershko ¢és Ciechanover, 1998; Vierstra, 2003; Lechner et al., 20006).

Az Prunus nemzetség F-box génjét els0 izben Entani és mts. (2003) irtak le
japankajszinal (Prunus mume). Ugyanebben az évben jelent meg Ushijima és mts. (2003)
kozleménye, mely a manduldban azonositott F-box génszekvenciarol szamolt be. Ezt a gént
SFB, vagyis az S-haplotipus-specifikus F-box névvel jelolték.

Az F-box gén az S-RN-dzoktol eltér6 modon egyetlen intront tartalmaz. Ikeda és mts.
(2004a) a Prunus avium F-box génjének szekvenciamotivumait vizsgdlva kimutattdk két
valtozékony (V1 és V2) valamint két hipervariabilis (HVa és HVb) szakasz jelenlétét (3.
abra). Az F-box ezen régioit hidrofil aminosavak épitik fel. Elhelyezkedésiiket tekintve a
fehérje feliiletére lokalizalodnak és feltehetéen az allélspecifikus felismerésben van
kulcsfontossagu szerepiik (Ushijima €s mts., 2003, Sassa és mts., 2010; Tao és Iezzoni, 2010;

Meng és mts., 2011).

HVa HVDb
intron —_I ‘—-

5 —M Fbox | | V1 - -3

Lvn

3. abra. Az F-box gén, mint pollenkomponens szerkezeti felépitése. A gén két variabilis (V1
¢s V2), valamint két hipervariabilis (HVa ¢s HVb) szakaszt tartalmaz. Az F-box az S-RN-
azoktodl eltérden egy intronnal (az abran kékkel jelolt génszakasz) rendelkezik (Ikeda és mts.,
2004a; valamint Nunes és mts., 2006 nyoman).

A Maloideae alcsaladban a Prunoideae alcsaladtol eltérd6 modon tobb F-box gén
jelenlétét igazoltdk (Sassa €s mts., 2007). Kakui és mts. (2011) bizonyitottdk, hogy a
japankorte (Pyrus pyrifolia) egy tobbtényezds faktor altal iranyitott ,,nem-sajat felismerési” SI
rendszerrel rendelkezik (non-self recognition by multiple factors), ami azért meglepd, mert ez
a tipusu inkompatibilitasi modell a Solanaceae csaladra jellemz6 (Kubo és mts., 2010). Ebben
az esetben a pollenkomponens funkciovesztése nem vezet dntermékenyiiléshez. A két eltérd

miikodési elv eléforduldsanak oka a kiilonb6z6 taxonokban még nem tisztazott.
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2.2.3. Az §-RN-az altal iranyitott inkompatibilitasi rendszer molekularis modellje

Eleinte a gametofitikus onmedddség rendszerének pollenkomponense a tudomany
szamara ismeretlen volt, a kutatokat azonban foglalkoztatta a folyamat molekularis
mechanizmusa. Lewis 1960-ban gy gondolta, hogy a GSI rendszer miikodésének hatterében
harom komponens all: a bibében ¢és a pollenben megtalalhatdo komponens, valamint ezen kiviil
még egy, az allélspecifikus felismerésben kulcsszerepet jatszo egység.

A masik feltevés Thompson ¢és Kirch (1992) nyoman terjedt el, miszerint az S-l6kusz
RN-azan kiviil eléforduld pollenkomponens gén vagy membranreceptor, vagy egy RN-azt
bonté molekula. Az inkompatibilitasi rendszer miitkodésére két molekularis modellt allitottak
fel, a receptor (,,gatekeeper”) €s az inhibitor modelleket (Thompson és Kirch, 1992; Kao ¢és

McCubbin, 1996).

2.2.3.1. Az inkompatibilitasi rendszer receptor, ,,gatekeeper” modellje

A ,gatekeeper modell” szerint az S-gén a pollenben egy transzmembran receptorfehérje.
Ezen keresztlil a pollentomlobe kizarolag az azonos allél altal kodolt S-RN-az enzimek
juthatnak be, igy gatolva a pollentomlé novekedését. A modell miikkodése azonban a poliploid
fajok esetében nem valosulna meg, hiszen példaul egy diploid heterozigota esetén a

pollenszemek képesek lennének az ontermékenyitésre.

2.2.3.2. Az inkompatibilitasi rendszer inhibitor modellje

Az inhibitor modell alapjan az S-gén terméke a pollenben egy RN-az-inhibitor fehérje.
Ugy gondoltak, hogy az inhibitor a fejl6dd pollentémld citoplazmajaban talalhaté. A modell
szerint minden S-RN-4z képes a pollentomlobe bejutni és az RN-az-inhibitor fehérje minden
S-RN-4z aktivitdsat gatolja. A gatlas alol kivételt képeznek az RN-az inhibitor fehérjével
megegyez0, azonos allél altal kodolt enzimek.

A pollentomlkon beliil igen nagymértékii RN-az akkumulacié volt megfigyelhetd a
bibe S-all¢ljaival azonos, €s azoktdl kiilonbozé allélt hordozd pollennel tortént megporzast
kovetden (Luu ¢és mts., 2000). Ez a jelenség az inhibitor modell helyességét latszott
bizonyitani. A pollenkomponens F-box fehérje azonositdsa is megerdsiti az dnmedddseégi

reakcio inhibitor modelljét, a sajat/idegen felismerési rendszer meglétét.
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2.2.3.3. A maédositott inhibitor modell

Az inhibitor modell tovabbfejlesztett valtozata szerint az inkompatibilitasi reakcid soran
nem inaktivalds, hanem lebont6 folyamat megy végbe. A lebontds az ubikvitin/26S
proteaszoma rendszeren keresztiil torténik, a pollen F-box fehérje ubikvitindlja az idegen S-
RN-az molekuldkat, melyeket a pollentomlé a proteaszomaban lebont (Ushijima és mits.,
2004).

Ezt a modellt azonban megcafoltak Sonneveld ¢és mts. (2005) eredményei, melyek
igazoltak, hogy az S-haplotipus specifikus F-box fehérje nem az idegen S-RN-azok lebontasat
végzi. Szerintiik egy altaldnos degradaci6s mechanizmus bontja le a pollentomlébe 1€pd S-
RN-azokat, mely folyamat az ubikvitin/26S proteaszéma rendszer kozremiikdésével torténik.
Egy molekuldris szintli, allélspecifikus kapcsolat —meglétének koszonhetéen a
pollenkomponens képes a vele azonos allél altal kodolt S-RN-az molekuldk stabilitasat
fenntartani.

Idegentermékenytiléskor az S-RN-4z enzimek a pollentomlében degradadlodnak, a
pollentomld riboszomalis RNS-e sértetlen marad, fejlddése zavartalan, sikeres lesz a
megtermékenytilés. Ezzel ellentétben, Oonmedddség esetében az S-RN-azok szorosan
kapcsolodnak a pollentomld azonos allél altal kodolt F-box fehérjéivel. Igy nem valik
lehetdvé az enzimek lebontasa, a pollentomld rRNS-e degradalodik, a termékenyiilés
meghiusul, s a pollentomlé fejléddése ,féluton” megtorpan. Ha ez a modell helyesnek
bizonyul, akkor szemben az elsd hipotézisekkel az F-box nem az S-RN-azok lebontasdban

vesz részt, hanem azok lebontasat akadalyozza meg.

2.2.3.4. A kompartmentalizacios modell

Goldraij és mts. (2006) szerint a Nicotiana nemzetségben az dnmedddség hatterében
masféle molekuldris folyamatok allnak. E modell értelmében a kompatibilitast nem az S-RN-
azok lebontéasa idézi eld, hanem azok kompartmentalizdcidoja. A bibe sejtjei az S-RN-dzok
mellett egy HT-B és egy 120 kD glikoprotein (bdvebben lasd Cruz-Garcia és mts., 2003)
fehérjét is szekretdlnak a sejtek kozotti térbe. Ezek a fehérjék endocitozissal jutnak be a
pollentdmldbe, annak a vakuolumaba. A kompatibilis pollentomlékben egy eddig ismeretlen
pollen fehérje (PP) lebontja a HT-B molekuldkat. HT-B hidnydban az S-RN-dz a

vakuolumban kompartmentalizalva marad, amely kompatibilitasi reakciohoz vezet. Az S-RN-
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azok tehat jelen vannak ¢&s stabilak, citotoxikus hatdsuk mégsem érvényesiil, mert a
pollentomldé miikddése szempontjabol kritikus sejten beliili szinterektdl elzarva helyezkednek
el. Az 6nmegporzas soran a PP nem képes a HT-B-t lebontani, igy a vaku6lumok membranja
sériil. Miutan az S-RN-4zok kiszabadultak a vakudlumbdl, megzavarjdk a pollentomld
miikodését, ami egy Onerdsité mechanizmust hoz létre. Az S-RN-azok és SFB-k kozti kezdeti
kolcsonhatasokat még nem ismerjiik, bar e két molekula kozott valamilyen kapcsolat
sziikségesnek latszik ahhoz, hogy a reakcidsor késObbi Iépéseit a kompatibilis vagy
inkompatibilis valasz iranydba terelje. Napjainkban még kérdéses, hogy a Solanaceae
csaladban leirt intracellularis eseményeknek lehet-e szerepiik az 6nmeddd / dntermékenyiild

fenotipus kialakitasa sordn a Rosaceae csalad egyik, masik, esetleg mindkét alcsaladjaban.

2.2.3.5. A 26S proteaszoma rendszer

A 26S proteaszoOma rendszer (4. dbra) a sejtmagban ¢€s a citoplazmaban lokalizalodik,
2,5 MD nagysagu. Két alegységbdl all: egy 20S katalitikus kdzponti mag-alegységbdl €s egy
19S szabalyoz6 alegységbdl (Voges és mts., 1999).

A 19S szabalyozd alegység feladata a poliubikvitinalt fehérjék azonositdsa és
kitekerése, melyek igy jutnak be egy keskeny csatornan keresztiil a kozponti részbe. Itt
torténik meg a degradalasuk. A lebontéds soran peptidek; 7-9 aminosavnyi, ubikvitin-kapcsolt
oligopeptidek valamint poliubikvitin-ldncok jonnek létre, melyek koziil az utobb emlitett két
termékbdl ubikvitinek szabadulnak fel hidroldz és izopeptidaz enzimek segitségével. A kisebb

peptideket a citoplazmaban megtalalhat6 peptidazok tovabb degradaljak.
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4. abra. A 26S proteaszoOma rendszer: a 19S szabalyozo alegység a szubsztrat fehérjék
felismerését €s kitekeredését iranyitja, a 20S katalitikus k6zponti mag a proteinek lebontasaért
felelos (Vierstra, 2003 valamint Ravid és Hochstrasser, 2008 nyoman).

2.3. Az S-10kusz kulturevolucidja

A legtobb magasabb rendii novény esetében a virdg ivarszervei, a pollenszemeket
tartalmazo porzo és a viragport fogadd bibe egymas kozelében fejlédnek ki, mégis ritka az
ontermékenyiilés bekovetkezése. Erre a jelenségre mar Darwin is figyelmes lett 1877-ben, s
hatalmas jelentdséget tulajdonitott neki (Darwin, 1877).

Az 6nmedddség molekularis hattere az egyes ndvénycsaladoknal igen eltérd lehet. Az
allélok polimorfizmusa azonban mindenhol nagy jelentdséggel bir. A keresztesviraguak
(Brassicaceae) csalddjaban a kiilonféle allélok kialakuldsa az inkompatibilitasi rendszer
keletkezésével egy iddben tortént (Uyenoyama, 1995). Tsai és mts. (1992) ugy vélik, hogy az
allélok sokféleségének kialakuldsa nem a génen beliil végbemend rekombinacié hatdsanak
tudhat6 be, hanem pontmutaciok felhalmozddasanak.

Vieira €s mts. (2003) a burgonyaféléknél (Solanaceae), Ortega és mts. (2006) pedig
mandula esetében mutattdk ki az S-RN-az allélok kozti rekombinaldodés lehetOségét. Az
egészen bizonyos, hogy az S-l6kuszon beliil a két komponensre azonos evolicidos nyomas
hatott (Castric és Vekemans, 2004), mert elozetes feltételezések szerint, ha csak az egyik
komponens génjét érné mutéacio, akkor az inkompatibilitasi rendszer nem miikodne (Lewis €s
Crowe, 1954). Ilyen mdédon alakultak ki a Prunus fajok ismert ontermékenyiild fenotipust

egyedei (Hegedis és mts., 2012; Tao ¢és Iezzoni, 2010).
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A kutatok sok esetben tapasztaltdk az un. transzspecifikus evolicio jelenségét, mint
példaul Solanum, Petunia és Nicotiana fajoknal loerger és mts. (1990) valamint a Malus és
Pyrus nemzetségben Sassa ¢és mts. (1996). Kiilonb6z6 S-RN-dz szekvenciadk
Osszehasonlitdsaval deriilt fény a jelenségre, miszerint a bizonyos S-allélok fajok kozotti
szekvencia-hasonldésaga nagyobb mértékii, mint a fajon belili kiilonb6zé S-allélok
szekvencia-hasonldsaga. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az egyes fajok szétvalasa
késObb tortént, mint a kiilonb6zo S-allélok keletkezése (Sassa €s mts., 1996; Ishimizu és mts.,

1998a).

2.4. Az S-10kusz vizsgalatanak modszertani attekintése

24.1. A termékenyiilés vizsgalatanak hagyomanyos modszerei — szabadfoldi

termékenyiilés-vizsgalatok

Elséként 1894-ben Waite végzett hagyomanyos termékenyiilési vizsgalatokat. Munkéja
soran a ‘Williams’ kortefajta terméketlenségét figyelte meg kortetiltetvényében (Waite, 1894).
Cseresznye esetében Gardner (1914) foglalkozott ilyen vizsgalatokkal, régi cseresznyefajtakat
cser¢lt le ‘Bing’, ‘Lambert’ és ‘Napoleon’ fajtdkra, melynek hatasara nem tapasztalt
gyimdlcskotddést az iiltetvényben. Ezek a fajtdk onmedddek ¢és kolcsondsen egymast
termékenyiteni nem képesek. Tobutt ¢s mts. (2001) munkéja alapjan ma mar tudjuk, hogy a
jelenség oka az volt, hogy ezek a fajtdk azonos inkompatibilitasi csoportba tartoznak (S-
genotipusuk S$354).

A szabadfoldi termékenyiilési vizsgalatokat sok-sok éven at alkalmaztak arra, hogy az
egyes fajtak termékenyiilési viszonyait vizsgaljak. Iranyitott keresztezéseket végeztek, melyet
kovetden hozzavetdlegesen nyolc héttel késobb valt értékelhetévé a gylimolcskotddés
meérteke.

Ontermékenyiilés vizsgalatakor, autogamia esetében a bimbds stadiumban 1év6 agakat
izolaljak, és par hét elteltével értékelik a gylimoleskotddést. Ez a modszer azonban a
rovarporozta fajok esetében problémat okoz a rovarok kizarasa miatt. Geitonogamia esetében
a virdgokat kasztraljadk, s ezt kovetden a kordbban mar begylijtott sajat virdgporukkal

porozzdk be (Nyujté és mts., 1985; Burgos ¢és mts., 1993; Ny¢ki és Szabo, 1995).
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Koltséghatékony modszernek bizonyul, de az id6jarés jelentdsen befolyasolja a vizsgalat
sikerességét. Az értékelést kb. 6-8 hét elteltével végezhetjiik el.

A fajtdk S-genotipusanak meghatarozasa szabadfoldi vizsgélatok segitségével azonban
joval nagyobb kihivast jelent, hiszen tobb, kiilonb6zd féle iranyitott keresztezés elvégzése
valik sziikségessé mas és mas kombinaciokban. Kozel tiz évet vesz igénybe a gylimolcsfak
meglehetésen hossza ideig tartd juvenilis iddszaka miatt. E vizsgalatnal kevésbé
iddigényesebb modszer a molekularis szinten végzett analizis, azonban a tesztkeresztezéssel

torténd ellendrzés bizonyos esetekben tovabbra is javasolhato (Halasz €s Hegediis, 2000).

2.4.1.1. A cseresznye idegentermékenyiilésének szabadfoldi vizsgalata

A XX. szazad kezdetétdl jelentek meg ilyen iranyt kutatasi eredmények Gardner (1914)
valamint Kobel és Steinegger (1933) munkaiban. Késobb Matthews ¢s Dow (1969)
Osszefoglalo attekintést adtak ki a cseresznyénél tapasztalt termékenyiilési eredményeikrol.

A jorki kutatéintézetben nemesitett cseresznyefajtdk S-genotipusat Schmidt &s
Timmann (1997) hataroztdk meg tesztkeresztezésekkel valamint pollentomlé-ndvekedés
vizsgélatokkal. Godini ¢és mts. (1998) néhany fajtat hasonlitottak Ossze az oOn- ¢€s
idegentermékenyiilésiik tekintetében. Irdn fontos cseresznyefajtdjat, a ‘Siah Mashad’ fajtat
vizsgalta s pollenad6 partnereket irt le hozza Arzani és Khalighi (1998). A Taurus-hegységi
torok cseresznyefajtakort és az ket termékenyitd fajtakat Paydas és mts. (1998) vizsgaltak.

Hazéank elsé cseresznye-termékenyiilés vizsgdlatai Maliga Pal nevéhez flizédnek
(Maliga, 1952). Munk4ja soran az abban az idOben termesztett fObb, rosszul termd fajtik, a
‘Badacsonyi orias’ és a ‘Germersdorfi orids’ fajtak mellé irt le pollenado fajtdkat, azok
termékenyitd képességének vizsgalata mellett.

Tiz év elteltével, 1962-ben Brozik Sandor vizsgélta a ‘Germersdorfi orias’ fajta
termékenyiilését. A vele termékenyiilési szempontbdl megfelelden parosithatd fajtakat a
‘Szomolyai rovidszar’, ‘Hedelfingeni o0rias’ és ‘Solymadri sziveseresznye’ fajtdkban hatarozta
meg (Brozik, 1962). A vizsgalt fajtdval nem kompatibilis fajtdk a ‘Bing’ valamint a
‘Badacsonyi orias’ cseresznyefajtak. Apostolné (1994) foglalta Gssze a fObb termesztett
magyar fajtak termékenyiilési viszonyait, majd Brozik és Apostol (2000) a fajtaleirasokban
mar kozolték az uj fajtak és fajtajeloltek pollenadd fajtait.

Szabo és mts. (2002) foglaltak 6ssze a cseresznye termékenyiilésével kapcsolatos fobb
ismereteket. Nyéki és mts. (2003) hangsulyoztak kozleményiikben a gyiimolcsfajok S-

genotipus-vizsgalatanak fontossagat.
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2.4.1.2. A cseresznye ontermékenyiilésének szabadfoldi vizsgalata

A termesztOk munkdjat nagyban megkonnyiti, ha ontermékenyiild cseresznyefajtakat
telepithetnek. Az iiltetvényekbe az ontermékenyiild fajtak tombdsen telepithetdk, hiszen nincs
sziikség a termékenyiilés folyaman a pollenado fajtak elhelyezésére, s minden fajta egymas
univerzalis pollenaddjanak tekinthetd (Thompson, 1996). Az ilyen fajtak esetében azonban
fennall a talkotédes, €s a gyiimdlcsok ebbdl kdvetkezd rendkiviili mértékli elaprosodasanak
veszélye.

A cseresznye egyike volt azon gyiimdlcsfajoknak, melyeknél az onmedddség jelenségét
a legkorabban, mar a XX. szazad elején megfigyelték, ¢és leirtdk. Az Ontermékenyiilési
képességet sokan tanulmanyoztak szabadfoldi vizsgéalatok alkalmaval, s olykor téves
eredményekrdl is beszamoltak. Stancevic (1971) két cseresznyefajtarol, a ‘Black Tartarian’ és
‘Emperor Francis’ fajtakrol irta le, hogy dntermékenyiild. Ugyanakkor ezek a fajtak valojaban
onmedddnek bizonyultak késébb (Tobutt és mts., 2005).

Godini és mts. (1998) oOntermékenyiild fajtdkon végeztek mesterséges oOn- ¢€s
idegentermékenyitést, majd a terméskotddés mértékét hasonlitottak Ossze. Arra a kérdésre
kerestek valaszt, hogy nem okoz-e termésveszteséget az Ontermékenyiild fajtdk tombos
telepitése. A két kisérlet elvégzésével kapott terméskotddési eredmények hasonloak voltak: az
egyfajtds tOmbokbe valo {ltetés nem rontotta a fak teljesitményét. Fontos azonban a
pollenatvitel biztositasa.

Magyarorszagon Maliga (1952) 23 cseresznyefajta Ontermékenyiilését vizsgalta
megporzatlan és sajat virdgporral megporzott viragaikat haszndlva. Néhany fajta esetében
tapasztalt csekély mértékii, 1-5 %-os terméskotddést, melyet elenyészonek tartott, s ezen
fajtakat 6nmedddnek tekintette. Brozik (1962) a ‘Germersdorfi 06rids’ cseresznyefajta
onmeddoségét allapitotta meg, valamint leirta az elsd inter-inkompatibilis csoportokat. Nyéki
(1989) 14 cseresznyefajta Ontermékenyitését kovetden csupan elhanyagolhatd termésktodest
tapasztalt: a ‘Germersdorfi orias’ fajtanal 1,5 %-ot, a “Vic’ fajtanal pedig 0,5 %-ot.

A nemesitd1 munka sordn nagyon fontos célkitlizéss¢ valt az Ontermékenyiild
cseresznyefajtak eldallitdsa. Az Oonmeddd fajtdk esetében termesztési kockdzatokkal kell
szamolnunk, a termesztés szervezésekor nehézségekbe iitkoziink, hiszen pollenado fajtak
telepitését is szamba kell venniink, melynek koltségvonzata van. Mindezen okbol
megnovekedett az igény a j6 mindségli dntermékenyiild fajtak irant.

A termesztésben 1évé fajtak kozott nem taldltak oOntermékenyiilé fajtat. Az els6
ontermékenyiild cseresznyefajta eldallitdsara az angliai John Innes Intézetben keriilt sor. A

kisérlet soran az 6nmeddd ‘Napoleon’ fajta pollenanyasejtjeit rontgensugarzasnak vetették
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ala. A ‘Napoleon’ fajta genotipusa ismert volt, S354. A sugarzasnak kitett pollenszemekkel
egy, a ‘Napoleon’ fajtdval azonos S-genotipust fajta (‘Emperor Francis’) viragait poroztak
meg (Lewis, 1949). A fent leirt keresztezésbol csak akkor kaphatunk kotédott terméseket,
amennyiben a pollenanyasejteknél alkalmazott rontgensugéarzas tonkretette az dnmedddség
kialakitasaért felelds gént. A kisérlet soran kapott, kotédott gyiimdlcsok magjabol nyert
novények szolgaltak nemesitési alapanyagul az Ontermékenyiild cseresznyefajtak
eldallitasahoz (JI 2420 és JI 2434 szelekcids vonalak). Igy hoztak létre az elsd
ontermékenyiild cseresznyefajtat, a ‘Stellat’ (Lapins, 1971).

Brozik Sandor ontermékenyiild hibrideket kapott a ‘Bigarreau Burlat’ és a ‘Stella’
cseresznyefajtak keresztezésébdl. Brozik és Apostol az ‘Alex’ nevil fajtdhoz a John Innes
Intézetbdl kapott ‘Cherry Self Fertile 46’ fajtat hasznaltdk fel. Magyarorszagon jelenleg

allamilag elismert ontermékenyiild cseresznyefajtak az ‘Alex’, ‘Sunburst’ és ‘Stella’.

2.4.2. Pollentomlo-novekedési vizsgalatok

Annak érdekében, hogy a himivarsejt az embriozsdkba eljuthasson, a bibe feliiletére
hullott pollenszemek tomlot hajtanak, amit a pollen vegetativ sejtmagja iranyit. A pollentémld
a bibeszdvetbe hatol, egy Un. transzmisszidos vagy stigmatoid szOveten keresztiil, és a
generativ sejt osztodasa révén létrejott két himivarsejtet a pollentdmld aktiv citoplazmajat
tartalmazo csucsi részben tartva eljuttatja az embridzsakig. A zarvatermOkre a kettOs
megtermékenyités jellemz0d, melynek 1ényege, hogy az egyik himivarsejt a petesejttel egyesiil,
melybdl kifejlédik az embrid, a masik himivarsejt pedig a kozponti diploid sejttel olvad Gssze,
ezaltal kialakitva a belsod taplaloszovetet, azaz a triploid endospermiumot (Franklin-Tong,
2002).

A novekvl pollentomld a sejtkozotti jaratokban talal maganak utat, novekedéséhez a
tapanyagot a bibeszal stigmatoid szovete adja. A pollentomlén beliil a sejteket elnyalkasito,
un. pektinazok termelddnek. A pollentomld tulajdonképpen egy specialis ,,0riassejt”, mely a
bibére rakeriil pollenszemtdl az embridzsakig terjed. A ndvekvd pollentomld csucsi része, a
tomlévég citoplazma tartalmu, melyben megtaldlhatok a sejtorganellumok, azaz az
endoplazmatikus retikulum, a mitokondrium illetve a Golgi-késziilék, valamint a vegetativ és
a generativ sejtek. Maga a pollentomlé novekedése mindig a csucsi részre, azaz a tomlovégre
koncentralddik, s itt torténik a pollentomld falat felépité anyagok bioszintézise is. Ahogyan a
pollentomlé ndévekedése elkezdddik, folyamatosan alakulnak ki a ,kimeriiltnek” nevezhetd

részek, melyeket kalloz-felhalmozddasok fiiznek le, s ezek késobb vakuolizalodnak (5. abra).
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Endoplazmatikus retikulum

Mikrotubulusok Mikrofilamentek

Csucsi rész

Mitokondrium

Vakudlum

,,,,,,,

Kalloz ,,dugo”

Vegetativ sejtmag Sejtfal-prekurzor

Golgi ’ i
Bels6 fal  Kiilsé fal Generativ sejt Durva feliilet(i ER g tartalmu vezikulumok

5. abra. A pollentomld szerkezete. A pollentdmlé gyors iitemben ndvekszik, mely a
tomlovégre (cstcsi részre) korlatozodik. A novekedés sordn keletkezd igymond , kimertilt”
részeket kalloz ,,dugok” (lefiiz6dések) valasztjak el egymastol (Franklin-Tong, 1999 nyoméan
Halész, 2007 médositasaival).

A kalloz ,,dugok” kialakulasa szabdlyszertien torténik, a pollentdmld Iétraszeriien
novekszik (Franklin-Tong, 1999). A két fajta kozott fellépd inkompatibilitas esetén a kutatok
megfigyelték, hogy a pollentomlékon beliil bekovetkezd kalloz-akkumulacidé sokkal nagyobb
mértékli (de Nettancourt €s mts., 1973; Cresti és Went, 1976). A pollen csirdzasara és a
pollentdmld novekedésére befolydssal vannak a kornyezeti tényezdk, de az egyes ndovényfajok

kozott is tapasztalhatok eltérések.

2.4.2.1. A pollentomlé utja a bibétél a maghazig a Prunus nemzetségbhen

Stosser (1980) a Prunus nemzetség fajaira jellemzd pollentdmlé-novekedést vizsgalta,
elsdsorban a cseresznye, meggy ¢és szilva fajokat. A pollentoémld a bibeszal transzmisszios
szovetébe behatolva kezdi meg novekedését. E szoveti rész sejtkozotti jaratai szénhidratban
gazdagok, melyek a szovet keményitOtartalmaval egyiitt szolgaltatjdk a pollentdmld
novekedéséhez sziikséges energiat. Bar a cseresznyebibe feliileti részérél néhany szaz
pollentomld indul ndovekedésnek, a maghdzon beliil a pollentomlok szdma minddssze 1-6-ra
redukélodik (Stosser és Anvari, 1981). Ennek oka nem ismert, a legvaloszinibb a
pollentdmlék versengése a tapanyagokért. A cseresznye- ¢és meggyfajtaknal gyakran
eléfordul, hogy ahogy a pollentomld eléri a maghdz {iregét, a pollentomlékoén rendellenes
elagazddasok, torzulasok jelennek meg (Stosser és Anvari, 1981).

Herrero (2000) a Prunus nemzetség egyik tagjanal, az &szibaracknal vizsgalta a

pollentomld ndvekedésének sajatossagait. Megfigyelései alapjan elmondhatd, hogy a
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pollentdmld azonositja az életképes magkezdeményt, a pollentdmldé novekedését a szekretalo
szovetrészek (kiilsé integumentum, mikropile) irdnyitjak, majd a pollentomlé eléri a
magkezdeményt. A pollentomlé novekedését jol jellemezhetjiik a novekedés sebességével,
vagyis annak az id6tartamnak a meghatarozasaval, amig a pollentomld a megporzastol a
bibeszal alapi részét eléri, vagy amely 1id0 a megtermékenyiilésig eltelik. Cseresznye €s
meggy esetében 2-3 nap alatt éri el a pollentdmld a bibeszal alapjat szabadfoldi koriilmények
kozott. A megporzds ¢és megtermékenyités kozott eltelt id6 az egyes kozleményekben
kiilonbozdnek bizonyult: 3-4 nap (Bradbury, 1929; Tukey, 1933, 1934) illetve 1-3 nap
(Nye¢ki, 1974).

2.4.2.2. A pollentomlo novekedésének vizsgalati eszkozei

A pollentomld novekedésének nyomon kdvetése szovettani vizsgalatok utjan anilinkék
festék segitségével torténik, mely megfesti a kallozt és ezaltal a pollentomlé UV-fluoreszcens
mikroszkoppal ellendrizhetdvé valik (Martin, 1959). Ezzel a modszerrel tehat
végigkisérhetjiik a pollentdmlé tjat a bibétdl az embridzsakig a fluoreszkald kalloz ,,dugok”
megfigyelésével. A technika hatranyaként rohato fel, hogy az anilinkék olyan szovetrészeket
is megfest, amelyek zavard tényezoként jelenhetnek meg a kiértékelés soran, mint példaul a
szallitoszovetek illetve a borszoveti szOrok elszinezddése.

Ezt a vizsgalati technikat eredményesen alkalmaztak szamos almatermésii és csonthéjas
gytimolcsfajnal, koztik cseresznyénél (Williams és mts., 1982; Békefi és Halasz, 2005) és
meggynél is (Yamane és mts., 2001; 2003a).

In vivo koriilmények kozott is alavethetjiik az adott novényt pollentdmld vizsgélatnak,
miszerint szabadfoldi koriilmények kozott elvégezziikk a mesterséges megporzast, azonban
szamolnunk kell a pollentémlé novekedését legnagyobb mértékben befolyasold hatéssal, a
hémérséklettel, mely ebben az esetben nem szabalyozhatd. In vitro vizsgalatok soran a
megfeleld stadiumban 1€v0o, virdgzo agakat levalasztjuk a fardl, és a mesterséges megporzast

ellendrzott koriilmények kozott végezziik.
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2.4.3. A fehérje alapu vizsgalatok — az izoelektromos fokuszalas (IEF) és a nem

egyenstlyi izoelektromos fokuszalas (NEpHGE)

A kiilonbozd allélok altal kodolt S-RN-4z izoenzimek egymastdl foként aminosav-
szekvenciajukban térnek el, nem méretiikben. Az allélspecifikus felismerés az S-RN-azokat
jellemzdé  kisebb-nagyobb szekvencia-kiillonbségeken alapul. Amennyiben két fehérje
aminosav-szekvenciaja kiilonbozik egymadstol, akkor feltehetéen eltéréd a fehérjékben a
kiilonb6zd disszociacios tulajdonsaggal rendelkezd aminosavak ardnya is. Ez azt jelenti, hogy
adott kémhatds mellett, adott pH-értéknél mas toltés jellemzd rajuk, igy izoelektromos
fokuszalassal (IEF) elkiilonithetok egymastol.

Els6ként Sassa ¢s mts. (1992) hasznaltdk ezt a technikat japankortefajtak vizsgalatdhoz.
A kovetkezo faj, amelynél a termesztett fajtak kolesonds termékenyiilési képességeit ezzel a
technikaval jellemezték a cseresznye volt (BoSkovi¢ és Tobutt, 1996; 2001; BoSkovi¢ és mts.,
1997), valamint meggynél (Tobutt és mts., 2004; Boskovi¢ és mts., 2006) is jelentds
eredményekrdl szamoltak be a kutatok. Késébb a gyiimdlcsfajok szdma az évek soran egyre
inkabb baoviilt.

Az izoelektromos fokuszalas mellett emlitést érdemel az Un. nem egyenstlyi
izoelektromos fokuszalas (NEpHGE). A technika leir6i (O’Farrell és mts., 1977) ezt a
modszert a kétdimenzids gélelektroforézis kezdeti 1épéseként alkalmaztidk. A NEpHGE
esetében is a fehérjék katod irdnyaba torténd vandorlasa torténik a gélfuttataskor, a futtatast
azonban a fehérjék izoelektromos pontjanak elérése eldtt leallitjuk. A NEpHGE technikat is
alkalmaztak cseresznyénél (Boskovi¢ és Tobutt, 2001) és meggynél (Tobutt és mts., 2004;
Hegedis és mts.; 2008).

A fehérje-alapu vizsgalatok nagy eldnyeként mondhatdé el, hogy a szabadfoldi
termékenyiilés vizsgalatokkal valamint a pollentomlé vizsgalatokkal ellentétben, lehetéve
valik az egyes S-allélok direkt mddon torténd azonositdsa, ugyanakkor a vizsgalathoz

tovabbra is viragzo fékra van sziikség.

2.4.4. A termékenyiilés molekularis szintii kutatasa — a DNS-alapu vizsgalatok

Brace ¢és mts. (1993) végeztek el az S-allélok els6 DNS-alapu, polimerdz lancreakcidval
(PCR) torténd azonositasat. A munkacsoport a sporofitikus onmedddséget mutatd Brassica
oleracea termékenyiilését jellemezte. A korabbi munkak eredményei alapjan mar ismert
szekvencidk jo alapot adtak a primerek tervezéséhez, az amplifikdcid soran felszaporitott
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fragmentumokat — az egyes S-allélokat — pedig restrikcids endonukledazokkal hasitva

valasztottak szét.

2.4.4.1. A bibekomponens, azaz az S-RN-dz gén molekularis vizsgalati technikai

A gametofitikus tipusi Onmedddséget mutatd fajok koziil elsként a Solanum
carolinense fajt vizsgaltdk. A bibeszdvetbdl mRNS-t vontak ki, majd reverz transzkripcidt
(RT) kovetden amplifikaltak S-allél szekvencidkat (Richman és mts., 1995). A kapott
fragmentumokat hasitottak, és igazoltak, hogy a GSI rendszer miitkodése kovetkeztében
valamennyi 6nmeddd genotipus heterozigdta. Homozigdta genotipus abban az esetben
alakulhat ki, ha az S-allélok koziil egy, vagy akar mindkettd funkcidvesztésen esett at. A
parthenokarp uton kialakult termésekben esetlegesen eléforduldé magvakbol is homozigota
novények keletkezhetnek (Verdoodt és mts., 1998).

A rézsafelék (Rosaceae) csalddjaban elsdként az alménal értek el eredményeket. DNS-
alapu markerezési technikaval sikeriilt S-allélokat azonositani (Broothaerts €s mts., 1995).
Meghataroztak a bibeszovetekbdl szarmazo S-RN-az fehérjék N-terminalis végi aminosav-
szekvenciajat. A kapott adatok alapjan keriilt sor PCR-primerek tervezésére. A bibeszalakbol
mRNS-t vontak ki, majd reverz transzkripcidé sordn cDNS-t szintetizaltak. A genomi- ¢€s a
cDNS-szekvencidkat §sszevetve megallapitottak az almatermésiiekre jellemz6 egyetlen intron
pozicidjat, valamint az S,- ¢és Sz-allélok intronjai kozotti méretkiilonbséget. Az
almatermésiiekre jellemzd, S-RN-dz génen beliili egyetlen intron allélok kozotti méretbeli
eltérése igen csekély mértékii, ezért az S-genotipus megbizhatdé azonositdsa érdekében
allélspecifikus primerek hasznalata sziikséges, vagy a konszenzus primerekkel amplifikalt
fragmentumok S-allél-specifikus restrikcids enzimekkel torténd hasitdsa, azaz un. PCR-RFLP
technika alkalmazasa.

Almanal (Goldway és mts., 1999; Schneider és mts., 2001; Kitahara és Matsumoto,
2002b; Broothaerts, 2003), valamint eurdpai korténél (Zisovich ¢és mts., 2004a;b)
eredményesen alkalmaztak az allélspecifikus primereket az S-genotipus meghatarozasahoz.
Japankorténél (Ishimizu és mts., 1999; Kim ¢és mts., 2004), eurdpai korténél (Zuccherelli €s
mts., 2002; Takasaki és mts., 2006) és alma esetében (Kitahara és Matsumoto, 2002a) pedig a
PCR-RFLP technikat hasznaltak sikerrel.

Alma esetében kidolgozasra keriilt egy olyan S-genotipus meghatarozasara alkalmas
technika is, ahol az allél-specifikus primerekkel végzett PCR-t kovetéen a PCR-

fragmentumokat restrikcids enzimes emésztésnek vetik ala. Ezaltal tovabb novelik az adott
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allél kimutatasanak megbizhatosagat. [gy tovabbi alma S-allélok detektalasara nyilt lehetéség
(Janssens €s mts., 1995; Matsumoto és mts., 1999; Matsumoto ¢és Kitahara, 2000; Van Nerum
¢s mts., 2001; Kitahara és Matsumoto, 2002b; Matsumoto ¢és mts., 2003).

A Prunus nemzetség fajaira — az almatermésiiekkel ellentétben — két intront tartalmazo
S-RN-az allélok jellemzdek (Ushijima és mts., 1998; Igic és Kohn, 2001). Az S-RN-dz gén két
intronjanak pontos elhelyezkedése a 2. dbran lathatd. Az S-RN-dz gén 2. intronja a C2 és C3
konzervativ régiok kozotti rendkiviil valtozékony régioba ¢kelddik. A 2. intron méretben
meglehetésen polimorf, mely megkonnyiti a csonthéjas gyiimdlcsfajok S-genotipusanak
DNS-alapon torténd kimutatasat.

Amennyiben az S-RN-dz gén 2. intronjatol 3° és 5° iranyban taldlhato konzervativ
régiokra primereket terveziink, majd PCR-reakciot mériink 6ssze, a fragmentumok agardz
gélen allélspecifikusan, az adott S-genotipusra jellemzd mintdzatot mutatnak.

Elséként Tao és mts. (1999) terveztek cseresznye S-genotipus vizsgélatra konszenzus
primereket (Pru-T2, Pru-C2 ¢és PruC4R), melyeket cseresznye cDNS-szekvenciakbol
terveztek. Két évvel késdbb, Wiersma ¢s mts. (2001) illetve Sonneveld és mts. (2001) Gjabb
konszenzus primereket terveztek. Sutherland és mts. (2004) 27 S-RN-dz allél szekvencidjanak
felhasznalasaval terveztek konszenzus primereket, melyek a koradbbi primerekhez képest
sokkal hatékonyabban miikddtek tobb Prunus faj esetében. Ezek hasznalataval sikeriilt a
legtobb ismert cseresznye, mandula és kajszi S-RN-adz allélt kimutatni.

Olykor az egyes S-RN-dz allélok intronjainak mérete kozott annyira kicsi a kiilonbség,
hogy agar6z gélelektroforézist kovetden az allélokat reprezentalo fragmentumok nem
és/vagy az intronrégiokhoz kotddd allélspecifikus primerek tervezésére. Az elsd
allélspecifikus primereket a termesztett fajtdkban azonositott tizenharom S-RN-dz allélra (S;-
S7, So, S10, S12-S14 €s S16) Sonneveld és mts. (2001; 2003) kdzolték.

A kiilonb6z6 allélok intronméretei kozott fenndlld csekély méretkiilonbség okozta
problémak megoldasa érdekében novelhetjiik a meghatarozds felbontoképességét. Ezt a
technikat a mikroszatellit markerek vizsgalatakor is rutinszerlien alkalmazzék, miszerint az
500 bp méretnél kisebb fragmentumok mérete fluoreszcens jeloléssel (példaul FAM, 6-FAM,
JOE, TET stb.) ellatott primerekkel végzett amplifikdciot kovetden, a keletkezett
fragmentumok automata  szekvenatorban torténd kromatografias  futtatasaval is
meghatarozhato.

Cseresznyefajtdk  S-genotipusanak meghatarozasara Sonneveld ¢és mts. (2006)
alkalmaztak el0szor ezt a megkozelitést, akik mind a 13 ismert S-RN-dz allél esetében

meghataroztdk az 1. intron régidot magaba foglalo PCR-fragmentumok pontos méretét, ami
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234 bp ¢s 460 bp kozott valtozott. Az S>- €s S;- cseresznye S-RN-az allélok elso
intronrégiojanak mérete azonosnak mutatkozott. Az Sjs-allél esetében kiilonbozd fajtdknal
mikroszatellit régiokhoz hasonld, eltérd fragmentum-hosszakat detektaltak. Ezek késObbi
részletes vizsgalata kimutatta, hogy az allél mindkét intronjdban (AT) 1smétlddd egységek
talalhatok, melyek tagszdma fajspecifikus kiilonbséget mutat (Marchese €s mts., 2010). Ezek
felhasznalasaval a vizsgélt 14 termesztett cseresznye, 17 vadcseresznye ¢€s 42 meggy

megbizhatoan elkiilonithetd volt.

2.4.4.2. A pollenkomponens, azaz az S-haplotipus-specifikus F-box gén molekularis

vizsgalatanak modszere

A Rosaceae GSI rendszerének pollenkomponens génjét az  S-genotipus
meghatarozasahoz els6ként Yamane ¢és mts. (2003b) hasznaltdk. Hasitast végeztek Hindlll
restrikcios enzimmel, a fragmentumokat szétvalasztottak, majd jelolt Pm-SFB cDNS-t
hibridizaltak hozzajuk. A japankajszi S1—S7 alléljainal egy savot kaptak, az Sp-allélnal azonban
kettot. Eleinte ezt a jelenséget két eltérd SFB gén jelenlétével magyaraztak, késébb azonban
kideriilt, hogy az SFB; szekvenciajaban megtaldlhato egy beékelédd nukleinsav szakasz, mely
tobb Hindlll hasitohelyet tartalmaz (Ushijima és mts., 2004).

Lewis ¢és Crowe (1954) igazoltak, hogy az Ontermékenyiilést cseresznye esetében a
pollenkomponens génben — nagyenergidju rontgensugdrzas hatdsara — végbemend
funkcidvesztéses mutacido eredményezte. Ushijima €s mts. (2004) meghataroztak a cseresznye
mutaciot szenvedett SFB4’-alléljanak szekvencidjat. Ezt kovetden a nemesitési projektekben
egyszertien hasznalhatd, mégis koltséghatékony molekuldris markerezési eljaras kidolgozasa
volt a cél.

Ikeda és mts. (2004b) Gn. nested PCR-technikdval amplifikaltdk az SFB4- és SFB4’-
allélokat, s poliakrilamid gélen (6 % PAGE) tették lathatova a fragmentumokat. Ha a
felszaporitott fragmentumokat az SFB4’-allélra specifikus restrikcids endonukledzokkal
emésztették, mar agaréz gélen is lathatdé mintazatot kaptak. Zhu és mts. (2004) az SFBy4’-
allélra specifikus primereket terveztek, igy az adott allél egyszerti €s kozvetlen detektalasat
érték el, mely eredmények a nemesitési programokban felhasznalhatok.

Sonneveld és mts. (2005) mind az SFB;-, mind az SFBs-allélra specifikus primert
terveztek. Igazoltak, hogy az Ontermékenyiilést nem a heteroallélikus pollen okozza. Az
SFBy-specifikus primer, a PaSFB4 esetében az Ss- és Si’-allélok PCR-fragmentumai agardz
gélen nem voltak elkiilonithetok egymastol, de az SFBs-allélra specifikus PaSFB3 csak az S3-
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allélt amplifikalta. Az S3” nem szaporodott fel, mert ennél az allélndl az SFB3-gén delécids
mutaciot szenvedett.

100 bp koriili mérettel rendelkez6 intron helyezkedik el (Ushijima és mts., 2003; Yamane ¢és
mts., 2003b). Vaughan és mts. (2006) ezt az intronrégiot koriilvevd szekvenciarészre tervezett
fluoreszcens jeloléssel ellatott primereket. Az igy felszaporitott SFB-fragmentumok kdoziil
tobb allélndl megegyez0 méretet detektaltak. Annak érdekében, hogy az adott allélt
azonositsak, multiplex PCR-t hasznaltak, azaz az S-RN-dzok 1. intronrégiojat felszaporitd €s
az SFB-re tervezett primereket egyidejiileg, egy PCR soran hasznaltdk. A multiplex PCR
alkalmazhato az allélspecifikus PCR-reakciok alternativdjaként, ami f6ként nagy mintaszam
esetében lehet elonyds (Vaughan és mts., 2006).

Az S-lokusz vizsgalatara iranyuld egyes moédszerek koziil kétségkiviil a DNS-alapu
technikék koltségvonzata a legjelentdsebb, a megfeleld laboratoériumi felszerelés valamint a
nagy vegyszerigény miatt. LegfObb elonye, hogy mar a csirakori magoncok esetében
hasznalhatok ezek a technikak, vagyis a tobb éves varakozas, mig az adott fa termdre fordul,
elmarad (Halasz és Hegediis, 2006). A kiilonboz6 kutatok altal elért eredmények, azaz az S-

allél szekvenciak nemzetkozi adatbazisokban hozzaférhetok (EMBL/GenBank/DDBJ).

2.5. A cseresznye (Prunus avium L.) taxonOmiaja és szarmazasa

A cseresznye (Prunus avium L.) az Eurosid I (fabid) klad Rosales rendjének Rosaceae
novénycsaladdjaba, azon beliil a Prunoideae alcsaladba tartozik (Stevens, 2012). A Prunoideae
alcsaladon beliil a Microcerasus, Pseudocerasus, Eurocerasus €s Mahaleb fajcsoportokat
(sectio) kiilonboztetjiik meg (Bailey, 1927; Rehder, 1958). A Pseudocerasus tajcsoportba
tartozik szamos disznovényként tartott faj, pl. a Prunus pseudocerasus és a Prunus speciosa,
mig az Eurocerasus sectio-ba sorojuk a termesztett cseresznyét, meggyet (Prunus cerasus) €s
a csepleszmeggyet (Prunus fruticosa). A cseresznye altalaban diploid (2n = 16), ismeriink
azonban triploid (3n = 24) és tetraploid (4n = 32) egyedeket is.

A cseresznyefajok spektruma igen széles, megkdzelitden 30 cseresznyefajt ismeriink.
Ezek kozil emlitést érdemel a vadcseresznye (Prunus avium ssp. avium), mely fajt a
kocsanyos-tolgyesekben a lombkoronaszint jellemzd fajaként tartanak szdmon a tolgy,
gyertyan, hars ¢és juhar fajok mellett. Disznovényként hasznaljdk fOleg Japanban a
diszcseresznye (Prunus serrulata Lindl.) és a higancseresznye (Prunus subhirtella Miq.)
diszfa fajokat. Fontos szerepet tulajdonitunk a diszfaiskoldkban a cseresznye és meggy
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alanyaként hasznalt sajmeggynek (Prunus mahaleb L.) is. A termesztésbe vont meggy egyik
sziilo novényfajaként a csepleszmeggyet tartjdk szamon (Prunus fruticosa Pall.). A kiilonb6z6
cseresznye- €s meggytipusok rendszerezését elsd izben Hogg (1860) végezte el, mely szerint
léteznek puha és kemény htist cseresznyék, ezeken beliil is sotét €s vilagos husszintiek.

A Prunus avium alakkore igen valtozatos, ebbe a fajba harom kiilonb6z6 taxont
soroltak: ssp. avium (sylvestris, actiana) — valdodi madarcseresznye, convar. juliana —
szivesereszny€k, convar. duracina — ropogoés cseresznyék (Terpo, 1974). A termesztett
taxonok a vad alakoktdl szarmaztathatok (Toth és Simon, 2009). A termesztok eligazodasat
segitd mesterséges rendszer hat csoportot tartalmaz, ami nem egyezik meg a botanikai
rendszerezéssel. Ebben a cseresznyefajtakat sziniilk szerint harom f6 csoportra osztottak:
fekete, tarka és sarga cseresznyék. Ezeken a csoportokon beliill megkiilonboztették a
sziveseresznyéket €s a ropogos cseresznyéket, igy alakult ki a 6 kiilonb6zd csoport (Mohacsy
¢s Maliga, 1956).

A cseresznyefajtak novekedésében €s habitusdban is hatarozott eltérések vannak. A
fajtak novekedési erélyében (vigor) nincsenek olyan nagy kiilonbségek, mint példaul az
Oszibarack esetén. Egy igen erds novekedésii fajta nagyjabol kétszer akkora koronat fejleszt,
mint egy gyenge novekedéssel jellemezhetd spur fajta. A novekedésiik alapjan 4 kategoridba
sorolhatjuk a fajtakat: igen erds: ‘Germersdorfi 1’; erds: ‘Hedelfingeni orias’; kozéperds:
‘Katalin’, ‘Alex’; gyenge: ‘Compact Stella’. A fak habitusa alapjan 3 {0 tipust kiilonitenek el:
feltord, széthajlo valamint lecsiingd (Toth és Simon, 2009).

A cseresznye az egyik legrégebben termesztésben 1év0 gylimdlesfajunk, az elsd irdsos
emlékek mégis csupan ie. 300-ban tesznek rola emlitést (Faust €s Suranyi, 1997). Az
elsédleges vélt géncentruma Nyugat-Azsia teriiletére tehetd, a mérsékelt égovi régiora (De
Candolle, 1894). Ezen beliil a Fekete-tenger déli partvidéke, a nyugat-anatdliai régid szerepét
mint els6dleges géncentrumot erdsen vélelmezték annak koszonhetden, hogy a latin Cerasus
sz6 feltehetden a hajdani pontuszi Kerasun varos nevébdl szdrmazik. Ez a régio jelenleg
Torokorszagban talalhato, mai elnevezése Giresun (Faust és Surdnyi, 1997). Hedrick (1915)
ezzel szemben ugy gondolta, hogy Kerasun varos kapta a nevét a gytimolcsrdl, nem forditva.
Ezen vélekedés szerint azért nevezték el Kerasunt a cseresznyérdl, mert itt voltak
megtalalhatok a legjobb mindségli gytimdlesot add fak. Lucullus és masok itt szerezték be, €s
innen kiindulva terjesztették el a legjobb valtozatokat. Ilyen médon, a termesztett cseresznye
géncentruma nagy valoszinliggel valdban erre a régiora tehetd.

A Vavilov-féle géncentrum rendszerez€s alapjan a cseresznye az el6-azsiai géncentrum
fajait gazdagitja (Vavilov, 1926) (6. dbra). Ezen elterjedési régio alatt Kis-Azsia belsd részeit,
a Kaukazust, Irant illetve Tiirkmenisztan fennsikos teriileteit értjiik. A cseresznye masodlagos
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géncentrumanak az eurdpai kozpont (IX.) tekinthetd, ahol a ma is termesztésben 1évo
kultarfaj valamint a cseresznyével rokon fajhibridek kialakuldsa valoszintisithetd.

A meggy sziilofaja feltételezések szerint a csepleszmeggy (Prunus fruticosa Pall.). Ez a
faj Kozép- ¢€s Délkelet-Eurdpa szubmediterran teriiletein tekinthetd ¢shonosnak (Tomcsanyi,
1979). A vadcseresznye (Prunus avium ssp. avium) Dél-Amerikdban meglehetds ritkasagnak
szamit, de a Kaszpi- és a Fekete-tenger kozott, valamint az ettél délre huz6do teriileteken
nagy gyakorisaggal megtalalhato (6. abra) (Mohacsy és Maliga, 1956).

Molekularis vizsgalatok arra utalnak, hogy a cseresznye domesztikdcidja nem egy
teriiletre korladtozodo, egyszeri eseménynek tekinthetd, hanem szamos helyen keriilt sor a
kivalasztott vadon termd egyedek termesztésbe vondsara (Mariette ¢s mts., 2010). Ezt
kovetden a termesztett és vadcseresznye allomanyok kozti allélcsere is szamos teriileten
intenziv maradhatott. Molekuladris markerekkel (SSR ¢€s S-10kusz) domesztikacids szindroma
nem volt kimutathat6, ugyanakkor a modern nemesitési programok hatdsara a cseresznyét

jellemzd genetikai diverzitas jelentds része elveszett.
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6. abra. A meggy (A, 0sszefiiggd vonallal korbezart tertilet), a vadcseresznye (B, csikozott
teriilet) és a csepleszmeggy (C, pontozott vonallal hatdrolt teriilet) szarmazasi helye és aredja
(Faust és Suréanyi, 1997).
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2.6. A cseresznyetermesztés helyzete és a cseresznye felhasznalasanak

lehetdségei

A nemzetkozi szakirodalomban a cseresznyét €s a meggyet legtobbszor egyetlen szoval,
a ,.cherry”’-vel illetik, s a két faj megkiilonboztetésére szolgalo ,,sweet” (édes) €s ,,sour”, vagy
Hart” (savanya) jelzdket ritka esetben hasznaljak. A két fajra Osszevonva jelennek meg a
statisztikai adatok, mely meglehetdsen megneheziti a cseresznyetermesztés mindenkori
helyzetének ¢€s jelentdségének egzakt megitélését és felmérését.

A vildgon az Osszes cseresznye- €s meggytermés kozel 2,1 millio tonna (Faostat, 2010).
Ennek kozel 40 %-at Azsidban, 35 %-at Europaban és 20 %-at Amerikaban termelik. Az 6t
legjelentdsebb cseresznye- €s meggytermesztd orszag TorOkorszag, az USA, Iran, Eurépan
beliil pedig Olaszorszdg valamint Spanyolorszag (Kallayné, 2003). A legnagyobb
termésmennyiséget az USA produkalja 284.130 tonnaval, melyhez képest Magyarorszag
termésmenyisége 5.758 tonna (Faostat, 2010). A cseresznye- ¢és meggykereskedelemben
Eurdpa tovabbra is a legjelentdsebb foldrész. A vilag exportalt termésének korilbeliil 37 %-a
az eurdpai térségbdl szarmazik. Az amerikai kontinens bonyolitja le az export 33 %-at, Azsia
pedig a 28 %-at, ami szintén jelentés mennyiségnek szamit. A legnagyobb felvevdpiac
Eurdpa, ami nem csupan a cseresznyére jellemzd. A kiilfoldre eladdsra szant cseresznye és
meggy mennyiségének 64 %-a Eurdpdban keriil forgalomba (Faostat, 2010).

A cseresznye Kozép-Europa teriiletén, tehat Magyarorszagon is dshonosnak tekinthetd
gyimdlcsfaj. A cseresznye a csonthéjas gyiimdlcsok korében a kajszit és az Oszibarackot
kovetve, de a meggyet €s a szilvat megeldzve viragzik. A legtobb gylimolcstaj viragzasi idejét
szdmba véve a cseresznye a kozép-korai csoportba sorolhaté (Soltész, 2000).

A gyiimolcstermesztésrdl szold legkorabbi irdsok szerint a cseresznyét hazank egész
teriiletén termesztették, a magyarsag szivéhez kozelalldo gyiimdlcs volt. Nagyon koran
kialakultak Magyarorszdgon a cseresznye termesztési korzetei, melyeket manapsdg mar
hagyomanyos termdtdjaknak is tekinthetiink: a Duna-Tisza kozének déli része, Szeged ¢€s
Kelebia térsége, Matraalja (Eger-Gyongyos), Eszak-Buda teriilete (Solymar, Szentendre,
Dunabogdéany). Hazank t4jkorzeteiben a XV.-XVI. szazadra mar tizenkét tajfajta kialakult,
melyek koziil tobb fajta Eurdpaban is elhiresiilt (Apostol és Brozik, 1998).

A Kozponti Statisztikai Hivatal 1895-ben hazank teriiletére 1,1 millid cseresznyefat
jegyzett be, mely adat 1935-re az altalanos gylimdlcsfa Osszeiras idejére megkétszerezodott.

Ezt kovetden a trianoni béke kovetkeztében elcsatolt orszagrészek a gyiimdlcstermesztés
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jelentds kiesését eredményezték. A terlileti veszteséget Ujabb gyiimdlcsos telepitésével
probaltak ellensulyozni, de ez a torekvés a 11. vilaghaboru miatt félbeszakadt.

A 1961 és 1965 kozott lezajlo kampanyszer telepitéssel az arugytimdlcsosokben ugyan
nagymértékli fadllomany novekedés volt tapasztalhaté, a nagylizemi miveléssel a
szorvanygylimOlcsosok valamint a sz6l0k kozotti fak szama megcsappant. A cseresznye
megmaradt a kisdrutermelés gyiimolcsének a nagylizemi termelés 1960-1990 kozti
1dészakaban (Kallayné, 2003).

Jelenleg hazankban 6.000-8.000 tonna kdz¢é tehetd a cseresznye éves termésmennyisége.
Az 1990-es ¢vek hajnalan, Magyarorszdgon 25.000 tonna koriil alakult a
cseresznyetermesztés mértéke, majd a korszerltlennek bizonyulo, eloregedett (3-5 t/ha
hozamu) iiltetvényeket kivagtak. Késébb, a *90-es évek derekatol az dssztermés 20.000 tonna
koriilire volt tehetd, melyet tovabbi csokkenés kovetett 15.000 tonnara. A 2002. és 2003.
¢vekben tapasztalt kedvezdtlen iddjaras — fagyok €s nagymértékii monilia-fertéz€s — miatt a
cseresznye termésmennyisége 10.000 tonna ald csokkent. Az elmult par évben korszerli
miivelésmodu, intenziv cseresznyeiiltetvények keriiltek telepitésre, melyeknek a termdre
fordulas utani termésatlaga magyarorszagi viszonylatban megkozelitden 10-15 t/ha (Toth és
Simon, 2009).

Vilagviszonylatban ugyanakkor egyre inkabb nd a kereslet a j6 gyliimolcsmindséggel
rendelkez0 cseresznye irant. Nagy gylimolcsméretli, biztonsdgosan termeszthetd ¢€s jol
széllithatd cseresznyefajtak telepitésére van sziikség intenziv termesztésmod alkalmazasa
mellett. Hazdnkban mindehhez az Okologiai feltételek megfeleléek, magyar
cseresznyefajtaink az eurdpai €s amerikai fajtakkal versenyképes piacot tudnak kialakitani.

A gyiimodlcs felhasznalasa tekintetében a cseresznye gyiimdlcse a legnagyobb
hanyadban friss fogyasztasra szant, hiszen az év elsd vitaminforrasaként, a tavaszi €s kora
nyari id0szak elsé gyiimolcseként fogyaszthatjuk. A kora nyarig, azaz junius els6 dekadjaig
beérd, sotét szinli gytimolcsoket tehat friss fogyasztasra értékesitik. Az egyes cseresznyefajtak
felhasznalasanak iranya a gylimélcs szinétdl, az érés idejétdl, valamint a fizikai és a
beltartalmi tulajdonséagaitdl fliigg. A kdzépidoben beérd, illetve a késén €rd fajtak nagy része
tobbhasznositast, az elsédleges friss fogyasztds mellett feldolgozasra egyarant alkalmasak
(Soltész, 1998; Kollar, 2003).

A friss fogyasztasbol hatranyba keriiltek, majd teljesen kiszorultak a piros szini, de
puhuldé husallomdnyu, valamint a fekete-tarka szinli fajtak. Ehelyett a frisspiacon eldtérbe
keriilnek a nagy gyiimdlcsméreti (28-30 mm), bordospiros szini, ropogds htusallomannyal

rendelkez0, kézzel, kocsannyal egyiitt lesziiretelt cseresznyék. Nagyon fontos tovabba, hogy
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rekeszen beliill homogén szinli, méretii és érettségi allapotu, tovabba tarolasra és gépi
osztalyozasra alkalmas legyen (Szabd és mts., 2011).

A hazankban termesztett korai fajtak majus kozepe-végi €réssel nem tudjak felvenni a
versenyt a spanyol és torok importaruval sem gylimdlcsmindség, sem mennyiség tekintetében.
A jinius elejei termésérésii hibridek, mint példaul a ‘Tiinde’, ‘Carmen’, ‘Vera’ az eurdpai
piacokon is értékesithetok. A julius eleje-kdzepe t4jan ¢éré, azaz kései szezonu
cseresznyefajtak hazankban kedvezOk, mert ekkor a tdlink délre huz6dod orszagok nem
széllitanak cseresznyét a nemzetkOzi piacokra, &m az exportpiac gylimdlcsmindséggel €s -
mennyiséggel szemben tdmasztott kovetelményeinek ekkor is meg kell felelni (Toth és
Simon, 2009).

A feldolgozasra szant cseresznye a tartositdipar egyik fontos nyersanyaga, befott-
készités gyanant, valamint 1égyartas €s gyorsfagyasztas céljara. Ugyan az édesipar cukraszati
célra, a szeszipar palinkakészitésre eldszeretettel hasznalja, de ennek mértéke nem tul jelentds
(Faluba, 1982; T6th és Simon, 2009).

A nyugat-europai és amerikai teriileteken a sarga gylimolcsszinnel rendelkezd
cseresznyefajtakbol készitett befbttek irdnt nagy a vasarloi igény, ennélfogva a befott-keészités
célfajtai altalaban sarga vagy tarka szinliek. Ezzel ellentétben Magyarorszagon, mivel a sarga
gyimolcsszinll fajtak szdma a termesztésben meglehetdsen csekély, kizarolag a sotét szinli
gytimdlesokbol késziilnek befottek (Toth €s Simon, 2009).

Emlitést érdemelnek a fekete szinti, festOlevii cseresznyefajtak is, melyek leginkdbb
gyorsfagyasztasra, légyartasra, ¢lelmiszerszinezésre alkalmazhatok. Az ¢élelmiszeripar
szivehez egyre kozelebb keriilnek a természetes szinezékek, ezért a festlevll fajtak irant
megndvekedett a kereslet.

A festblevii fajtak egészségveédd hatassal rendelkeznek, melynek hattere tobb mint egy
évtizede kutatott. A kedvezd élettani hatas kialakitdsaban egyrészt a szinanyagoknak,
masrészt mas antioxidans hatassal bird polifenolos vegyiileteknek van fontos szerepe. A
gyimdlcsok antioxidans kapacitdsa a késObbiek soran a gyiimolcsok mindségét meghatarozo
paraméterek kozé tartozhat (Diaz-Mula €s mts., 2009; Szikriszt és mts., 2011a; Toth és
Simon, 2009).
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2.7. A cseresznyenemesités torténeti attekintése

A cseresznyenemesitést az idészamitasunk eldtti idoktél fogva egészen a XVII. szazadig
a magrol szaporitott cseresznyefak koziil a legértékesebb egyedek szelektalasa, majd azok
tovabbszaporitasa hatdrozta meg. Anglidban, Franciaorszdgban ¢és Németorszag teriiletén
ebben az iddszakban terjedt el a szabadmegporzasi magoncok pomolégiai jellemzése, majd
ezek koziil a fajtak szelektalasa. A ‘Germersdorfi 0rids’, a ‘Boppardi korai’ és a ‘Hedelfingeni
orias’ fajtak kialakuldsa is igy zajlott, melyek késobb hazankban is elterjedtek. A Kéarpat-
medence mar ekkoriban béven biiszkélkedhetett taj- és helyi cseresznyefajtakkal, mint példaul
a‘Badacsonyi orias’, a ‘Cserszegi mézes’ és a ‘Disznddi fuszeres’ (Por és Faluba, 1982).

A tudatosan végzett keresztezéses nemesités kezdete orszagonként mas €s mas idépontra
esik, de altalanosan elmondhat6, hogy a XIX. szazad végén, a XX. szdzad elején indult meg.
A nemesitési munka 1895-ben kezdddott az USA-ban €s Anglia teriiletén. Az 1910 és 1920
kozotti idészakban a nemesitést elméleti alapokra helyezve végezték Amerikdban (Davis,
Geneva), Kanaddban (Vineland), Anglidban (East Malling), valamint Németorszagban
(Dresden-Pillnitz) (Por és Faluba, 1982).

Az 1900-as években rontgen- ¢€s kobaltbesugarzassal oOntermékenyiild, gyenge
novekedésli (spur) fajtdk sikeres eldallitdsa zajlott. Ezek a jellemzOk a mutdcids nemesitést
megelozéen egyetlen vildgfajtarol sem voltak elmondhatok. Az 1950-es évek tajékan L.K.
Lewis indukalt mutacid soran hozott 1étre ontermékenyiild cseresznye-hibrideket az angliai
John Innes Intézetben. Az eldallitott hibrideket Cherry Self Fertile 45, és 46-nak nevezte el. A
hibridek produkcidja igen gyenge volt mind a termésmennyiség, mind a termés mindségének
tekintetében (Lewis, 1949).

1971-b61 Lapins nevéhez fiizédik az elsé gazdasagilag is jelentésnek mondhato, értékes
ontermékenyiild fajta, a ‘Stella’. Lapins munkdja megfeleld alapot teremtett az els6 gyenge
novekedési eréllyel jellemezhetd ¢és Ontermékenyiilé fajtak eléallitdsahoz, mint példaul
‘Lambert spur 1°, 2, ‘3” és a ‘Stella spur’. Innentdl kezdve lehetdség nyilt az elismert, mar
1étezd fajtak spur valtozatainak eldallitdsara is pl. a ‘Napoleon’, ‘Bing’ és ‘Van’ fajtakbol. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban és Kanadaban tobb ontermékenyiilé fajta nemesitése zajlott
sikeresen, mint példaul ‘Sunburst’, ‘Sweetheart’ és ‘Sonata’ (Apostol és Brozik, 1998).

A tajfajtak valamint a helyi fajtdk felkutatdsa is megindult a keresztezéses €s a mutacios
nemesitési munkak mellett. Ez a tipustt munkafolyamat ugyan koltséghatékonyabb médszer,

¢s kevesebb szaktudassal elvégezhetd, mégis tobb értékes, a termesztésben jelentds, elismert
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fajta kialakulasat eredményezte. igy keriiltek termesztésbe a ‘Bigarreau Burlat’, ‘Vega’ és a
‘Szomolyai fekete’ cseresznyefajtak (Por és Faluba, 1982).

A klonszelekcios munkékhoz a II. vildghdborat kovetd idoszakban fogtak hozzd. A
cseresznyefajtakrol elmondhaté a genetikai stabilitas, vegetativ hasadas kevésbé jellemzo
rajuk, mint a meggyfajtdkra. Tobb cseresznyeklont részesitettek 4allami elismerésben
(‘Germersdorfi 1°, ‘Germersdorfi 3°, ‘Germersdorfi 45°) (Apostol és Brozik, 1998).

Magyarorszagon a cseresznyetermesztés atyjaként Brozik Sandort tartjuk szamon, aki a
hagyomanyos termeszt tajakban a helyi allomanyok felmérésének, tajfajtak gytijtésének,
szelekciojanak iranyitdja volt. A szelektalt, értékesnek tartott valtozatokat tobb termdééven at
megfigyelte, majd kivalasztotta a legkivalobb pollenad6 parokat. A tdjszelekcio
eredményeként jott 1étre a ‘Solymari gdmbdlyli’, a ‘Pomazi hosszszara’ és a ‘Szomolyai
fekete’. Brozik honositotta a ‘Germersdorfi oOrias’ fajtat, s rovid 1d6 alatt az orszag
legnagyobb részén termesztett fajtava valt (Apostol, 2003).

Brozik keresztezéses nemesitdi munkéassadgat 6t szakaszra oszthatjuk. Az 1953-1957
kozé tehetd elsd ciklus sordn fO sziildfajtaként a ‘Germersdorfi orias’ fajtat hasznalta fel,
melyet a ‘Budakaldszi helyi fekete’, a ‘Podjebrad’ és a ‘Hedelfingeni orias’ fajtakkal
keresztezett, valamint szelektalt a ‘Germersdorfi’ szabadbeporzasi magoncaibdl (Por és
Faluba, 1982). E munka gyiimdlcse négy allamilag elismert cseresznyefajta lett, a ‘Margit’, a
‘Linda’, a ‘Katalin’ és a ‘Kavics’.

A masodik nemesitdi munkaszakasz 1972-t6l kezdodott, amikor is 6 célul
ontermékenyiild fajtak eloallitasat tlizte ki. Az angliai John Innes Intézetbdl szarmazo Cherry
Self Fertile 45 és 46 hibridekkel porozta Brézik a ‘Ljana’, a ‘Van’ és a ‘Kavics’ fajtékat, s a
kapott magoncokat szelekcionak vetette ala. Igy keletkeztek az ontermékenyiild ‘Alex’ és a
kései érésti ‘Vera’ cseresznyefajtak.

A harmadik ciklus az 1974 és 1984 kozotti idOszakot Olelte fel, amikor a szelekcid
alapjat a ‘Ljana’, a ‘Bigarreau Burlat’, a ‘Van’, a ‘Trusenszkaja 2’, a ‘Sarga Dragan’ ¢és a
‘Hedelfingeni orias’ hibridjei, F,-es visszakeresztezett nemzedékei, valamint a ‘Bigarreau
Burlat’ és az ontermékenyiilé ‘Stella’ hibridjei adtak. A hibridizaciés munka eredményeként
kialakult a tradiciondlis fajtdk koziil a ‘Rita’, a ‘Carmen’, az ‘Aida’, illetve az
ontermékenyiilo fajtak koziil a ‘Petrus’, a ‘Paulus’ és a ‘Sandor’ (Apostol, 2003).

A negyedik munkaszakasz 1987-t6] kezdddott. Ekkor az ontermékenytild vildgfajtak,
azaz a ‘Stella’, a ‘Sunburst’, és a ‘Celeste’, valamint a magyar ontermékenyiil6 hibridek
keresztezése folyt.

Az 6todik ciklust 1998-tdl tartjuk szamon, amikor is a vildgon elsé izben indult meg a

cseresznye kiilonbozd betegségeit eldidézd koérokozokkal (mint példaul Blumeriella jaapi,
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Cytospora cincta) szembeni rezisztens fajtak eléallitasa. Az ezzel kapcsolatos keresztezési
eredmények még nem keriiltek a koztermesztésbe.

A cseresznyenemesités soran kittizott célok kozé sorolhatjuk a megfeleld
termésmennyiség, termésbiztonsag, gylimolcsmindség elérését. Fontos cél még a
cseresznyeszezon széthuzasa, vagyis korai és kései fajtdk nemesitése. A nemesitok,
cseresznyetermesztok szamara egyre fontosabb tényezé a megfeleld gylimdleskotdodés, tehat
vagy az ontermékenyiilés, vagy megfeleld pollenadé fajtak kivalasztasa. Tovabba elvaras még
a termesztok részEérdl az intenziv miivelésre vald alkalmassag, a nagyfoka 6kotolerancia, €s
kiilondsen a repedéssel szembeni ellendlld képesség. Egy mai modern fajta esetében fontos,
hogy minél tobb kartevovel, betegséggel szemben ellenallo legyen.

Kereskedelmi szempontbol kiemelhetd a pulton tarthatosag, tarolhatdsag, szallithatosag,
mely tényezOket mar a nemesités soran figyelembe kell venni. A beltartalmi paraméterek
nyomon kovetése igen nagy jelentdségii. Egyrészt a feldolgozodipar elvarésai is boviilnek ilyen
téren, masrészt a fogyasztok korében is egyre nagyobb az igény ¢€s a kereslet a minél

kedvezObb egészségi hatdsu gylimdlcsok irdnt.
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2.8. A cseresznye (Prunus avium L.) S-allél rendszere

Lippay 1667-ben, a ,,Posoni kert” Gylimdlcsos kert cimli harmadik kotetében leirta azon
megfigyelését, hogy a cseresznyefdi bdségesen virdgoznak, ugyanakkor a gyiimoleskotédés
mértéke elhanyagolhato. A jelenség hatterében allo onmedddséget azonban csak kozel 250 év
elteltével ismerték meg részletesebben. Az elsé kdlcsondsen inkompatibilis fajtdkat mar az
1900-as évek elején ismerték, szabadfoldi keresztezéses kisérletek alapjan publikaltak (Crane
¢s Lawrence, 1929). Majd Crane ¢s Brown (1937) 45 cseresznyefajtat soroltak be 6sszesen 11
inkompatibilitasi csoportba. Az inkompatibilitasi csoportok szama a XX. szazad derekéra 12-
re emelkedett. Az egy azonos inkompatibilitasi csoportba tartozo fajtak egymast nem képesek
megtermékenyiteni.

Matthews ¢és Dow (1969) teszt-keresztezésekre alapozva, hat cseresznye S-allélt
azonositottak, melyek az S;-Se elnevezést kapték, ezen feliil mintegy 160 cseresznyefajta S-
genotipusat tették kozzé. A fajtdkat tiz inkompatibilitasi csoportba soroltdk, valamint
kialakitottak egy un. ,,0” csoportot az addig ismeretlen S-genotipusu fajtdk szdmdra, melyek
minden mas genotipust/fajtat termékenyiteni tudtak un. univerzalis pollenadoként.

A termesztésben 1évé cseresznyefajtdkban Osszesen tizenhat, mig a vad
cseresznyepopulaciokban minddsszesen tizenkét S-allél jelenlétét igazoltak (Békefi és mits.,
2003; De Cuyper ¢s mts., 2005; Tobutt és mts., 2005). Lacis és mts. 2008-ban svéd ¢€s lett
fajtak S-genotipusat hataroztak meg.

Napjainkban eddig mintegy 500 cseresznyefajta S-genotipusat ismertilk meg, melyek
kozott 44 inkompatibilitasi csoportot tartunk szamon. Tobutt ¢és mts. (2005) 26
inkompatibilitasi csoportot irt Ossze a klasszikus és molekularis adatok feldolgozasaval. A
csoportok szdmat késObb Schuster és mts. (2007) 36-ra bdvitették. Nem sokkal késébb
Marchese €s mts. (2007a) leirtak a XXXVII-XL, majd Gisbert €¢s mts. (2008) a XLI és Ipek ¢€s
mts. (2011) a XLII-XLIV inkompatibilitasi csoportokat (1. tablazat). Békefi és mts. (2010)
egy évvel kordbban szintén publikdltak egy csoportot, melynek a XLII. csoport elnevezést
javasoltak. Ez az SeS)13 genotipusu csoport azonban kiilonbozik az Ipek és mts. (2011) altal
leirt csoporttdl (S52510).

Azok a cseresznyefajtdk, melyek vagy onmeddék — azonban egyedi S-genotipussal
rendelkeznek —, vagy ontermékenytilok, barmely mas fajta mellé telepithetdk az iiltetvényben,
univerzalis pollenadoként tekinthetok. A két cseresznyefajta kozotti gyiimoleskotdédés
mértékét azonban nem csupan az S-genotipus hatarozza meg, hanem természetesen szamos
egyeb tényezd egyiittes hatasa, mint példaul a két fajta viragzasi idejének atfedése (Nyeki €s
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mts., 2002), a virdgzasfenoldgia, a viragok rovarvonzasdnak mértéke (Farkas és Orosz-
Kovacs, 2003) és nem utolsé sorban az €ghajlati tényezok, foként az iddjards. Az azonban
nyilvanval6é, hogy amennyiben két fajta egy inkompatibilitasi csoport tagja, tehat az S-
genotipusuk azonos, egymast termékenyiteni nem képesek, tehat a kdlcsonds termékenyiilés

minden mas tényezotdl fliggetleniil gatolt, gylimoleskotddés nem tapasztalhato.

1. tablazat. A cseresznye inkompatibilitdsi csoportjai. Mindeddig Osszesen 45
inkompatibilitasi csoportot ismeriink (Cross Incompatibility Group, CIG, egy homonim
elnevezéssel

CIG (S- Néhany reprezentativ fajta (a csoportba A csoport leiro6i
genotipus) tartozé termesztett fajtak szima)”
1(51%2) Canada Giant, Early Rivers, Summit (19) Tobutt és mts., 2004
II (S155) Cristalina, Regina, Tigre, Van (44) Tobutt és mts., 2004
I (S384) Bing, Emperor Francis, Napoleon (45) Tobutt és mts., 2004
IV (52853) Cavalier, Late Amber, Vega (51) Tobutt és mts., 2004
V (8455) Late Black Big., Turkey Heart EM (6) Tobutt és mts., 2004
VI (8556) Julia, Merton Heart, Turkish Black (50) Tobutt és mts., 2004
VII (S3855) Bigarreau Gaucher, Hedelfingen (18) Tobutt és mts., 2004
VIII (S52S5) Malling Black Eagle, Vista (3) Tobutt és mts., 2004
IX (S184) Black Giant, Rainier, Symphony (30) Tobutt és mts., 2004
X (S659) Black Tartarian E, Jurgita, Lyons (20) Tobutt és mts., 2004
XI(5257) Early Purple, Guigne d’ Annonay (3) Tobutt és mts., 2004
XII (S6S13) Durona di Vignola, Noble (4) Tobutt és mts., 2004
XIIT (5284) Corum, Peggy Rivers, Tiirkine, Vic (22) Tobutt és mts., 2004
XIV (81S5) Annabella, Bianca, Valera (14) Tobutt és mts., 2004
XV (S556) Colney, Erianne, Zweitfriihe (3) Tobutt és mts., 2004
XVI (8389) Bigarreau Burlat, Chelan, Naline (18) Tobutt és mts., 2004
XVII (84S6) Beni-Shuho, Larian, Merton Glory (7) Tobutt és mts., 2004
XVIII (S189) Brooks, Earlise, Firm Red (11) Tobutt és mts., 2004
XIX (83513) Reverchon, Sir Tom, Wellington A (6) Tobutt és mts., 2004
XX (8186) Bowyer Heart, Valery Chkalov EM (19) Tobutt és mts., 2004
XXI (8459) Agila, Inge, Merchant, Summersun (9) Tobutt és mts., 2004
XXII ($3812) Ferrovia, 0900 Ziraat (25) Tobutt és mts., 2004
XXIII (S3S16) Strawberry Heart, Rodmersham Seedl. (6)  Tobutt és mts., 2004
XXIV (S6S12) Aida, Flamentiner (3) Tobutt és mts., 2004
XXV (5256) Arcina, Knauffs Riesen, Luké (8) Tobutt és mts., 2004

XXVI (S5513)
XXVII (S3812)

Ferbolus, Goodnestone Black (3)
Katalin, Kavics, Margit (4)

Tobutt és mts., 2004
Békefi és mts., 2003

XXVII (5187) Benjaminer, Charger, Polenkirsche (9) Schuster és mts., 2007
XXIX (S457) Hartwalder, Ritterkirsche, Stolzer (5) Schuster és mts., 2007
XXX (S657) Brennkirsche Doll, Schwarze Schiittler (2)  Schuster és mts., 2007

XXXI (S3S14)
XXXII (S1512)
XXXIII (SS4)
XXXIV (S5S14)

Feuerkirsche, Rotstiller (4)
Castor, Johanna (2)
Adriana, Fermina (2)
Carlotta, Vittoria (3)

Schuster és mts., 2007
Schuster és mts., 2007
Schuster és mts., 2007
Schuster és mts., 2007
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XXXV (S5514) Dikkeloen, Herzkirschen (3) Schuster és mts., 2007

XXXVI (57519) Pflugwirtle, Rote Kirsche (2) Schuster és mts., 2007
XXXVII (S589) Cavallaro, Krupnoplodnaja (3) Marchese ¢s mts., 2007a
XXXVII (8382)  Carrubbedda, Toscanella (2) Marchese és mts., 2007a
XXXIX (S6S16) Cappuccia Imperiale, Forma di Cuore (4) Marchese és mts., 2007a
XL (S6522) Cappuccia Bivona, Cappuccia Etna (3) Marchese ¢s mts., 2007a
XLI (S12522) Nadal Tendre, Cherovina Primerenca (2) Gisbert és mts., 2008
XLII (82810)" Bademli, Tabanli (2) Ipek és mts., 2011

XLIT (S6513)" Fertédi Csiingd, Taszilo (3) Beékefi és mts., 2010
XLHT (5259) Ferprime, Kara Turani 0888, Primulat (4) Ipek és mts., 2011
XLIV (8387) Ac1 Bursa, Augustkirsche (2) Ipek és mts., 2011

"Homonim jel61ésii csoportok.

A fajtak S-genotipusat a kdvetkezd publikaciokbol gytijtottiik ki: Békefi és mts. (2003);
Békefi és mts. (2010); Ercisli és mts. (2012); Gisbert és mts. (2008); Ipek €s mts. (2011);
Marchese €s mts. (2007a); Schuster €s mts. (2007); Stanys €s mts. (2008); Tobutt és mits.
(2004).

2.8.1. A cseresznye ontermékenyiilésének kialakulasa

Kobel ¢és Steinegger (1933) 75 cseresznyefajta esetében figyelt meg dnmeddo jelleget.
Crane ¢és Brown (1937) munkdjuk sordn 66 cseresznyefajtdnal vizsgaltdk az
ontermékenyiilést, s 49.160 darab onmegporzott viragbol csupan 0,06 %-os terméskotodést
figyeltek meg.

A korabban termesztésben 1év0 cseresznyefajtdk mind 6nmedddk voltak (Brozik, 1962;
1971). Ugyan manapsag is kevés Ontermékenyiild fajta van termesztésben, az
ontermékenyiilés kialakitasa egyre nagyobb teret nyer a nemesitési programokban, s igy az
ontermékenyiild fajtdk részaranya évrdl évre novekvo tendenciat mutat.

Hugard (1978) emlitést tett az emberi beavatkozas nélkiil, spontan mutacioval l1étrejott
ontermékenyiild cseresznyefajtarol, a ‘Cristobalindrol’, mely a termesztésben csak sziik
korben terjedt el (Wiinsch és Hormaza, 2004). Az Ontermékenyiilés hatterében 4llo
molekuldris valtozds még nem ismert, de feltehetden egy, az S-l6kuszon kiviili mutacio
okozza, mely a pollenfunkciot gatolja (Wiinsch és mts., 2010). A fajta igen korai viragzasu, a
tavaszi fagyok karositjak. Tunézia teriiletén is megtaladlhatd egy spontan mutacidval kialakult
cseresznyefajta, a ‘Bou Argoub’. Marchese ¢s mts. (2007b) egy sziciliai tajfajta, a ‘Kronio’
esetében tapasztaltak ontermékenyiilést. Az SFBs-allél korai stop kodont tartalmazott, aminek

kovetkeztében az SFB fehérje HVa régiojat tartalmazo részlete hidnyzott.
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Ahogyan azt emlitettiik, a cseresznye esetében az Ontermékenyiilés a spontan mutacion
kiviil indukélt mutacidval is eldidézhetd. 1954-ben Lewis és Crowe az angol John Innes
Intézetben két Ontermékenyiild mutanst (JI 2420 és JI 2434) izolalt. Mindkét magonc
hordozza a nem mutans Ss-allélt. Az Ss-allélt hordozd mas fajtdkkal végzett keresztezésekbdl
100 %-ban Ontermékenyiilé utdodok keletkeznek, amennyiben a fent emlitett két magonc
barmelyikét apai sziiléfajtaként hasznaljuk. A nemesitési programb6l harom fajta kiemelésére
keriilt sor, melyeket a vilagszerte folyd cseresznyenemesitési programokban felhasznalnak.

A JI 2420 és JI 2434 muténsok az S3S; genotipusu ‘Emperor Francis’ valamint a
szintugy S354 (rOntgensugarzasnak alavetett pollen) genotipusit ‘Napoleon’ hibridjébdl
szarmaznak. Egy harmadik szelekcidés vonal, a JI 2538, spontdn mutéicioval alakult ki a
‘Mertond2’ Ontermékenyiilésébol (Matthews, 1970.) A JI 2420-as muténsnal az
ontermékenyiild jelleget az S; mutacidja okozza, ami a pollenkomponens funkcidvesztését
idézte elb (Lewis és Crowe, 1954; Matthews, 1970). Genotipusat S4S; -ként tartjuk szamon
(BoSkovi¢ és mts, 2000).

A rontgensugarzasnak alavetett, s ezaltal kialakult 6ntermékenyiild fenotipus mogott
ennél a szelekcids vonalnal (JI 2420) az Ss-haplotipus pollenkomponens génjében 4 bazispar
delécidos mutaciot szenvedett, ami frameshift mutaciot (a leolvasasi keret eltolodasat) hozott
létre (Sonneveld és mts., 2005).

A JI 2434 szelekcios vonal esetében az Ss-allélt médositotta a mutaci6. Ugyanezen a
néven nyilvantartva két intézetben kiillonb6zd S-genotipust irtak le: az east mallingi valtozat
Ss S4, az ahrensburgi valtozat S385 genotipust (Boskovié és mts., 2000). A JI 2434 magoncnal
kialakult Ontermékenyiilés az S;-haplotipus SFB-génszakaszaban tortént delécionak
tulajdonithato (Sonneveld és mts., 2005). A JI 2538 genotipusa 1S3 vagy S; S; (Schmidt és
mts., 1999).

Az angliai ontermékenyiild magoncokbdl hoztak létre az elsd ontermékenyiild fajtat, a
‘Stellat’ (Lapins, 1971). A fajtat a JI 2420 magoncbdl Kanaddban, Summerlandben allitottak
eld. Innentdl kezdve megindult az ontermékenyiilé fajtak elterjedése, mint példaul a ‘Lapins’,
‘Sunburst’ (Lane €s Schmidt, 1984), valamint a ‘Sweetheart’. Vildgszerte foként a ‘Stella’
ontermékenyiilé cseresznyefajta a legnépszertibb. A JI 2434 szelekcios vonalbdl szarmazik a
magyar nemesitési programban eldallitott ‘Alex’ fajta (Apostol, 2005). A fontosabb

ontermékenyiild cseresznyefajtadkat néhany jellemzdjiikkel a 2. tdblazat foglalja 6ssze.
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2. tablazat. A fontosabb dntermékenyiild cseresznyefajtdk szarmazasa és pedigréje

Fajta neve  Sziarmazasi orszag Pedigré Referencia
‘Alex’ Magyarorszag ‘Van’ x ‘Cherry Self Fertile 46° Brozik ¢és  Apostol,
2000
‘Isabella’ Olaszorszag ‘Starking Hardy Giant’® x Bargioni, 1996
‘Stella’
‘Celeste’ Kanada ‘Van’ x ‘New Star’ Bargioni, 1996
‘Lapins’ Kanada ‘Van’ x ‘Stella’ Bargioni, 1996
‘Santina’ Kanada ‘Stella’ x ‘Summit’ Albertini és Strada,
2001
‘Newstar’ Kanada ¢és Olaszo. ‘Van’ x ‘Stella’ Bargioni, 1996
‘Stella’ Kanada ‘Lambert’ x “JI 2420’ Bargioni, 1996
‘Sunburst’ Kanada ‘Van’ x ‘Stella’ Bargioni, 1996
‘Sweetheart’ Kanada ‘Van’ x ‘New Star’ Bargioni, 1996
‘Cashmere’ USA ‘Stella’ x ‘Early Burlat’ Lang és mts., 1998
‘Columbia’ USA ‘Stella’ x ‘Beaulieu’ Olmstead és mts., 2005
‘Glacier’ USA ‘Stella’ x ‘Early Burlat’ Lang és mts., 1998

2.9. A torokorszagi cseresznyefajtak jellemzése

A vadcseresznye Torokorszdg szamos teriiletén jelentds gyakorisdggal eldéfordul
erddségekben, legelokon és kertekben (Ercisli, 2004). Leggyakrabban a Foldkozi-tenger-
melléki partvidék erddalkotd faja, egészen az 1600 m tengerszint feletti magassagig
megtalalhat6. A vadon nové populdciokban mindenféle méretli, szinli, alaka ¢és izl
gyiimélesot termd valtozat felfedezhetd. A meggy vadon nové egyedei elsésorban Eszakkelet-
Torokorszagban figyelhetok meg. Szamos egyéb faj (pl. P. mahaleb, P. laurocerasus, P.
prostrata, P. incana stb.) szintén megtalalhat6 Torokorszagban.

Altalanosan elfogadott nézet, hogy a faj géncentruméanak azt a teriiletet tartjuk, ahol
populacioit a legnagyobb mértékli valtozékonysag jellemzi. Molekularis vizsgalatok arra
utalnak, hogy az 6nmeddd fajok esetében a domesztikaci® nem okoz jelentdés mértéka
palacknyak effektust (Mariette és mts., 2010; Szikriszt és mts., 2011b), vagyis nem

kovetkezik be a genetikai valtozékonysag nagymértékli csokkenése.
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Gulen és mts. (2010) 49 torok tajfajta és 29 nemzetkodzi arufajta AFLP (amplifikalt
fragmentumhossz-polimorfizmus) és SSR analizisét végezte el. A dendrogrammon tobb olyan
tajfajtak alkotta csoportot azonositottak, amelyek kozott nemzetkozi fajtdk nem voltak
megtalalhatok. Mindez arra utal, hogy a torok tajfajtakat jelentds mértékii genetikai
variabilitds jellemzi, nagyobb, mint az eurodpai, illetve amerikai nemesitési programokbol
szarmazo6 arufajtakat.

Torokorszag legnépszerlibb cseresznyefajtdja a nagy gytimdlesti ‘0900 Ziraat’ fajta,
melynek S-genotipusa (S3512) (Ipek és mts.,, 2011). A torok tajfajtak nagy genetikai
variabilitdsat mutatta az a tény is, hogy 40 fajta vizsgélataval harom, kordbban nem ismert
inkompatibilitasi csoportot sikeriilt azonositani (Ipek és mts., 2011). Ugyanakkor bizonyos
torok fajtak nagy hasonldosagot mutattak egyes nemzetkdzi fajtakhoz. Példaul a ‘Mustafa
Kemalpasa’ és a ‘Noir de Guben’ fajtak Kacar ¢s mts. (2005) szerint azonos genotipusok.
Gulen és mts. (2010) ugyan talalt olyan AFLP ¢és SSR markereket, amelyekkel a két fajta
egymastol elkiilonithetd volt, de genetikai kapcsolatuk kétségkiviil szorosnak bizonyult.

A torok fajtdk nemzetkozi hatdsat az is hiven mutatja, hogy a nemzetkdzi fajtak kozott
talalunk olyanokat, mint a ‘Turkey Heart’ és a ‘Turkish Black’. A magyar és torok
cseresznyetermesztés kozti érdekes kapcsolatra utal, hogy Torokorszdgban ismert egy
‘Macar’ nevl fajta, mely bizonyos régiokban nagy népszertiségnek 6rvend (A. Dogan és S.
Ercisli, szobeli kozlés). A fajta eredete azonban nem ismert, és mindezidaig molekularis

vizsgalatokba sem emeltek be.
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3. CELKITUZES

Munkank soran az alabbi célokat tuztik ki:

1. Termesztési €s / vagy nemesitési szempontbol értékes tordk cseresznyetajtak,
illetve a Fekete-tenger partvidékén szelektalt klonok termékenyiilési viszonyait

meghatarozo S-genotipusanak tisztdzasa.

2. Uj cseresznye S-RN-dz allélok parcialis génszekvenciajanak meghatarozasa és
molekularis jellemzése.

3. A vizsgalt mintakor S-allél-készletének attekintése, a 10kusz variabilitdsanak
jellemzése.

4. Megismerni, milyen folyamatok allnak a géncentrumra jellemzd genetikai

valtozékonysag kialakuldsanak hatterében.

5. Az S-genotipus meghatarozasara hasznalhat6 molekularis vizsgélati eljarasok
fejlesztése, mely nagy genetikai variabilitdsu ndvényanyag vizsgalata soran is
megbizhato eredményt ad.

6. Az S-RN-dz génben bekovetkezett mutaciok feltarasa, evolucios / filogenetikai

elemzése.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Novényanyag

A kisérleteink soran 30, Torokorszagbdl szarmazd Gshonos cseresznyefajtat, valamint
17, a Fekete-tenger mellékén €16 vad populaciobol szelektalt fajtajelltet vizsgaltunk, melyek
a torOkorszagi Atatiirk Kozponti Kertészeti Kutatdintézet (Atatiirk Central Horticultural

Research Institute, Yalova) génbanki iiltetvényében talalhatok meg (6. tablazat).

4.2. DNS-alapu vizsgalatok

4.2.1. DNS-Kivonas

A novények teljes genomi DNS-tartalmat riigyekbdl nyertiik ki DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével, a gyartd utasitdsait kovetve. A DNS-kivonatok
mennyiségi ¢s mindségi paramétereit Nanodrop ND-1000 spektrofotométer (NanoDrop

Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) késziilékkel ellendriztiik.

4.2.2. S-PCR analizis

Az S-RN-az-allélok amplifikdciojahoz konszenzus primereket hasznaltunk, melyeknek
szekvenciait a 3. tabldzat mutatja. Az elsd intronrégio felszaporitasdhoz a PaConsl-F valamint
PaConslI-R primerpart alkalmaztuk (Sonneveld és mts, 2003).

Az S13-RN-az esetében az elsé illetve masodik intronrégién beliil megtalalhatéd
mikroszatellit régid kimutatisat a Marchese ¢s mts. (2010) altal kifejlesztett (a forward primer
6-FAM fluoreszcens jeloléssel ellatott) Si3-1SSR (F: ATT ATG AGC ACT GGT GGG TTG
C; R: ACC AAA GAA ACC ATG CAG AAA TGT) és S13-2SSR (F: TTT GAT GTT GGT
TTT CTG TTA GG; R: TTT GAG AAA ACA GAT AGA TAG ACA G) primerparok
segitségével végeztiik el.

Az S-RN-dz gén harmadik exonjanak — a gén C3 ¢és C5 kozotti régiojanak —
amplifikacidjahoz az EM-PC3consRD primer (Sutherland és mts, 2004) reverz komplementer
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oligonukleotidjat hasznaltuk — melyet EM-PC3consFD primernek neveztiink el — az EM-
PC5consRD primerrel parositva.

A PCR-reakciokhoz koriilbeliil 20-80 ng DNS-t hasznaltunk 25 pl végtérfogatban. A
10x Dream Taq puffer (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada) KCl-ot és
(NH4),SOg4-0t is tartalmazott a DreamZag ™ DNS-polimerdz enzim (Fermentas-Thermo
Scientific, Burlington, Kanada) megfeleld mukodéséhez sziikséges aranyban. A PCR-
reakcidelegy végsé koncentracidja 4,5 mM MgCl, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM a megfeleld
primerekbdl és 0,06 U Dream7ag DNS-polimerdz enzim.

A PCR-reakciok PTC 200 (MJ Research, Quebec, Kanada) tipusu késziilékben futottak.
A reakciok soran alkalmazott programok a primerekt6l fliggden eltérdek voltak.

A PCR-termékeket 1,2 %-os TAE illetve TBE agar6z gélben kiilonitettiik el egymastol
(1,5 h 100 V) és etidium-bromidos festéssel, UV-fénnyel atvilagitva tettiik lathatova. Az
egyes PCR-fragmentumok méretének meghatdrozdsdhoz 1 kb DNS-markert (Promega,

Mannheim, Németorszag) hasznaltunk.

3. tablazat. A konszenzus PCR soran felhasznalt primerek nukleotidsorrendje

Primer neve Szekvencia 5°-3’ Forras
PaConsl-F (C/A)CTTGTTCTTG(C/G)TTT(T/C)GCTTTCTTC Sonneveld és mts., 2003
PaConsl-R CATG(A/G)ATGGTGAA(A/G)T(T/A)TTGTAATGG Sonneveld és mts., 2003
PaConslI-F GGCCAAGTAATTATTCAAACC Sonneveld és mts., 2003
PaConslI-R CA(T/A)AACAAA(A/G)TACCACTTCATGTAAC Sonneveld és mts., 2003
EM-PC2consFD TCAC(A/C)AT(C/T)CATGGCCTATGG Sutherland és mts., 2004

EM-PC3consRD  A(A/T)(C/G)T(A/G)CC(A/G)TG(C/T)TTGTTCCATTC  Sutherland és mts., 2004

EM-PC3consRD reverz

EM-PC3consFD GAATGGAACAA(A/G)CA(C/T)GG(C/T)A(C/G)A/T)T K
omplementere

EM-PC5consRD CAAAATACCACTTCATGTAACA(A/G)C Sutherland és mts., 2004

4.2.3. Allélspecifikus PCR-vizsgalatok

s

S-PCR-analiziseket kovetden, annak érdekében, hogy az adott S-RN-dz allél intronméretek
szerinti azonositdsat megbizhatobba tegyiik, allélspecifikus PCR-reakciokat végeztiink. Az

allélspecifikus primerek pontosan az adott allél DNS-szekvencidjara illeszkednek, ezért
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minden egyes S-allél esetében kiilon-kiillon PCR-reakciot kellett beéllitanunk kiilonb6zo
primerparokkal és az azoknak megfeleld primer-tapaddsi hdmérsékletekkel.

Az allélspecifikus PCR-vizsgéalatot minden fajta esetében a rendelkezésre allo Gsszes
allélra (51-S7, So, Sio, S12-S14 €s S16) nézve elvégeztiik. A reakcioelegyek elkészitése és a PCR-
késziilék tipusa megegyezik a konszenzus S-PCR-nél leirtakkal.

Az egyes PCR-reakciok ellendrzéséhez belsd kontrollként egy minden genotipusban
megtalalhato szekvenciat felszaporitd primerpart (Pall (Pa)-F3 és Pall (Pa)-R4) hasznaltunk.
A PAL elnevezés a fenilalanin-ammonia-liaz elnevezés roviditésébol adodik.

A PCR-reakcio 1épései 3 perc 94 °C-os kezdeti denaturacios Iépés, ciklusonkénti
Iépések: 30 masodperc 94 °C denaturacid, 30 masodperc primerek kotddése a primer
olvadaspontjatol fliggd homérsékleten, 1 perc 72 °C polimerizacios 1épés, melyet 35 ciklus
utan egy 5 perces 72 °C-o0s végso extenzids 1épés kovet.

A PCR-termékeket gélelektroforézis sordn 1 %-os TBE agar6z gélen valasztottuk el,
100 V-on 1 ora alatt, s etidium-bromiddal megfestve, UV transzilluminatorral megvilagitva
tettiik lathatova. A fragmentumok méretének meghatdrozasat 1 kb DNS Iétra (Promega,
Mannheim, Németorszag) segitette.

A PCR-reakciokhoz felhasznalt all€élspecifikus primerek szekvenciajat, tapadasi
homérsékleteket és a vart PCR-termékméreteket a 4. tablazat foglalja 6ssze (Sonneveld és

mts., 2001; 2003).

4. tablazat. Az S,-S7, So, S0, S12-S1a €s Si6 cseresznye allélokra tervezett allélspecifikus
primerek és kontrollként hasznalt primerek (PAL) nukleotidszekvencidja a hozzajuk tartozo
primertapaddsi homérsékleti értékekkel és a vart PCR-termékek méretével (Sonneveld és
mts., 2001; 2003)

S-allél Primer Szekvencia (5°-3°) Tapadasi PCR-
hom. termé
(&) kmér
ete
(bp)
S1 PaS1-F GTAATTGCAACGGGTCAAAATATGAG 56 820
PaS1-R ACAACTCAGTATTAGTTGCTGGATCA
RY) Pa-S2-Fnew CCTGCTTACTTTGTCACGCA 57-61 640
PaS2-R AAGTGCAATCGTTCATTTG
S PaS3-F GGGTCGCGATTTAAGAAAGAGC 60 960
PaS4-R AACAATCGTACTTTGTGATGACTTTAGG
Sy Pa-S4-F CACTGGGTCGCTGTTTAACTTTAGG 60 820
Pa-S4-R TTGCATTTGATTAAGTGAGGCTTCA
S PaS5-F ACATGGTACATGTTCCCAACGGATC 50 300
PaS5-R CTGCTGTTCGATTACAGTCAATATGTAC
Se PaS6-F ACTGGACCGCAATTTAAGCG 53 470
PaS6-R AGTTGCTGCTTTAATGGGTGCA
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S, PaS7-F AGTTTCTTTAGCGACGTTAGATG 55-60 584

PaS7-R TGCATTTGGTTTAGTTTCTCTACA

AY) PaS9-F TTTGTTACGTTATGAGCAGCAG 58-62 495
PaS9-R ATGAAACAATACATACCACTTTGCTA

S1o PaS10-F GTTTGACGATGCTCAGTATCAC 58-62
PaS10-R GTACTTCCATCTTTGTCTTGCAC 505

S12 PaS12-F ATTCTGATGCTGGTCCTATAG 59-63 562
PaS12-R AACTCAGGCTTATTAGGGTG

Si3 PaS13-F CAATGGGTCGCAATTTGACGA 62-66 306
PaS13-R CGAGGAGGTGGATTCGAACACTTG

Si4 PaS14-F GCAGAATTTGGTATGTGTTGGA 61-65 468
PaS14-R GGATCGCTGGAAGTATTGCATTAT

Si6 PaS16-F TCATCAATTGCGTGATTAGCAG 57-61 429
PaS16-R TGTACCATGTTTGTTCCATTCCAT

Kontroll  Pall(Pa)-F3 CAAATTGAAGCTGCAGCAATTATGGA 55-60 1036

(PAL) Pall1(Pa)-R4 GGTAAGACCTGCATTCCGTAATCCTGTT

A Kkisérleteink sordn ujként azonositott S-RN-dz allélok esetében — az uj allél
szekvencidjanak megismerését kovetden — allélspecifikus primereket terveztiink, melyeknek

paramétereit az alabbi 5. tablazat foglalja 6ssze.

5. tablazat. Az altalunk tervezett, 0j allélokra specifikus primerek paraméterei

S-  Allélspecifikus Szekvencia (5’-3”) Hossz Primer parja Amplifikalt
allél primer (nt) régio (bp)
S17 PavS17R2 CCACGTTGGGCCAAGATATCTTC 23 EM-PC2ConsFD 631

815 PavS18R CAACTTTGATTTTGACCCTTTC 22 EM-PC2ConsFD 530

S19  PavSI9R GGTACAAACTTAAGGCATAATTAGAG 26 EM-PC2ConsFD 661

S5  PavS25R GGATAATATGGTAAATTCACACTTTTTC 28 EM-PC2ConsFD 773

834 Pce34F CCAATTTTCGAGAGACTAGACCAT 24 Pce34R2

834 Pce34R2 CACCTAGTACCACTAAAACCATAC 24 Pce34F o0

S3;  PavS37R CTCATATTTAGGAGCTCATAGAGG 24 EM-PC2ConsFD 660

4.2.4. A PCR-termékek fragmentumhossz-analizise, klonozasa, szekvenalisa és a

szekvenciak vizsgalata

Az S-RN-4z gének elsd intronrégidjara iranyuld vizsgalatok esetében kapott PCR-
fragmentumok pontos méretének meghatirozdsa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
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(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) elnevezésii automata DNS-
szekvenatorral tortént. A fragmentumhossz-analizisre szdnt mintak esetében a PCR soran 5’
végen fluoreszcensen jelolt (6-FAM) forward primereket hasznaltunk. A vizsgalat soran nyert
adatokat Peak Scanner Software v1.0 programmal (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornia, USA) értekeltiik ki.

izolaltuk vissza EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit (Bio Basic Inc., Markham
Ontario, Kanada) segitségével, a gyartd utasitasait kovetve. A PCR-termékek 3’ végein
talnylo adenin talalhatd, ezért klonozasuk altalaban olyan plazmiddal torténik, melynek 3’
végén extra timin van.

Vizsgalatainkhoz a pGEM-T Easy Vector Systemet (Promega, Mannheim,
Németorszag), valamint az InsTA Clone PCR Cloning Kitet (Fermentas-Thermo Scientific,
Burlington, Kanada) hasznaltuk. A ligalas egy éjszakan at 4 °C-on 10 ul végtérfogatban
tortént: a pGEM-T Easy Vector System esetében 20-50 ng tisztitott PCR-termék, 3 U Ty
DNS-ligaz, 50 ng pGEM-T Easy Vector, 2x puffer (60 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl,, 20 mM
DTT, 2 mM ATP, 10 % polietilén-glikol) (Promega, Mannheim, Németorszag), desztillalt
vizzel kiegészitve; az InsTA Clone PCR Cloning Kit esetében pedig 20-50 ng tisztitott PCR-
fragmentum, 1,65 U T, DNS-ligaz, 55 ng pTz57R/T plazmid vektor, 5x ligacios puffer
(Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada) desztillalt vizzel kiegészitve.

A klonozott fragmentumokat JM109 valamint DHS5o kompetenssé tett E. coli
baktériumsejtekbe transzformaltuk. A kompetens sejteket Z-Competent'™ E. coli
Transformation Kit (Zymo Research Corp., Irvine, Kalifornia, USA) segitségével preparaltuk,
a gyartd utasitasainak megfeleld eljarassal. A teljes ligacios elegyet 100 ul =70 °C-on tarolt
kompetens baktérium-szuszpenzioval finoman elegyitettiik, majd hokezeltiik, azaz 20 percen
at jégen tartottuk, azutan 45 masodpercig 42 °C-os vizfiird6be helyeztiik, majd 2 percig ismét
jégre tettiik. Végiil 950 ul 37 °C-os folyékony, antibiotikum-mentes LB taptalajt adtunk
hozz4, és masfél oraig razattuk 37 °C-on, 200 rpm fordulatszammal. Ezutan 100400 pl-nyi
szuszpenziodt szélesztettiink LB / ampicillin / IPTG / X-gal rétegzett szilard taptalajon: 10 g/ 1
Bacto-tripton, 5 g / 1 Bacto-élesztOkivonat, 10 g / 1 NaCl, 7 g / 1 agar, 100 pg / ml ampicillin
pH=7; a plate felszinén 100 mM IPTG-t és 50 mg / ml X-galt oszlattunk szét, fé1 6rig 37 °C-
on tartottuk a szélesztés elbtt. A kész plate-eket forditott helyzetben 37 °C-on inkubaltuk egy
¢jszakan keresztiil.

A ligalas sikerességére a baktériumkolonidk szinébdl kovetkeztethetliink. A kék-fehér
szelekcid eredményeképpen kapott telepek koziil 20-20 darab kiilonallo, nagyméreti fehér

telepet oltottunk le steril pipettaheggyel, melyet el6szor masterplate-hez érintettiink, majd
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M13 primerparral végzett kolonia-PCR soran teszteltiik, hogy a baktériumtelep plazmid DNS-
e valoban tartalmazza-e az altalunk beklonozott inszertet.

A kolonia-PCR soran pozitivnak mutatkoz6 baktériumkolonidkbol folyadékkultarat
inditottunk. A masterplate-en egy éjszakan at 37 °C-on felszaporitott eredeti telepekrdl
oltottuk le a pozitiv, inszertet tartalmazo baktériumtelepeket 2 ml folyékony, 100 mg / ml
ampicillint tartalmazé LB taptalajba. A folyadékkultarakat egy €jszakéan at razattuk 37 °C-on
200 rpm fordulaton.

A plazmidokat EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Kit (Bio Basic Inc., Markham
Ontario, Kanada) izolaltuk. Az inszertek ellenérzését pGEM-T Easy plazmidok esetében
EcoRI restrikcios enzimmel, pTz-57R/T plazmidok esetében pedig Xbal ¢és BamHI
(Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada) dupla restrikcids enzimes emésztéssel
végeztiik 37 °C-on 2 6ran at. Szekvencidjuk meghatarozasa szintén ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) automata DNS-szekvenatorral
tortént. Minden fajta €s haplotipus esetében harom—ot klon szekvenaldsat végeztiik el mindkét
iranyban.

A DNS- és aminosav-szekvencidk homologiavizsgalatahoz az NCBI BLASTN 2.2.27+
szoftverét (Zhang ¢és mts., 2000) hasznaltuk. Az illesztéseket a CLUSTAL W (Thompson ¢€s
mts., 1994) és a BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, Kalifornia, USA) programokkal hoztuk
létre. A restrikcids endonukleazok hasitohelyeit a TACG 3.2 szoftverrel (Biology Workbench,
http://workbench.sdsc.edu) hataroztuk meg. A filogenetikai €és molekuldris evolucids
analiziseket a MEGA version 5.1 szoftver segitségével hajtottuk végre (Tamura és mts.,

2011).

4.2.5. A bizonytalan funkci6ji S7,-RN-dz allél klonozasa és szekvenalasa

A torok cseresznyefajtak koziil a ‘“Turfanda Kara’-ban (S457m) a masodik intron PCR-
analizise soran egy koriilbeliil 3000 bp méretli fragmentum keletkezett, mely az eddig ismert
cseresznye S-allélok kozott szokatlan méretii, tovabba a teljes fragmentum klénozasa plazmid
vektorba nehezen megoldhatd. Ezért a gén harmadik exonjat amplifikaltuk C3 ¢€s C5 kozotti
régiokban EM-PC3consFD ¢s EM-PC5consRD primerparok segitségével, az alabbi PCR-
program alkalmazasaval: 3 perc 94 °C, 30 cikluson keresztiil: 1 perc 94 °C, 1 perc 48 °C és
1,5 perc 72 °C, végiil egy 5 perces 72 °C-os végsé extenzios l€pés. A fragmentumokat

klonztuk és kompetens sejtekbe transzformaltuk.
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Az eddig ismeretlen S-RN-az all¢l (kés6bbiek soran S7,-ként jelolt) harmadik exonjanak
transzformalt fragmentumat kolonia-PCR-t kovetden restrikcids enzimmel hasitottuk. A
‘Turfanda Kara’ masik all¢lja az Ss. Az Ss-RN-dz allél szekvenciaja ismert, melyet az EcoRV
restrikcids enzim két darabra hasit szét. A kék-fehér szelekciot kovetden a fehér telepekbdl
nyert kolonia-PCR-termékeket EcoRV (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada)
restrikcids enzimmel hasitottuk, a mintakat 1 oran keresztiil 37 °C-on tartva. Az emésztés
utan a hasitott termékeket agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik. Kizarolag azokbol a
koloniakbol izolaltunk plazmid DNS-eket, amelyek nem hasitédtak az Si;-RN-dz jelenlétére
utald méretnél (81 és 165 bp).
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5. EREDMENYEK

5.1. A torok cseresznyék S-genotipusanak meghatarozasa konszenzus

primerekkel

Vizsgalataink els6 1épése a torok cseresznyefajtak €s szelektalt klonok S-genotipusanak
meghatarozasa volt. Konszenzus primerekkel végzett PCR analizis soran meghataroztuk
valamennyi vizsgalt cseresznye mindkét S-alléljanak elsé és masodik intronméretét (7. abra,
6. tablazat). Az elsO intronrégid pontos méretét automata szekvenatorral hataroztuk meg,
miutan a fragmentumokat fluoreszcens festékkel (6-FAM) jeloltiik. A méreteket 6sszevetettiik
az ismert termesztett és vadcseresznye allélokra kordbban meghatarozott értékekkel (De
Cuyper ¢és mts., 2005; Sonneveld és mts., 2003; Vaughan ¢és mts., 2008). A 47 torok
cseresznye vizsgalata Osszesen husz kiilonb6zé S-RN-az allél jelenlétét valosziniisitette.
Preferencialis amplifikaciot (a két allél koziil mindossze egy kimutatésat) csak a Coll. 43 jela

szelektalt klon esetén tapasztaltunk.

a
2000 bp —
1500 bp — s - - -
1000 bp — S S S, S, Si s Sa Sa Si g Si Siog Si S4 S,
750 bp — ST 'S, 54 SF Sigf s S; Of s 4 S S, 18 ’ 2 2
o0k — o T2 guy A e - e v BB b - . SS---=s-s:
N 6
250bp = Sia S; Stm S; S S7mszms Sie So Stm Ste S; S S el Ss 4 e Ss Sy : aehis
b M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
3000bp — f s, 5= 5 s, . o S s, S S, S s 5
2000 bp — - Stm Stm - S; e
i B R S Ss Sig _s_“ S, Be 5 Sis Sa Syg S, Sa S, S, S & &
1500 bp — 514 e e —— gow S, e e e T T~y _mw wey
1000 bp — e S; S S Ss - S; == S, S, &y “ 83 S, S, = -
750 bp — Sy S, S s, o
6

500 bp — e
M 1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

crcr

amplifikdlo PaConslI-F és PaConslI-R (b) konszenzus primerekkel. M: 1kb méretmarker
(Promega, Mannheim, Németorszag), 1. ‘Artvin-5’ (514537), 2. ‘Artvin-43’ (S53512), 3. ‘Artvin-
45’ (S187m), 4. ‘Aydin Kirazi’ 0890 (S5,S3), 5. ‘Elifli’ (S384), 6. ‘Eryatagi Amasya 0849’
(S4S7m), 7. ‘Tabanlt’ (S19S521/25), 8. ‘Tezce 0912 (52518), 9. ‘Turfanda’ (SeS9), 10. ‘Turfanda
Kara’ (S487m), 11. “Yakacik’ (S251g), 12. Coll. 1 (8354), 13. Coll. 12 (S3S14), 14. Coll. 13 (53S4),
15. Coll 14 (81S54), 16. Coll. 16 (S2515), 17. Coll. 19 (5284), 18. Coll. 20 ($35i13), 19. Coll. 34
(5457), 20. Coll. 36 (S4S6), 21. Coll. 38 (S4534), 22. Coll. 43 (52513), 23. Coll. 54 (5354), 24.
Coll. 56 (5384), 25. Coll. 59 (5:2531), 26. Coll. 68 (5254), 27. Coll. 69 (S457) és 28. Coll. 71
(S4S17).
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Tekintettel arra, hogy néhany ismert allél (Sis / Ss2, S» / S7 vagy So / Sio) mindkét
intronrégidja kozel azonos méretd, illetve a géncentrumhoz kozeli teriileten a fajra jellemzo
genetikai diverzitas felveti korabban nem azonositott allélok jelenlétének lehetdségét is,
sziikséges valamennyi vélelmezett allél megerdsitése. Sonneveld és mts. (2001; 2003) allél-
specifikus primereket terveztek az altaluk azonositott S;-S7, So-Sio, S12-S13, Si4 €s Si6 allélok
kimutatasara. A primereket azokban az esetekben hasznaltuk megerdsitésként, ahol a
konszenzus primerek altal amplifikalt fragmentumok mérete valoszinsitette az adott allél

jelenlétét (8. abra).

1500bp—

1000 bp— e
750 bp—

500bp—

250 bp—

= % £ £ <4 =22 8 = & 2 8 & & g = & ¥ 8 3
£ 2 5 ¢ = =2 = 2 =2 2 = = = b T R
T = =3 = =3 S S = [ S o0 E] =) =
£E T E & 0 U O S v 8 T © Z & <
“< = =
= s
= =
S 1s000p
. — 1000 bp
t 750 bp
-~ 500bp
. — 250bp
=

=

Coll. 36
Coll. 38
Coll. 43
Coll. 56
Coll. 68
Artvin-5
Coll. 12
Coll. 59
Coll. 71

Turfanda

w, w,
T b
£ £
£ £
- -

Artvin-43
Artvin-45

8. abra. N¢hany példa az S»-, Ss-, S7-, Si2-, S13- és Sis-allélspecifikus primerek altal elvégzett
vizsgalatra. M: 1kb méretmarker, PAL: belsé kontroll (fenilalanin-ammonia-liaz gén egy
szakaszanak amplifikacioja).

A konszenzus és allélspecifikus PCR vizsgalat eredményeként az Si;- és az Ss-allélt
tizenkilenc, az S,-t tizennégy, az Se-ot hét, az S;-et 6t, az Si-et négy, az So-et €s S)»-t harom, az
Ss5-0t, S1o-et és Si4-et kettd, végiil az Sy3-at egy fajtaban sikeriilt kimutatni.

A rendelkezésre allo allélspecifikus primerek 13 esetben nem adtak amplifikaciot az
egyik vagy mindkét allél esetében. Jollehet a konszenzus primerrel meghatarozott
intronméretek alapjan feltételezhetd volt a Coll. 71 szelektalt klonban az S;7-allél, a ‘“Tezce
0912°, “Yakacik’, Coll. 16 és Coll. 20 genotipusokban az S;g, a ‘“Tabanli’ fajtaban az Si¢ és
S2125, @ Coll. 59-ben az S3;-allél jelenléte, de ennek megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatokra

volt sziikség. Rdadasul néhany minta esetében olyan fragmentumméreteket hataroztunk meg,
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melyek minden ismert allél jellemzd fragmentummeéretétdl kiilonbozok voltak. A Coll. 38-ban
példaul kimutattunk egy allélt, melynek elsé intronrégidja 454 bp, masodik intronrégioja kb.
1100 bp méretli volt. Az ‘Artvin-5’ egyik alléljat 467 bp-os elsd intronrégio és kb. 560 bp-os
masodik intronrégio jellemezte. Harom minta esetén (‘Artvin-45°, ‘Eryatagi Amasya 0849’ és
‘Turfanda Kara’) az els6 intronrégio 376 bp, a masodik intronrégiod kozel 3000 bp méretiinek
bizonyult. Mivel ilyen méretek egyetlen ismert allélra sem jellemzdek, feltételezésiink szerint

uj, cseresznyeében korabban nem azonositott allélokat reprezentalnak.
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6. tablazat. A vizsgalatokhoz hasznalt torok cseresznye tajfajtak és szelektalt klonok eredete és az S-genotipus meghatarozasahoz hasznalt
modszerekkel elért eredmények

Szarmazasi Az elso A masodik Pozitiv Negativ ~ §- Inkompatibilitasi

hely intronrégio intronrégio allel- allel- genotipus  csoport®

(tartomany) mérete a hozzavetdleges specifikus specifik

PaConsl mérete a PCR® us PCR®
primerparral® PaConsII
primerparral®
Fajtak
Abdullah Bursa 518, 428 580, 800 Se, So S6So Group X
Aci1 Bursa Bursa 303, 420 900, 2400 S5, S5 8587 Group XLIV
Artvin-5 Artvin 406, 467 720, ﬂ S14, S37>l= S]-S13, S14S37 GI’OUp 0
N
Artvin-43 Artvin 303, 420 900, 1800 S3, S12 S3812 Group XXII
Artvin-45 Artvin 456, 376 880, 3000 S S1-S3, S187m Az S7y-allél
S5-S16 funkc 10] atol
figg"
Aydm Kirazi 0890 Aydin 420, 303 2200, 900 S5, S; Y, $283 Group IV
Aydin Siyahi Aydin 420, 440 2200, 730 S2, Sto S3 85810 Group XLII
Bademli 0898 Izmir 420, 440 2200, 730 S2, Sto S$2810 Group XLII
Cemal Sanliurfa 303, 523 900, 1060 S3, S4 S384 Group III
Demir 0903 Erzincan 303, 518 900, 580 S3, Se RERYS Group VI
Elifli Afyon 303, 523 900, 1060 S3, Sy 8384 Group I1I
Eryatagi Amasya Amasya 523, 376 1060, 3000 S4 S1-S3, S4S7m Az S7q-allél
0849 S5-Ste funkciojatol
fligg®

Halil Efendi Manisa 456, 518 880, 580 S186 Group XX
Kad1 0878 [zmir 518, 428 580, 800 S6So Group X
Kara 0908 [zmir 420, 303 2200, 900 S5, S; $283 Group IV
Kara Gevrek [zmir 420, 462 2200, 2160 S5, Ss Ss S355d Group VIII
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Kara Kiraz
Kazancioglu
Kirdar

Mustafa Kemalpasa

Nigde

Sar1

Sultan
Sultan Hisar
Tabanli
Tezce 0912

Turfanda
Turfanda Kara

Yakacik

Zeyidali 0906

Szelektalt klonok

Coll. 1

Coll. 12
Coll. 13
Coll. 14
Coll. 16

Coll. 19
Coll. 20

Coll. 34
Coll. 36
Coll. 38

Bursa
Artvin
Manisa
[zmir
Nigde
Aydin
Aydin
Aydin
Erzincan
Amasya

Hatay
Bursa

Izmir

Denizli

Tokat
Tokat
Tokat
Amasya
Amasya

Amasya
Amasya

Kastamonu
Kastamonu
Kastamonu

303, 420
303, 420
420, 518
456, 462
523,420
420, 303
523,420
303, 523
502,451
420, 409

518,428
523,376

420, 409

420, 303

303, 523
303, 406
303, 523
456, 523
420, 409

420, 523
303, 409

523,420
523,518
523,454

900, 1800
900, 1800
2200, 580
880, 2160
1060, 2400
2200, 900
1060, 2400
900, 1060
975, 2000
2200, 970

580, 800
1060, 3000

2200, 969

2200, 900

900, 1060
900, 720

900, 1060
880, 1060
2200, 970

2200, 1060
900, 970

1060, 2400
1060, 580
1060, 1100

S3, Si2

S5, Se

S1, Ss

S4, §7

S5, 83

S4, §7

83, S84

S19%*, S2105*
S5, Sig*

Se, So
Sy

S5, Sig*

$2, 83

S5, Sy
S3, S14
S5, Sy
S1, Sy
S5, Sig*

S5, S4
S3, Sig*

S, 87
Ss, S6
S4a S34*

$2, S1o
S1, S3-
Sie

SI'S32
Ss5-Ste

S1, S3-
Sie

S1, S3-
Sie

Sl _SZa
S4-S16

53512
53512
AYAYS

S185

S457

AYAY)

S457

5554
1982125
S$2818

S6S9
S4S7m

52818

5283

5554
S53814
5554
S184
S$2818

S5284
53818

S457
S4S6
S4834

Group XXII
Group XXII
Group XXV
Group XIV
Group XXIX
Group IV
Group XXIX
Group III
Group 0
Group XLV*

Group X

Az S7p-allél
funkciojatol
fligg®

Group XLV*

Group IV

Group III
Group XXXIV
Group III
Group IX
Group XLV*

Group XIII
Group 0

Group XXIX

Group XVII
Group 0
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Coll. 43
Coll. 54
Coll. 56
Coll. 59

Coll. 68
Coll. 69
Coll. 71

Kastamonu
Karabiik
Karabiik
Zonguldak

Zonguldak
Zonguldak
Diizce

420, n.a.
303, 523
303, 523
420, 284

420, 523
523, 420
523, n.a.

2200, 870
900, 1060
900, 1060
2200, 721

2200, 1060
1060, 2400
1060, 796

S5, S13
S5, Sy
S5, Sy
S,

S5, S4
S4, §7
S4, S17*

S1, S3-
Sie

SI'S32
Ss5-Sie

55813
5554
5554
52831

S5284
S4S7
S4S17

Group 0
Group III
Group III
Group 0

Group XIII
Group XXIX
Group 0

*Az alahuzas olyan fragmentumokra utal, melyek részleges vagy teljes DNS-szekvencidjat meghataroztuk; n.a. nem amplifikalt fragmentumok

PA csillaggal jel5lt allélokat az Gjonnan kifejlesztett allélspecifikus primerekkel ellenriztiik.

‘Azok a negativ allélspecifikus reakciok kertiltek feltiintetésre, ahol a negativ eredmény dontének bizonyult az S-genotipus meghatarozasa soran.
YAz Ipek és mts. (2011) altal meghatarozott S-genotipusok javitasat javasoljuk.

°A csillaggal jelolt inkompatibilitasi csoport felismerése e munka eredménye.

sy

sy
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5.2. Az §-RN-az allélok DNS-szekvenciajanak meghatarozasa

Osszesen 21, PCR altal amplifiklt fragmentumot tisztitottunk ki agar6zgélbél,
melyeket klonoztunk, és meghataroztuk DNS-szekvenciajukat (7. tablazat). A szekvencidk a

fragmentum amplifikélasahoz hasznalt primerek szekvenciajat nem tartalmazzak.

5.2.1. Vadcseresznye allélok azonositasa

A fragmentumok DNS-szekvencidjanak meghatarozasa lehetévé tette a korabban
kizardlag vadcseresznyében kimutatott allélok megbizhaté azonositasat, melyek igazolasahoz
allélspecifikus primerek nem 4alltak rendelkezésre. A Coll. 71 4ltal hordozott fragmentum
szekvenciaja az Sy7-allél jelenlétét igazolta, mig a ‘Yakacik’ és Coll. 16 az Sjg-allélt hordozza.
A ‘Tabanlr’ fajta esetében egyetlen allélspecifikus reakcido sem miikddott, igy meghataroztuk
a 975 bp-os masodik intronrégi®6 DNS-szekvenciajat. A BLASTN analizis 99 %-o0s
azonossagot mutatott ki az Sj9 vadcseresznye alléllal. Mivel a masik allél masodik
intronrégioja 2000 bp koriili méretet mutatott, a fragmentum klonozasa nem jart sikerrel.
Sikeriilt azonban az elsé intronrégiora tervezett konszenzus primerek altal elvégzett
amplifikacioval nyert 451 bp-os fragmentumot klonozni, €s szekvencidjat meghatarozni. A
BLASTN analizis igazolta, hogy az allél megegyezik a spanyol ‘Taleguera Brillante’
(Wiinsch és Hormaza, 2004) tajfajtaban detektalt Sys-alléllal (AY259113).
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7. tablazat. A munka soran meghatarozott cseresznye S-RN-dz allélszekvencidk GenBank/EMBL adatbazisbeli azonositdé szama, a
szekvenalashoz hasznalt genotipus megnevezése, a szekvencia hossza €s az S-RN-dz gén szekvencia altal lefedett régioi

Allél Adatbazisbeli Fajta/Szelektalt klon A szekvencia Az S-RN-dz gén szekvencia altal lefedett
azonosito hossza (bp) régioi
S JQ280523 Artvin-45 (S157m) 827 C2-t6l a C5-ig
S3 JQ280520 Coll. 13 (53S54) 253 Szignal peptidt6l a C2-ig
S3 JQ280530 Elifli (S5S4) 843 C2-t6l a C5-ig
Sy JQ280527 Coll. 56 (S354) 566 A masodik intron 3’ végétdl a C5-ig
Se JQ280532 Turfanda (S6S9) 530 C2-t6l a C5-ig
S7m JQ280516 Artvin-45 (S157m) 384 Szignal peptidt6l a C2-ig
S7m JQ280517 Eryatagi Amasya 0849 384 Szignal peptidtél a C2-ig
(S4S7m)
S7m JQ280518 Turfanda Kara (S457m) 709 Szignal peptidtél a C2 ig és C3-t6l a C5-ig
S1o JQ280519 Aydm Siyaht (52510) 1159 Szignal peptidtdl a C2-ig és az RHV-t6] C5-ig
(a masodik intron 3’ végével)
NE JQ280526 Coll. 43 (S2513) 823 C2-t6l a C5-ig
S17 JQ280528 Coll. 71 (S4S17) 749 C2-t6l a C5-ig
NT JQ280524 Coll. 16 (S2513) 615 C2-t6l a masodik intron 3’ részéig
S1s JQ280533 Yakacik (52S51s) 922 C2-t6l a C5-ig
NE JQ280531 Tabanli (S19521/25) 938 C2-t6l a C5-ig
S21/25 JQ280521 Tabanli (S19521/25) 400 Szignal peptidtél a C2-ig
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S31
S34

Q280529
JQ280525

Q280522

Coll. 59 (S2S31)
Coll. 38 (S4S34)

Artvin-5 (S14S37)

1007
1173

522

Szignal peptidtél a C2 ig és C2-t61 a C5-ig
Szignal peptidtdl a C2 ig és a masodik intron
3’ végétol a 3’ nem transzlalodo régio kezdeti
szakaszaig

C2-tél a C5-ig
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A Coll. 59 szelektalt klonban amplifikalt 284 bp-os elsd intronrégid és a 721 bp-os
masodik intronrégid6 DNS-szekvencidja jelentds mértékli egyezést mutatott az S3
vadcseresznye allél szekvencidjaval. A hipervaridbilis RHV régiot és a masodik intront
tartalmaz6 masodik intronrégio 95 %-ot meghaladé azonossagot mutatott mas Prunus S-RN-
az allélokkal, példaul egy P. speciosa alléllal (AB289900), a P. armeniaca S36 (GUS574198),
P. armeniaca S»o (EF173402) ¢és P. mume S3; (JN232977) allélokkal. A szekvencidk illesztése
egynukleotidos szekvencia-polimorfizmusokat (SNP) mutatott ki, illetve egynukleotidos
inszercios / delécids események kovetkezményét tarta fel (9. a. abra). Az exonrégidkban
kimutatott SNP-k egyetlen esetben sem okoznak aminosavcserét a transzlalt fehérjében
(szinonim mutdciok). A transz-specifikus allélok szekvenciaillesztése alapjdn a maximalis
parszimonia mddszerrel készitett filogenetikai elemzés megbizhatdan tiikrozte a Prunus fajok

filogenetikai kapcsolatrendszerét (9. b. dbra).

a

10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100
R O PO IR ISP DR I IS IO Ul (DR [ IR (D ISP RPN IR SO [ BN
Pavs3l CARARCGATGCCCAGTAATTGTAATGGGTCGCAATT TGAGCACAGGARAGTEETATGCATCGTTTATTTITTTCACT TACTCTTTAGCATTTAGTTTTCAGA 100
Pspec CAACGATGCCCAGTAAT TGTAATGGGTCGCAATTTGAGGACAGGARAGTEFTATGCAT CGTTTAT T TITTTCACT TACTCTTTAGCATTTAGTTTTCAGA 100
ParmS36 CARACGATGCCCAGTAATTGTAATGGGTCGCAATTTGAGGACAGGAAAGTEGTATGCATCGTTTATTTETT TCACTTACTCTTTAGCATTTAGTTTTCAGA 100
Parm520 CAACGATGCCCAGTAATTGTAATGGGTCGCAATTTGAGGACAGGARAGTELGTATGCATCGTTTATTTETTTCACTTACTCTTTAGCATTTAGTTTTICAGA 100
PmumS32 CAACGATGCCCAGTAATTGTAATGGGTCGCAATT TGAGCGACAGGARAGTEETATGCATCGTTTATTTTT TCACT TACTCTTTAGCATTTAGTTTTCAGA 100
ParmS17 CAACGATGCCCAGTAATTGTAATGGGTCGCAATT TGAGCGACAGGARAGTETATGCATCGTTTATTTTT TCACT TACTCTTTAGCATTTAGTTTTCAGA 100
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Pavs3l AARSTAGATTATCGTCTGAGGATAATATANT TTTTT TCAET AAGCCTT TGG TGINT AGAT ATTTQGAGGATAATATET AAT@ARAGAAC C 198
Pspec AAPMNTAGATTATCGTCT GAGGATAATATANT TTTTT TCART AAGCCTT TGG| TGINT AGAT ATTTWNGAGGATAATATHT AATINARAGAACE 199
ParmS36 AARNTAGATTATCGTCTGAGGATAATATAGITTTTT TCABMTAAGCCTT TGG TG@T AGAT ATTTNGAGGATAATATET AATINARAGAACS 200
ParmS20 ARAWTAGATTATCGTCTGAGGATAATATASTTTTTTTCARTAAGCCTTTGG TG@T AGAT ATTTINGAGGATAATATET AATIFARAGAATS 200
PmumS32 AAANTAGATTATCGTCTGAGGATAATATAGTTTTTT TCABMTAAGCCTT TGG TG@TAGAT ATTTWNGAGGATAATATET AR TIARAGAACH 200
ParmS17 AAAWNTAGATTATCGTCTGAGGATAATATAGITTTTT TCARTAAGCCTT TGG TGETAGAT ATTTWGAGGATAATATET AATIARAGAAC 200
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Pavs3l TTTTGTACTTATGTATATCTTGAAAATATTGTIICTTARAT AAATCARAATTCAATTTAATACTCAGATT TAATGTTEGAAARRACCAATCT

Pspec TTTTGTACTTATGTATATCTTGAAAATATTGTRCTTAAAT ECAARAMACCAATCT
ParmS36 TTTTGTACTTATGTATATCTTGAAAATATTGTS
ParmS520 TTTTGTACTTATGTATATCTTGAAAATATTGTS
PmumS32 TTTTGTACTTATGTATATCTTGAAAATATTGT@CTTAAAT
ParmS17 TTTTGTACTTATGTATATCTTGAAAATATTGTE
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Pavs3l TCAAGAATGARAATCTANT TATTTCT ARATATGTATGTATCTCAAGTACCCTCAACTECGGACCARACTGAAGARATCTTGGCCCGACGTGGAAGATG 397
Pszpec TCAAGAATGARAATCTART TATTTCT ARTATGTATGTATCTCAAGTACCCTCAACTECGGACCARACTGAAGARATCTTGGCCCGACGTGGAAGATG 3598
ParmS36 TCAAGAATGAAAATCTARTTATTTCT ARTATGTATGTATCTCAAGTACCCTCAACTICGGACCARACTGAAGARATCTTGGCCCGACGTGGAAGATG 400
Parm520 TCAAGAATGAAAATCTARTTATTTCT AARTATGTATGTATCTCAAGTACCCTCAACTINCGGACCARACTGAAGARATCTTGGCCCGACGTGGAAGATG 400
PmumS32 TCAAGAATGARAATCTARTTATTTCT ARTATGTATGTATCTCAAGTACCCTCAACTNCGGACCARACTGAAGARATCTTGGCCCGACGTGGAAGATG 400
ParmS17 TCAAGAATGARAATCTARTTATTTCT ARTATGTATGTATCTCAAGTACCCTCAACTICGGACCARACTGAAGARATCTTGGCCCGACGTGGAAGATG 400

410 420
Pav531  GEAATGATACABAGTTTTGGGAAG) 421 b Parm§17
Pspec GEAATGATACARAGTTTTGGGAAG| 423 100 PavS31
ParmS36 GEAATGATACAAARMTTTTGGGAAG| 424
ParmsS20 GERATGATACAAZMTTTTGGGAAG| 424 Pspec
PrumS32  GEAATGATACAAARMTTTTGGGAAG| 424 ParmS20
ParmS17 GEAATGATACAAARTTTTGGGAAG| 424
PrmumS32
ParmS36

9. abra. A Prunus avium S31-RN-dz allél és transz-specifikus testvéralléljainak (a) illesztése
¢s (b) a maximalis parszimonia modszer alapjan elvégzett filogenetikai analizise (MEGA
5.1). Az exonokat keret jeloli. Az eltéré poziciok fekete alapon fehér karakterekkel
szerepelnek. Az elemzéshez hasznalt allélok: P. avium Ss; (PavS31; DQ266443), P. speciosa
(Pspec; AB289900), P. armeniaca S3¢ (ParmS36; GU574198), P. armeniaca Sy (ParmS20;
EF173402) és P. mume Sz (PmumS32; JN232977).
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5.2.2. Egy uj cseresznye S-RN-dz allél (S37) azonositasa és molekularis jellemzése

Az ‘Artvin-5" szelektalt klon 560 bp-os mdasodik intronrégiojat klonoztuk, ¢&s
meghataroztuk DNS-szekvenciajat. A szekvencia 99 %-0s azonossagot mutatott a P. speciosa
S13-RN-az (AB289869) all¢ljaval. A két allél kozott a legszembetlindbb kiilonbség, hogy a P.
speciosa egy 1233 bp méretli inszerciot hordoz, mely a cseresznye allélbol hidnyzott (10.
abra).

A be¢kelddott szekvencia az egyebként 155 bp hosszl intron 116. és 117. nukleotidjai
kozott helyezkedett el. Az inszercibhoz 90 %-nal is nagyobb hasonlosagot mutatd
szekvencidk kozé tartozott a Prunus salicina S>-RN-daz (EU113260) (Zhang és mts.
kozoletlen), és a Prunus armeniaca S>-RN-dz (EF160078) (Zhang és mts., 2008) masodik

intronrégidja.

155bp "

1233 bp inszercid

1388 bp

|Species/Abbrv
|2. Pavs37
1. Pspsi3

RHV

10. abra. A P. avium S37-RN-adz €s P. speciosa S13-RN-dz allélok exon-intron szerkezete és a
két allél kozti molekularis kiilonbségek. Téglalap: exon, vonal: intron, sarga nyil piros
kerettel: indel pozicidja, zold nyil: szelekcids szempontbol semleges hatasa SNP, piros nyil:
szelekcios szempontbol feltehetden nem semleges hatasa SNP.
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Az ‘Artvin-5’ cseresznyefajtabol azonositott és a P. speciosabol leirt allélok tovabbi
molekularis vizsgalata megerdsitette az allélok kozeli rokonsagat. Mindossze négy SNP volt
kimutathatd, melyek koziil kettd az intronban, egy az els6 exonban, a negyedik a masodik
exonban (10. abra). A négy koziil egyetlen egy bizonyult nem szinonim mutacionak, a P.
speciosa GAC kodon TAC-ra valtozott, melynek kovetkeztében a fehérje RHV régidjaban
egy nem konzervativ aminosav-csere kovetkezik be (D—Y).

Az allélt tovabbiakban a termesztett cseresznye (P. avium) Ss7-RN-dz alléljaként

javasoljuk elnevezni.

5.2.3. Egy bizonytalan funkcioju S-RN-dz allél (S7m) azonositasa

Az ‘Artvin-45°, ‘Eryatagi Amasya 0849’ és ‘Turfanda Kara’ genotipusok masodik
intronrégidjanak PCR-analizise sordn egy kozel 3000 bp méretli fragmentumot mutattunk ki
(7. dbra), ami meghaladja valamennyi ismert cseresznye S-RN-dz allél masodik intronméretét.
Ennek alapjan 1j, kordbban nem azonositott S-RN-dz allélnak gondoltuk. A 376 bp méretii
els6 intronrégié DNS-szekvencidja a legnagyobb mértékii hasonlosagot a cseresznye Ss-RN-dz
allél szekvenciajaval mutatta, a hasonldésag mértéke 91 % volt, ami aldtamasztotta, hogy egy
eddig feltehetden nem ismert allélt taldltunk. Ennek igazoldsdhoz sziikség lett volna a
masodik intronrégid szekvencidjara is, hiszen ennek részét képezi az allélspecifitasban
jelentds szerepet jatszo RHV régi6 is. A 3 kb méretli fragmentum klonozasa azonban
sikertelennek bizonyult.

A probléma megoldasa érdekében egy 0j primert (EM-PC3consFD) hasznaltunk fel. Ez
a primer a Sutherland és mts. (2004) altal kozolt EM-PC3consRD primer reverz
komplementere, mely forward primerként hasznalhat6 az EM-PC5consRD primerrel. A
primer sikeresen miikddott, és hasznalatdval lehetévé valt az S-RN-dz gén C3 és C5 régioi
kozotti szakasz felszaporitdsa. Az amplifikalt régié azonban nem tartalmazta az eltéré meéretii
intront, igy a ‘Turfanda Kara’ (S4S,) két S-RN-dz alléljanak megkiilonboztetésére egy 1
eljarast kellett kidolgoznunk. A klonozott fragmentumokat kolonia PCR-rel felszaporitottuk,
¢s EcoRV enzimmel (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada) hasitottuk, mivel az
S4-RN-dz kérdéses szekvencidjaban megtalalhatdé az enzim hasitohelye (GAT|ATC). Az
EcoRV restrikciés endonukleaz enzim a 246 bp méretli fragmentum 81. nukleotidja utan
hasit, igy 81 és 165 bp méreti termékek keletkeznek. Az M13 forward és reverse primerrel
végzett kolonia PCR soran a vektor klonozo helyét hataroldo szekvencidk egy részlete is

amplifikalodik (53 bp illetve 101 bp), igy annak megfeleléen, hogy az inszert milyen
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orientacidban épiilt be a vektorba 81 bp + 53 bp = 134 bp és 165 bp + 101 bp =266 bp (11.
abra: 1.,3.,4.,6.,9.,21., 22, 23., 25., 27. klénok), valamint 81 bp + 101 bp = 182 bp és 165
bp + 53 bp = 218 bp (11. abra: 5., 8., 11. klonok) méretli amplikonokat kaphatunk abban az
esetben, ha az adott szekvencia rendelkezik az EcoRV hasitohelyével. A 11. adbran lathato,
hogy a 13. és 31. szamu klonok esetében hasitds nem kovetkezett be, mely fragmentum 400
bp-os méretet mutat. A hasitatlan fragmentum ennek alapjan azokat az inszerteket mutatja,
melyekben a masik, altalunk keresett, ismeretlen allél volt megtalalhat6. Ezeket az inszerteket
megszekvenaltuk, és az allél szekvencidja (egy szinonim SNP kivételével) megegyezett a P.
avium S7-RN-az allél szekvenciajaval.

Az els6é intronrégid6 DNS-szekvencidja azonban jelentds kiilonbséget mutatott mind
méretében, mind szekvencidjaban. Raadasul, a C1 és C2 régiok kozotti exonszekvencidban is
szamos aminosavcsere ¢€s inszercio/delécid volt kimutathaté. Az allél funkcidjaval

kapcsolatos tovabbi informaciok hidnyaban, atmenetileg az S7-allél elnevezést javasoljuk.
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11. abra. A bizonytalan funkcidju S7,-RN-dz allél azonositasara kidolgozott 0j eljaras
‘Turfanda Kara’ cseresznyefajta esetében. A klonozas soran az inszertek beépiilésének
ellendrzésére szolgald kolonia-PCR-t kovetden az inszertet tartalmazod, pozitiv klonokat
EcoRYV restrikcios enzimmel hasitottuk. A fajta ismert funkcioju Ss-alléljat az alkalmazott
restrikcidos enzim ismert méretnél hasitja, kétféle hasitasi mintdzatot mutatva az inszert
beépiilésének kétfele iranyultsdga miatt (1., 3., 4., 5., 6., 8., 9., 11., 21., 22., 23., 25., 27.
szamu klonok). A hasitatlan fragmentum azokat az inszerteket mutatja, melyekben a masik,
altalunk keresett, ismeretlen allél volt megtalalhatdo (13. és 31. szamu klonok). M.: 1 kb
méretmarker (Promega, Mannheim, Németorszag).

5.2.4. A meggy S34-RN-az allél kimutatasa cseresznyében

A Coll. 38 szelektalt klon esetében az elsd intronrégiot felszaporitd primerekkel 454 bp,
a masodik intronrégiot amplifikdldo PCR sordn 1100 bp méretii fragmentumokat kaptunk. A
454 bp-os fragmentumot klonoztuk, és DNS-szekvencidjat meghataroztattuk. A szekvencia a

meggy S3u-RN-dz alléllal azonosnak bizonyult, mindossze négy SNP-t taldltunk az elsd
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intronban és egy szinonim SNP-t a 2. exonban. Az 1100 bp méretli masodik intronrégio
kloénozasa sikertelen volt, ezért allélspecifikus primerpart (Pce34 F + Pce34 R2) terveztiink,
mellyel az allél 671 bp méretli részletét amplifikaltuk. A szekvencia a masodik intron 3’
végeébol 216 bp-t tartalmazott valamint a 3. exon egészét az RHV régiotol a 3 UTR-ig. A
szekvencia 96 %-0s azonossagot mutatott a meggy Ss4-RN-dz alléllal, az eltérések zome (14
SNP és harom 1 bp méretii indel) az intronban volt megtaldlhaté. A harmadik exonban
Osszesen harom szinonim €és harom nem szinonim (A—S, Q—R és R—K) aminosavcserét
mutattunk ki, mely utébbiak az RHV régioban illetve az RC4 ¢és C5 régiok kozott voltak
megtalalhatok.

5.2.5. Intraallélikus variaciok (S1, S3, S1 .S6, S10 és S13)

Az ‘Aydin Siyahr’ fajta az S-allélon kiviil az els6é illetve mdasodik intronrégiot
felszaporitd6 PCR soran az Ipek és mts. (2011) altal javasolt S3-all€l jellemzd intronméreteitdl
eltéré méretli fragmentumokat eredményezett: az S3-ra jellemzd 303 bp els6 intronrégiojanal
nagyobb (410 bp), az §; masodik intronrégidjanal (900 bp) kisebb, 730 bp méreti
fragmentumot kaptunk. Mindkét fragmentumot klonoztuk, és meghataroztuk a DNS-
szekvenciajukat. A szekvencia a cseresznye Sjo-RN-dz allél szekvencidjaval azonosnak
bizonyult, mindossze egy-egy SNP-t talaltunk a két intronban.

Tovabbi kisebb szekvencia-eltérések voltak kimutathatok az ‘Artvin-45° Sy, ‘Elifli’ Ss,
‘Turfanda’ Se és Coll. 56 S, all¢lok és az adatbéazisban fellelhetd, arufajtakbdl szekvenalt
azonos elnevezésii allélok kozott. A Coll. 43 Sjs-alléljanak elsé intronjdban elhelyezkedd
mikroszatellit régi6 mérete 251 bp volt, mig a méasodik intronban taldlhato SSR régio6 310 bp.
Az utobbi méretet szekvenalassal is igazoltuk, az intronban egy (AT);9 ismétlédé motivum

volt jelen.

5.2.6. Allél-specifikus PCR primerek fejlesztése

Eredményeink igazoltdk, hogy a korabban kidolgozott allé¢lspecifikus PCR primerek
kizardlagos hasznalata nem elégséges egy genetikailag valtozékony mintakor S-genotipusanak
megbizhatd meghatarozasdhoz. A megbizhatdsag fokozésa csak valamilyen szekvencia-

specifikus markerezési technikdval oldhaté meg. Ha a koltséges ¢és i1ddigényes
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klonozas/szekvenalas sziikségességét szeretnénk elkeriilni, az allélspecifikus primerekkel
végzett PCR adja a legjobb lehetdséget. Ezért az ismert cseresznye, vadcseresznye €s meggy
S-RN-adz allélok illesztése (nem kozolt adat) alapjan primereket terveztiink a Sy7, Sis, Sio,
S215, S34 €s Siz-allélok szelektiv kimutatdsara. A primereket belsd kontrollal (fenilalanin-
ammonia-liaz gén, PAL) egyiitt, multiplex PCR-ben teszteltiik, hogy kizarjuk a téves negativ
eredményeket. A PCR soran a legtobb esetben elegendd volt egyetlen szekvenciaspecifikus
primer hasznalata (reverz primerként), ami a forward primerként hasznalt megfeleld
konszenzus primerekekkel parositva megbizhatban mikodott (6. tablazat). Az Sss-RN-azt
kimutato allélspecifikus primerként az allél szekvendldsa soran tervezett szekvenalo
primereket hasznaltuk (Pce34F ¢s Pce34R2).

Az ujonnan fejlesztett allélspecifikus primerek hasznélataval igazoltuk, hogy az S)7-
allélt csak a Coll. 71 szelektalt klon, az S19- és S»125-allélokat csak a ‘“Tabanli’, az Ss4-allélt a
Coll. 38, mig az S3;-et csak az ‘Artvin-5’ hordozza (12. abra). Az S)s-RN-daz
vadcseresznyeallél ezzel szemben négy genotipusban is kimutathaté volt (‘Tezce 0912°

“Yakacik’, Coll. 16 és Coll. 20).
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1000 Dp — e wod ame gl oo i i e e
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12. abra. Uj allélspecifikus primerek felhaszndlasa a cseresznye S17, Sis, Si9, S21/25, S34 €s S37-
allélok szelektiv kimutatdsara. M: 1kb méretmarker, PAL: belsd kontroll (fenilalanin-
ammonia-liaz gén egy szakaszanak amplifikacioja).
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A torok cseresznyék S-lokuszanak variabilitasa

A 47 vizsgalt torok cseresznyébdl tizenkét ismert, termesztett cseresznyefajtakbol leirt
S-RN-az allélt (S1-S7, So, Sio €s S12-S14) mutattunk ki. Tekintettel arra, hogy az Sg, Sis és S11-
alléljeloléseket hasznalaton kiviil helyezték, mert azok az S, Ss €és S7-alléloknak felelnek meg
(szinonim elnevezések), a Sonneveld ¢és mts. (2001; 2003) 4ltal termesztett
cseresznyefajtakbol azonositott 6sszesen 13 S-RN-dz (S1-S7, S9-S0, S12-S14 €s Si6) allél koziil
csak az Sj¢-0s allélt nem mutattuk ki. Az Si¢-os allél a sziciliai fajtdkban fordult eld a
legnagyobb relativ gyakorisaggal (Marchese és mts., 2007a). A legtobb vizsgalt teriileten, igy
az angol fajtakban és vadcseresznyékben (Tobutt €s mts., 2004; Vaughan és mts., 2008), a
belga vadcseresznyében (De Cuyper és mts., 2005), a litvan (Stanys és mts., 2008) és magyar
tajfajtakban (Békefi és mts., 2010) is rendkiviil ritka volt, mig Horvatorszagban (Ercisli €s
mts., 2012) egyaltalan nem volt kimutathat6. Eredményeinket megerdsiti Ipek és mts. (2011)
adatai is, akik szintén torok cseresznyefajtakat vizsgaltak, €s ezt az allélt nem mutattak ki. Az
allél egyenldtlen teriileti eloszlasaban nem lathatdé egyértelmii tendencia: észak- és dél-
eurdpai, illetve nyugati és kelet-europai teriileteken is megtalalhat6. Valoszinlibbnek tartjuk,
hogy Torokorszagban a 47 minta koziil azért nem talaltuk meg ezt az allélt, mert ebben a
novényanyagban sokkal tobb allél volt kimutathatd az S-lokuszban, mint mas tertileteken.
Feltételezziik, hogy az Si6 jelen lehet a géncentrumban, de ha igy is van, bizonyara kisebb
gyakorisaggal, mint pl. a belga vadcsereszny¢k vagy a sziciliai tajfajtak kozott.

A torok cseresznyékben a leggyakrabban eléforduld allélok az Ss- és Ss-allélok voltak,
hasonléan az USA-beli, német fajtakhoz ¢és magyar tajfajtdkhoz (Békefi és mts., 2010;
Schuster és mts., 2007; Tobutt és mts., 2004), de mas teriileteken (pl. Lettorszag, Litvania €s
Anglia) is jelentOs volt ezen allélok gyakorisaga (Lacis €s mts., 2008; Stanys ¢és mts., 2008;
Tobutt és mts., 2005). Erdekes eltérés mutatkozott az Sj-allél gyakorisagaban,
Torokorszagban sokkal ritkabban fordul el ez az allél, mint Németorszdgban, az USA-ban és
Angliaban. Ez a kiilonbség adodhat a nem reprezentativ mintavételbdl (a 47 torok genotipus
feltehetden nem reprezentalja tokéletesen a Torokorszag teriiletén nagy genetikai variabilitast
mutatd faj allélkészletét), ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy az allél gyakorisaga a
nemesitési programok hatasara novekedett meg, ahol gyakran hasznaltak S;-allélt hordozé

perspektivikus fajtdkat (pl. a “Van’ vagy a “Windsor’).
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A vadcsereszny¢kbdl azonositott allélok koziil néhanyat, pl. §17-S19 (De Cuyper és mts.,
2005), S>125 (Wiinsch és Hormaza, 2004) és S3; (Vaughan és mts., 2008) szintén kimutattunk
a vizsgalt torok cseresznyékben. Az Sig-, Sio- €s Syips-allélok nemcsak a vadon noévo
cseresznyeallomanyokbol szelektalt klonokban, de a tdjfajtadkban is megtalalhatok voltak. A
vadcseresznye S-allélok koziil az Si7-allél jelenlétét magyar és olasz fajtdkban is igazoltak
(Békefi és mts., 2003; Marchese ¢s mts., 2007a), az Sio-allélt német fajtdkban mutattak ki, az
Sr1ns5-allélt egy olasz fajtdban, az S»y-allélt német €s olasz fajtdkban egyarant (Marchese €s
mts., 2007a; Schuster €s mts., 2007). Az S;s-allél jelenlétét termesztett cseresznyében azonban
elsé izben sikeriilt igazolnunk. Az allél a szelektalt vadcseresznye klonok és a téjfajtak
l6kuszaban egyarant el6fordult, ami arra utal, hogy az Izmir és Amasya kornyékén szelektalt
tajfajtak kozeli kapcsolatban allnak az ezekben a régiokban vadon nové vadcseresznyékkel
(Ercisli, 2004).

Ezenkiviil olyan allélokat is sikeriilt kimutatnunk, melyeket kordbban sem
vadcseresznyében, sem termesztett cseresznyében nem azonositottak. Ezek kozé tartozik az
Ss4, 1lletve az altalunk Ss7-nek és S7n-nek elnevezett allélok. Ezek részletes elemzése a 6.3.
fejezetben talalhato.

Osszesen 26 kiilonbdzé S-genotipust hatdroztunk meg a 47 tordkorszagi cseresznye
vizsgélataval. A leggyakoribb S-genotipus az S3S; volt, ezéltal ezek a fajtak (klonok) az
amugy is sok fajtat magaba foglald III. inkompatibilitasi csoportot tovabb bdvitik. A IV.
csoportba (5,53) négy fajta tartozott, ahogyan a XXIX. csoportba (S457) is. Ez utobbi azért
érdekes, mert kordbban minddssze harom német fajtat ismertiink ezzel a genotipussal
(Schuster és mts., 2007). Egy uj inkompatibilitdsi csoportot (5,S15) talaltunk, melyet a
nemzetkdzi nomenklatira figyelembe vételével XLV. csoportnak javasoltuk elnevezni. A
csoportban két torok tajfajta “Tezce 0912’ és ‘Yakacik’ talalhato, tovabba egy szelektalt klon
(Coll. 16). Ez utobbi informacid elsdsorban a tordk cseresznyenemesitési programokban lehet
fontos. Erdekes, hogy a ‘Tezce 0912” és Coll. 16 ugyanazon torokorszagi régiobol (Amasya)
szarmazik, st az Sjg-allélt négy mintdban mutattuk ki, ezek koziil harom ebbdl a régiobol
szarmazott. Mindez arra utal, hogy a helyi té;jfajtak szoros genetikai kapcsolatban allnak a
teriileten €16 vadcseresznyékkel, és ezen a teriileten a vadcseresznye populaciokban az Ss-

allél viszonylag gyakori eléfordulast mutathat.

69



6.2. A korabbi S-genotipusok javitasa és modszertani fejlesztés

A kozelmultban Ipek és mts. (2011) 40 torok cseresznyefajta S-genotipusat hataroztak
meg a Sonneveld és mts. (2001; 2003) altal kidolgozott konszenzus ¢€s allélspecifikus PCR
technikdval. Az Ipek és mts. (2011) altal vizsgalt fajtdk koziil 22 a mi kisérleteinkben is
szerepelt. Ezek koziil 19 esetben (‘Abdullah’, ‘Aci Bursa’, ‘Bademli 0898°, ‘Cemal’, ‘Demir
0903°, ‘Elifli’, ‘Halil Efendi’, ‘Kadi 0878, ‘Kara 0908°, ‘Kara Kiraz’, ‘Kazancioglu’,
‘Kirdar’, ‘Mustafa Kemalpasa’, ‘Nigde’, ‘Sarr’, ‘Sultan’, ‘Sultan Hisar’, ‘Turfanda’ ¢&s
‘Zeyidali 0906°) az S-genotipusokat sikeriilt megerdsiteniink.

Hérom fajta esetében azonban a korabb javasolt S-genotipusoktol eltérd allél-osszetételt
hataroztunk meg. Ipek és mts. (2011) az ‘Aydin Siyah1’ fajta esetében 5,55 genotipust irtak le,
de vizsgalatunkban az Ss-allélspecifikus primer negativ eredményt adott. Erdekes modon
azonban az Sjp-allélspecifikus primer pozitiv eredményt mutatott (6. tablazat). Raadasul az S,-
RN-dz allélra jellemzé intronrégio-méreteken kiviil az elsé intronrégio amplifikalasakor egy
440 bp méreti (az S3 jellemz6 mérete 303 bp), a masodik intronrégid vizsgalatakor egy 730
bp méreti (az S; jellemzd mérete 898 bp) fragmentumot mutattunk ki. Ezek a méretek az S)o-
RN-dz intronméreteivel mutattak egyezést (Sonneveld és mts., 2003), de a kérdés
megnyugtatd tisztazadsa érdekében a fragmentumokat klonoztuk, és DNS-szekvencidjukat
meghataroztuk. A BLASTN analizis 99 % azonossagot (E értek = 0,0) tart fel az Syo-RN-dz
alléllal.

Ipek és mts. (2011) a ‘Kara Gevrek’ fajta esetében egy triploid S-genotipust javasoltak
(835556), eredményeink azonban csak két allél (53Ss) jelenlétét igazoltdk; harmadik
fragmentum nem amplifikdlodott egyik konszenzus primerparral sem, illetve az Se-
allélspecifikus primer is negativ eredményt adott. A triploid genotipust a szerzok
elképzelhetdnek tartottdk, €s a belga vadcseresznye populacidkban leirt hasonld jelenséggel
(De Cuyper ¢s mts., 2005) tamasztottak ald eredményiiket. A ploidia szintet azonban sem
mikroszatellit analizissel, sem flow citométerrel nem erdsitették meg, szemben De Cuyper €s
mts. (2005) vizsgalataval, ahol mindkét analizist elvégezték. A triploid cseresznye ndvekedési
intenzitasa altalaban nagyobb, ami erdészeti szempontbol kedvezd, ugyanakkor a homolog
kromoszomak egyenldtlen eloszlasa miatt a meidzis soran kialakuld aneuploid ivarsejtek
miatt a triploid cseresznyék gyakorlatilag sterilek (Darlington, 1930). Ennek alapjan az
altalunk megallapitott diploid genotipus valoszinlibb egy tdjfajta esetében, melynek

szelekcidja sordn a termésbiztonsag €és a hozam nyilvanvaléan fontos szempontok voltak.
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A ‘Tabanli’ fajta esetében az Ipek ¢s mts. (2011) altal javasolt S»- €és Sjo-allélok egyikét
sem sikertilt megerdsiteniink. Jollehet a masodik intronrégié fragmentumainak elkiilonitése az
agardzgélen nem megbizhatd (~200 bp eltérés), az elsd intronrégid esetében a mért értekek
jelentésebb mértékben (10—80 bp) tértek el az S»- €s Sjp-allélok jellemzd méreteitdl. Tovabbi
megerdsitést jelentett azonban az a tény, hogy Ipek és mts. (2011) eredményeivel ellentétben
mind az S-, mind az Sjo-allélspecifikus PCR negativ eredményt adott (6. tablazat). A
klénozhaté6 méretli fragmentumok DNS-szekvencidjat meghataroztuk, ami igazolta, hogy a
fajta az Syo- €s S»1ps-allélokat hordozza. Feltéve, hogy a vizsgélt mintdk mindkét analizisben
fajtaazonosak voltak, ez a jelenség arra hivja fel a figyelmet, hogy a termesztett
cseresznyefajtak korlatozott szamu S-alléljainak kimutatdsara tervezett konszenzus ¢és
allélspecifikus PCR nem megbizhaté olyan mintakorok esetében, amikor mas (pl.
vadcseresznye) allélok jelenléte sem kizarhato.

Az ‘Aydin Siyahr’ és ‘Tabanli’ fajtak altalunk illetve Ipek és mts. (2011) altal
meghatarozott eltérd S-genotipusanak hatterében az is allhat, hogy a két kisérletben
ugyanazon a fajtanéven nyilvantartott, de eltér6 genotipusokat hasznaltunk. A
cseresznyemintdkat mindkét tanulmanyhoz az Atatiirk Kozponti Kutatointézet yalovai
génbankja biztositotta, ugyanakkor elképzelhetd, hogy a mintdkat nem ugyanarrél az egyedrdl
gyljtottek. Tajfajtdk esetében eldfordulhat, hogy a kiilonbozd teriileteken megtalalhatod
egyedek nem klonok, hanem genetikailag valamilyen mértékben kiilonboznek egymadstol
(Halasz és mts., 2010a).

A ‘Tabanl’ fajta 451 bp méretii elsd intronrégioji alléljat eldszor Sps-allélként
azonositottuk, mert a BLASTN analizis 100 %-o0s egyezést mutatott a spanyol ‘Taleguera
Brillante’ Sps-alléllal (Wiinsch és Hormaza, 2004). Meg kell azonban emliteni, hogy az S»s-
allél masodik ¢és harmadik exonjanak nagy része megegyezik az Syj-allél DNS-
szekvenciajaval (Vaughan és mts., 2008). Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az S és S»s
funkciondlisan azonos allélokat jeldlnek, és igy a két jelolés szinonim. Ezért a dolgozatban a

feltételezhetd azonos funkciodt kifejezd Sz125 jelolést alkalmaztuk. Az NCBI adatbazisban az

crcr

crcr

(Wiinsch és Hormaza, 2004) alapjan terveztilk meg, mert a ‘Tabanl’’ kb. 2000 bp méretii
fragmentumaénak klonozasa nem volt sikeres. A primer a ‘Tabanli’ fajta esetében pozitiv
eredményt adott (12. abra), ami tovabbi bizonyiték az allél jelenlétére. Erdekes azonban, hogy
amig az S>s és a német vadcsereszny€ben kimutatott S»; (Schueler €s mts., 2006) minddssze
néhany nukleotidos eltérést mutatott, a belga vadcseresznye S,;-allélja (De Cuyper és mits.,

2005) ezektdl jelentds mértékben kiillonbozott: szamos mutaciod (indel és SNP) mutatkozott a
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masodik intron jelentds szakaszan. Tekintettel arra, hogy az S,1s-allélspecifikus primert is
olyan intronrégid alapjan terveztiik, mely a belga és német allél esetében nagyon eltérd
(szdmos SNP ¢és egy négy nukleotidos indel is talalhatd ezen a szakaszon), az altalunk
tervezett primer feltehetden csak az Sys-allélt €s a német Sy;-allélt mutatja ki, a belga S»;-allél
kimutatdsara azonban nem lesz hasznalhat6. Ehhez 0 primer tervezése javasolhato.

A konszenzus ¢és allélspecifikus primerekkel elvégzett vizsgalat alapjan 12 fajta
esetében a teljes S-genotipus nem volt meghatarozhato. Feltételeztiik, hogy ezek a fajtak
cseresznyeben eddig nem azonositott, 0j all¢lokat, vagy olyan vadcseresznye allélokat
hordoznak, melyek megbizhaté kimutatasara kordbban nem dolgoztak ki modszert.
Eredményeink megerdsitése illetve a tovabbi vizsgalatok id6- és koltségigényének mérseklése
céljabol fontosnak tartottuk allélspecifikus primerek tervezését az Si7, Sis, Si9, S21/25, S34 €s S37
allélok megbizhat6 kimutatédsa érdekében. Valamennyi 0j primer megbizhatéan miikddott.

Eredményeink fontos aspektusa, hogy jol mutatjadk a konszenzus primerek kizardlagos
hasznalatdnak korlatait. A funkcionalisan kiilonb6zd, ugyanakkor hasonld vagy azonos
intronméreti  S-RN-dz all¢lok eléfordulasanak valdszintisége sokkal nagyobb olyan
teriileteken, ahol az adott fajt nagymértékli genetikai variabilitas jellemzi. Erre a jelenségre jo
példa a kelet-eurdpai mandulafajtakban azonositott S3;y-RN-dz allél, amelynek intronméretei
alig kilonboznek az So-RN-dz alléltol (Halasz és mts., 2008). A csonthéjas fajok
géncentrumaban vagy annak kozelében megtalalhatd egyedek S-genotipusanak
meghatarozéasara kétlépcsds vizsgalatot javasolunk, melynek célja egyfelél a megbizhatdsag
biztositasa, masfel6l a folosleges koltségek elkeriilése. Az elsd 1épésben eldzetes szkrinelést
veégziink az intronrégidkat amplifikalo két konszenzus primerparral, majd a méasodik 1épésben
a feltételezhetd allélok megerdsitésére elvégezziik a megfeleld allélspecifikus PCR-t. Tovabbi
vizsgalatokra (jabb allélspecifikus PCR vagy szekvenalas) csak akkor van sziikség, ha az

elvégzett vizsgalatok hianyos vagy ellentmondasos eredményre vezetnek.

6.3. Az S-RN-az allélok evolucios kapcsolatai

A transz-specifikus evolucio jelenségét (két kiilonboz6 faj bizonyos S-alléljainak
szekvencidja nagyobb mértékben hasonlithat egymdshoz, mint amennyire egy faj két
kiilonb6zoé funkcioju S-allélja) a Solanaceae csaladban és a Maloideae ¢€s Prunoideae
alcsaladokban egyarant kimutattak (Ioerger és mts., 1990; Sassa €s mts., 1996; Sutherland és
mts., 2008). Vizsgalataink soran két transz-specifikus S-RN-dz allélt azonositottunk.
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Az egyik az Uujonnan kimutatott Si3; cseresznye allél, amelynek genomi DNS-
szekvencidja 99 %-os egyezést mutatott a P. speciosa Si3-RN-dzzal. Ilyen nagymértékii
egyezés az allélok kozott kétféleképpen alakulhat ki: az allélok k6zos eredetével, vagy az allél
introgresszioval torténd atkeriilésével egyik fajbol a masikba (Sutherland és mts., 2008). A P.
speciosa S13-RN-az allélt eddig minddssze két, a Japanhoz tartozdé Kouzu szigetén €16 egyed
genotipusdban mutattdk ki (Kato és mts., 2007). Az Ss7-allélt egy Torokorszag Artvin
régidjaban szelektdlt egyed hordozta, igy a foldrajzi izolacid az introgresszid lehetdségét
kizarja. A két allél kozott kimutathatd molekuléris eltérések ugyanakkor alatamasztjak, hogy
feltehetden mindkét faj kozos 0sétdl orokolte ezt az allélt, és a kiillonbségek a fajkeletkezést
kovetd divergens evolicid soran jottek létre. Ennek alapjan a mutacidk a Pseudocerasus (P.
speciosa) €s Eurocerasus (P. avium) szekciok (Bailey, 1927; Rehder, 1958) szétvalasat
kovetden alakulhattak ki.

A mutaciok tobbsége a természetes szelekcid szempontjabdl feltehetden semleges
hatasu, egyetlen aminosavcsere kovetkezett be az RHV régioban. Mivel ez a régié jelentds
mértékben hozzajarul az allélspecifitas kialakulasdhoz (Matton €s mts., 1997), ez a jelenség a
transz-specifikus allélok kiilonb6zd fajokban bekdvetkezd funkcionalis elkiiloniilésének elsod
Iépésekeént 1s értelmezhetd. A haplotipus miikodéképes, hiszen mind a P. speciosa (Kato és
Mukai, 2004), mind az ‘Artvin-5’ cseresznyefajta onmeddd (A. Dogan, szdébeli kozlés).
Erdekes lenne a haplotipusok SFB génjének DNS-szekvencidjat Osszehasonlitani, hogy
kideriiljon, a funkcio megdrzésehez sziikség volt-e mutaciora az SFB génben is. Tobb SFB-
génvaltozat esetében igazoltdk, hogy képes ugyanazt az S-RN-dz szekvenciat sajatként
felismerni (Surbanovski és mts., 2007), ami forditva — a szerzdk feltételezése szerint — nem
igaz. Ennek igazolasara az altalunk vizsgalt minta és a P. speciosa SFB génjének illesztése
adhat tampontot, de a Pspec SFB)3-allél DNS-szekvencidja sajnos nem hozzaférhetd.

A transz-specifikus evolucid jelensége a Coll. 59 szelektalt klonban azonositott
vadcseresznye S31-RN-dz allél esetében is kimutathaté volt. Ez az allél 95 %-ot meghalado
azonossagot mutatott mas Prunus S-RN-dz allélokkal, példaul egy P. speciosa alléllal, a P.
armeniaca Sse, P. armeniaca Sy és P. mume Si;-allélokkal. Az S3;- és a ‘Ceglédi Piroska’
kajszi S>0-RN-dz intronrégiok mérete minimalis kiilonbséget mutatott: az elsd intronban a
kajszi Sy-allél egy AAT ismétlodést hordozott, mig a masodik intronban hiarom darab
egynukleotidos inszerciot. A maximalis parszimonia mddszer alapjan készitett filogenetikai
analizis a P. avium ¢és P. speciosa (Cerasus alnemzetség) allé¢lokat kiilon kladba rendezte
100 %-o0s bootstrap értékkel. Minden mas, a Prunophora alnemzetségbe tartozd faj
(P. armeniaca és P. mume) allélja a Cerasus szekvenciak altal alkotott kladon kiviil talalhato

meg.
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Valamennyi mutécido szelekcidos szempontbdl feltehetéen semleges hatasi (az
intronrégioban talalhatok, vagy nem okoznak aminosavcserét), és ennek megfelelden az S-
RN-az aktivitdsat nem gatoljak. A ‘Ceglédi Piroska’ (Ss3S»0) kajszifajta 6nmeddo, igy az S»o-
allél funkcidja valoban sértetlen (Halasz, 2007). A DNS-szekvencidk kozti eltérés mérteke
megfeleltethetd az allélokat hordozo fajok evolucios szétvalasa ota eltelt iddvel. A Rosaceae
csaladon beliili fajkeletkezeések relativ ideje ma még nem ismert (http://paleodb.org), igy ilyen
tipusu vizsgalatokra is hasznosithato lehet az S-RN-dz allélok altalunk kimutatott szekvencia-
polimorfizmusa (ha a valtozas sebességét az egyes filogenetikai agakon azonosnak tekintjiik).

A Prunus S-RN-dz allélok evolacios valtozasa mas allélok (Si, S3, Ss4, Ss €s Sio)
szekvencia-polimorfizmusaban is tetten érhetd volt. A torokorszagi tajfajtak illetve szelektalt
vadcseresznye klonok Osszevetése a nemzetkdzi adatbazisban taldlhato (els6sorban régi
europai fajtakbol szarmazo) allélszekvenciakkal szamos SNP kimutatasat tette lehetdveé.

Az S-RN-dz allélok jelentdsebb evolucios megvaltozasa leginkabb az S7,-allél esetében
volt megtigyelhetd. A konszenzus PCR vizsgélatok illetve az els6 intron DNS-szekvenciaja 0
S-RN-dz allélnak mutattak. A C3 és C5 régiok kozotti exonszakasza azonban megegyezett az
S7-allél szekvenciajaval. A masodik intron feltehetden szintén jelentds mértékben kiillonbozik
3 kb, szemben az S7-allélra jellemz6 2385 bp mérettel (Sonneveld €s mts., 2003). Raadasul az
S7-allélspecifikus primer is negativ eredményt adott. Jollehet az S-RN-dz gén C1 és C2 régioi
kozott szdmos aminosavceserét okozd, nem szinonim mutacidt azonositottunk, mindezidaig
nincs kisérletes eredmény arra vonatkozéan, hogy ez a régid szerepet jatszik az
allélspecificitas kialakitasaban. A Pyrus pyrifolia S3-RN-az enzim négy régiojaban (PS1-PS4)
mutattdk ki a pozitiv szelekcid hatésat (Ishimizu és mts., 1998b), melyek egyike sem felel
meg a Cl és C2 régidk kozti szakasznak. A pozitiv szelekcio a fehérjekddold gének azon
szakaszan jelentkezik, ahol a nem szinonim mutéaciok szdma meghaladja a szinonim mutaciok
szamat, vagyis ahol a fehérje aminosav-sorrendjének valtozéasa feltehetden evolucios, adaptiv
elonyt jelent az ¢16lény szamara. A Prunus S-RN-dz génben azonban ez a régid sokkal
variabilisabb, mint a Maloideae gének esetében (Vilanova és mts., 2005; Ortega és mts.,
2006; Halasz, nem kozolt adat), igy tovabbi vizsgélatok sziikségesek az S7- és Syy-allélok
funkcidjanak tisztazasa érdekében. Az S7n-allél a késdbbiekben ahhoz is felhasznalhato lehet,
hogy jellemezni tudjuk a Prunus S-RN-dz gén C1-C2 régidjanak hozzajarulasat az

allélspecificitas kialakitdsdhoz.
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6.4. Géncentrum és kulturevolucio az S-1okusz tiikrében

Torokorszag fekete-tenger-melléki partvidékét csapadékos éghajlat jellemzi. A keleti
régid éves csapadékmennyisége atlagosan 2200 mm (Sensoy, 2003). Torok kutaték és
cseresznyenemesitok a japan National Agricultural Research Organization szakértdivel
(Hiroshi Yakushiji és Makoto Ishiguro) kdzdsen 2003-ban expediciot szerveztek a teriiletre,
hogy a gylimélcsrepedéssel szemben ellendlld genotipusokat talaljanak. Munkajuk soran
mintegy negyven vadcseresznye egyedet szaporitottak le, és helyeztek iiltetvénybe tovabbi
vizsgalatok céljaval. Ezek koziil emelték ki a Coll. sorozattal jelolt klonokat, melyeket
nemesitési alapanyagként a leginkdbb perspektivikusnak tartottak. A  genotipusok
gyimdlcsmérete €s mindsége megkozeliti az arufajtak értékeit, ugyanakkor nagyfoku
repedéssel szembeni rezisztenciat mutatnak.

Tekintettel arra, hogy a klonokat vadcseresznye allomanyokbol szelektaltak, nem
meglepd, hogy szamos olyan allélt (S;7, Sis €s S31) hordoztak, melyet korabban elsdsorban
vadcseresznyébdl mutattak ki (De Cuyper és mts., 2005; Vaughan ¢és mts., 2008). Ugyanakkor
vadcseresznye allélokat (S5, Sio €s S2125) a torok tajfajtdkban is kimutattunk. Az Sig-allél
jelenlétét elsd izben igazoltuk termesztett cseresznyében (‘“Tezce 0912’ ¢és ‘Yakacik’), ami sok
egyeb tényezd kozott dnmagaban is arra utal, hogy a torok cseresznyét sokkal szélesebb
genetikai hattér jellemzi, mint a {0 arufajtdkat. Az észak-amerikai nemesitési programok soran
leggyakrabban minddssze 6t genotipust hasznaltak a keresztezésekhez (Choi és Kappel,
2004). A vadcseresznyére jellemzd SSR allélok mintegy 40 %-a nem talalhaté6 meg a modern
fajtakban, ami arra utal, hogy a nemesités igen jelentds palacknyak effektust idézett eld
(Mariette és mts., 2010). Kajszi és mandula esetében hasonlo kovetkeztetésre jutottunk
(Halasz ¢és mts., 2010b; Szikriszt és mts., 2012), ami azt mutatja, hogy Torokorszag fontos
teriilet lehet a csonthéjas gyiimolcsfajok genetikai valtozékonysaganak megdrzésében és e
variabilitds nemesitésbeli kiaknazasaban.

Erdekes megemliteni ugyanakkor, hogy korabbi molekularis markerezési eredmények
felvetették, bizonyos torok cseresznyefajtak kozeli genetikai rokonsadgban allnak ismert
nemzetkdzi arufajtdkkal. Kacar és mts. (2005) SSR analizisiik alapjan a ‘Mustafa Kemalpasa’
és a francia ‘Noir de Guben’ elnevezéseket szinonimnak vélték. Eredményeink ezt nem
cafoljak, hiszen a ‘Mustafa Kemalpasa’ S-genotipusat S,Ss-nek hatdroztuk meg a ‘Noir de
Guben’ fajtaval egyez6 modon (Tobutt és mts., 2005). Gulen és mts. (2010) azonban talaltak
molekularis kiilonbséget a két fajta kozott. Ennek ellenére, ha a két genotipus nem is azonos,

kozeli rokonsaguk bizonyitott. Hasonlo kozelséget irtak le az ‘Elifli’ és a ‘Bigarreau Gaucher’
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fajtak kozott, melyek S-genotipusa szemikompatibilis. Ezek alapjan a magonc-sziilonovény
kapcsolat 1s feltételezhetd lehet a két genotipus kozott, ennek igazolasahoz azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy néhany Torokorszagban
nagyra ¢rtékelt tajfajta eljutott Nyugat-Eurdpaba, ahol a nemesitési programokban
felhasznaltak azokat. lezzoni ¢és mts. (1990) véleménye szerint a legtobb modern
cseresznyefajta alig néhany generacios tavolsagra lehet a régi tajfajtaktol.

Vizsgalataink fényt deritettek a cseresznye és a meggy kozotti genetikai kapcsolat egy
részére is. Kimutattuk, hogy a Coll. 38 jelli szelektalt cseresznyeklon hordozza az Ss4-RN-dz
allélt, melyet kordbban kizardlag meggyfajtakbol azonositottak. Tsukamoto €s mts. (2008)
hipotézise szerint ez az allél, egyiitt a meggyben azonositott két masik (Ss3 €s S3s) alléllal a
csepleszmeggybdl (P. fruticosa) szarmazhatott. A termesztett meggyet ugyanis a
vadcseresznye ¢és a csepleszmeggy spontan hibridjének tartjak (Iezzoni €s Hancock, 1996;
Tavaud és mts., 2004). Erdekes, hogy Tsukamoto és mts. (2008) maguk is emlitést tettek egy
tanulmanyrol, melyben a Michigan Allami Egyetem meggy génbankjaban megtalalhatd P.
cerasus egyedek S-genotipusat meghataroztak, és az Si3- és Sss-allélokat szdmos egyedben
megtalaltdk, mig az Ss4-allélt egyetlen egyedben sem sikeriilt kimutatniuk. Igazoltuk, hogy az
S34-allél megtalalhatd a vadeseresznyében (13. abra), igy eredményiink megnyugtaté mdédon
lezarta ezt a kérdést, €s bizonyitotta, hogy Tsukamoto €s mts. (2008) hipotézise nem felel meg
a valosagnak. Raadasul a Coll. 38 a Kastamonu régiobol szarmazik, ahol a meggy is gyakori
eleme a természetes erdoknek, igy a cseresznye €és meggy kozotti hibridizacionak semmi

akadalya nincs.
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Termesztett
cseresznye

13. abra. A termesztett ¢s a vadcseresznye, illetve a vadcseresznye ¢és a meggy atfedd
allélkészletét az Si3- és Sss-allélokkal bovitettiik. A szinonim elnevezések piros szinnel
lathatok.

A meggybdl azonositott S34-RN-dz (Tsukamoto €s mts., 2008) €s a cseresznye S34-RN-dz
allél kozott szamos SNP-t mutattunk ki, melyek zome szelekcidos szempontbdl semleges
hatasu. A harom nem szinonim mutacidé konzervativ aminosavcserét idéz elé (Patthy, 2007)
az RHV régioban és az RC4-C5 régiok kozotti szakaszon. Mindkét régionak fontos szerepe
lehet az allélspecificitas kialakitasaban (Matton €s mts., 1997; Ortega és mts., 2006), ami
ismét a funkcionalis elkiiloniilés felé mutat. Erdekes megfigyelni, hogy a meggy és
cseresznye allél kozott sokkal nagyobb mértékli szekvencia-eltérés volt kimutathatd, mint
akar a Cerasus €és Prunophora alnemzetségekbe tartozd egyedek altal hordozott Si;
transzspecifikus testvérallélok kozott, amelyek fliggetlen evoluciés multja bizonyosan
hosszabb 1ddt 6lel fel. Mindez Gsszefligg a meggy tetraploid genomjaval. Az dntermékenyiild
fenotipus kialakuldsahoz meggy esetében nem elégséges egyetlen allél funkciovesztése, mert

az ontermékenyiilés csak abban az esetben alakul ki, ha a diploid pollenszem 4altal hordozott
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mindkét S-allél funkcioképtelen (Hauck és mts., 2006). Ennek alapjan a meggy barmely S-
alléljat ér6é mutécio szelekcios szempontbol semleges, az allél funkcidovesztése sem okozza az
onmedddség megsziinését. A meggy S-RN-dz alléljai tehat a tetraploid genomnak
funkciondlis megkotéstdl, ezaltal molekularis megvaltozasuk rovidebb 1d6 alatt
bekovetkezhet, mint ugyanazon allél megvaltozasa egy diploid fajban. Ugyanez magyarazza,
hogy miért alakulhatott ki sokkal tobb funkcioképtelen S-allél a meggyben, mint a tobbi
diploid csonthéjas gytimodlcsfajban (Hegediis és Halasz, 2009).

A cseresznye S;3-RN-dz mindkét intronjaban talalhat6 egy révid ismétlddé motivumokat
tartalmazo, mikroszatellit régi6. Marchese ¢s mts. (2010) a kdzelmultban kimutatta, hogy
mindkét mikroszatellit régid fajspecifikus, intraallélikus méretpolimorfizmust idéz eld. Mas és
mas méretek jellemzdok a termesztett cseresznye, vadcseresznye €s meggy altal hordozott S;3-
allél-variansokra, amit azok elkiilonitésére is fel lehet hasznalni. A termesztett ¢és
vadcseresznye S13-RN-dz alléljanak elsd intronrégiojat jellemzé SSR méretek 263-273 bp
kozott valtoztak, a masodik intronrégid méretei pedig 316-322 bp kozott.

Az altalunk vizsgalt mintdk koziil mindossze a Coll. 43 hordozta az S3-allélt. Az elsd
intronrégid SSR mérete 251 bp, a masodik intronban taldlhato SSR mérete 310 bp. Ezeket a
méretvaltozatokat Marchese és mts. (2010) kizarolag meggyben mutattak ki. Ez az eredmény
ujabb bizonyitékot ad arra, hogy a cseresznye €s a meggy allélkészlete atfedo a fekete-tenger-
melléki régioban, és a fajok elkiilonitésére javasolt, az Si3-RN-dz SSR polimorfizmusan
alapulo6 rendszer félrevezetd lehet, ha a géncentrumhoz kozeli teriileteken hasznaljuk.

Az els6 intronrégid 251 bp-os SSR variansat mindossze két meggyfajta hordozta, ezek
egyike volt a ‘Favorit’ magyar fajta (Marchese és mts., 2010). A fajta pedigréjében (‘Pandy’
x ‘Montreuilli’) szerepld ‘Pandy’ meggy eredetével kapcsolatosan szamos hipotézis sziiletett,
ezek egyike szerint a fajta 6sét egy torok katona hozta Magyarorszagra a torok hodoltsag
idején (Faust és Suranyi, 1997). Ez az eredet magyarazatot adhat a rendkiviil ritka SSR
valtozat egylittes jelenlétére egy magyar meggyfajtdban €s egy torok vadcseresznyében. A
magyarazat azonban tovabbi vizsgilatot igényel, mert a Michigan Allami Egyetem
génbankjaban nyilvantartott ‘Pandy’ klonok (§1545355362) nem hordozzék az Sis-allélt. Ha a
‘Favorit’ nemesitése soran hasznalt ‘Pandy’ S-genotipusa ettdl nem tér el, tigy a ‘Favorit’ az
Si3-allélt a ‘Montreuilli’ fajtatol 6rokdlhette, amelynek eredete nem ismert. A torok és magyar
cseresznye €s meggy részletesebb vizsgalataval azonban kimutathato lehet a két tertilet kozott
fennallo torténeti kapcsolat, ahogyan azt kajszi esetében is sikeriilt molekuldris

bizonyitékokkal aldtamasztani (Halasz €s mts., 2010b).

78



7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) Meghataroztuk 47 torok cseresznye tajfajta illetve szelektalt klon ivari
Osszeférhetdségét jellemzd S-genotipusat, az eredmények a repedésre nem hajlamos
fajtak nemesitése soran vildgszerte felhasznalhatok.

2) Azonositottunk egy cseresznyében eddig ismeretlen, 0j S-RN-dz allélt (S37) €és egy 1)
inkompatibilitasi csoportot (XLV. csoport, S»S513).

3) Bizonyitottuk, hogy a meggyben azonositott S:4-RN-dz allél a kordbbi
feltételezésekkel szemben nem a Prunus fruticosa fajbdl, hanem a Prunus avium
fajbol szarmazik.

4) A cseresznye géncentrumban jellemzd, eredményeink altal is igazoltan nagy genetikai
valtozékonysaghoz jelentds mértékben hozzajarul a vadcseresznyével és meggyel
torténd hibridizacio.

5) Uj allélspecifikus PCR primereket terveztiink tobb allél kimutatasara, melyek novelik
az S-genotipus meghatarozasdnak megbizhatosagat a nagyobb genetikai variabilitasu
mintakorok esetében.

6) A transz-specifikus S-RN-dz allélokban kimutathatd, szelekcids szempontbdl semleges
mutaciok eléfordulasa jol korrelalt a Prunoideae alcsalad fajainak ismert evolicios
kapcsolataival. Az ilyen mutaciok ezért filogenetikai elemzésekhez 1is ol

hasznalhatok.
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8. OSSZEFOGLALAS

A géncentrum felé kozelitve egyre jelentdsebb genetikai variabilitas jellemzi a fajokat.
A gylimdlesfak S-lokuszara vonatkozo informéciokat elsdsorban a termesztett arufajtak
vizsgalata szolgaltatta, ugyanakkor a legtobb 6nmeddd csonthéjas €s almatermésii faj esetében
napjainkig sem keriilt sor az S-lokusz variabilitdsdnak jellemzésére az illetd fajok
géncentrumaban. Az ilyen vizsgalatok nemesitési szempontbdl, a molekularis moédszerek
fejlesztése érdekében, az 6nmedddséget meghatarozo genetikai hattér megismerése céljabol €s
a faj kultirevolucids torténetére vonatkozdan egyarant értékes informaciokkal szolgalhatnak.

A kisérleteink soran 30 Tordkorszagbdl szarmazd Oshonos cseresznyefajtat, valamint
17, a Fekete-tenger mellékén €160 vad populaciobol szelektalt klont vizsgaltunk. Munkénk
soran tisztazni kivantuk a cseresznye torokorszagi géncentrumaban megtaldlhato, termesztési
¢s/vagy nemesitési szempontbdl értékes cseresznyefajtdk illetve szelektalt klonok
termékenyiilési viszonyait meghatdrozd S-genotipusat. Kiilonds figyelmet forditottunk
esetleges 1) cseresznye S-RN-dz allélok azonositdsdra és molekularis vizsgalatara. Fontos
célunk volt jellemezni a cseresznye S-l0kuszanak variabilitasat a géncentrum teriiletén. Képet
kivantunk alkotni, milyen folyamatok dallnak a géncentrumra jellemzd genetikai
valtozékonysag kialakulasanak hatterében. Az S-genotipus meghatarozasara hasznalhat6
molekuldris vizsgalati eljarasok fejlesztése gyakorlati, az S-RN-dz génben bekdvetkezett
mutacidk feltarasa, evolicidos / filogenetikai elemzése elméleti szempontbol volt fontos
célkitizés.

A vizsgalatokhoz konszenzus és allélspecifikus PCR-t hasznaltunk, tovabba az
amplifikalt fragmentumok klénozasat, DNS-szekvenciajanak meghatarozéasat végeztiik el.

A 47 vizsgalt torok cseresznyébdl tizenkét ismert, termesztett cseresznyefajtakbol leirt
S-RN-az allélt (S1-S7, So, Sio €s S12-S14) tovabba 6t vadcseresznye allélt (S17-Si9, S2125 €s S31)
mutattunk ki. Az Sjs-allél jelenlétét termesztett cseresznyében elsd izben sikeriilt igazolnunk.
Ezenkiviil azonositottunk egy cseresznyében eddig nem ismert, 11 allélt (S37), egy bizonytalan
funkcioju allélt (S7m) és a korabban P. fruticosa allélnak gondolt S3s-et.

Egy 1) inkompatibilitdsi csoportot (S5,S15) alkottunk meg, melyet a nemzetkozi
noémenklatura figyelembe vételével XLV. csoportnak javasoltunk elnevezni. A csoportban két
torok tajfajta ‘Tezce 0912 és ‘Yakacik’ talalhato, tovabba egy szelektalt klon (Coll. 16). Ez
utobbi informdaci6 elsdsorban a cseresznyenemesitési programokban lehet fontos. Harom fajta
korabban kozolt S-genotipusat javitottuk, és allélspecifikus PCR-t dolgoztunk ki az Si7, Sis,
S19, S21ns, Sza €s S37 allélok azonositdsara, mely a nagy genetikai diverzitdsu mintakor

vizsgalatakor is megbizhat6an miikodott.
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Eredményeink alapjan az S-RN-dz génben bekovetkezd, szelekcidos szempontbol
semleges hatasti mutacidk pontosan tiikkrozték a Prunoideae alcsalad fajainak feltételezett
filogenetikai kapcsolatait. Az 0j S37-RN-dz ¢€s transz-specifikus alléljai k6zott kimutatott
mutacidk a Pseudocerasus (P. speciosa) €s Eurocerasus (P. avium) szekciok szétvéalasa oOta
eltelt id6 alatt halmozddtak fel. Az S3;-RN-dz allél és transz-specifikus alléljai a Cerasus €s
Prunophora alnemzetség szétvalasat kovetden, illetve a Cerasus alnemzetségen beliili
fajkeletkezésig eltelt relativ idétartamokkal ardnyos mennyiségli mutaciot gytijtottek.

Az egyetlen kivételt a felhalmozott mutdciok mennyisége és a divergenciat kdvetden
eltelt idotartam Gsszefliggése alol a cseresznye €s meggy altal is hordozott Ss4-allél képezte,
ahol a meggy tetraploid genomja kdvetkeztében az allélt sokkal nagyobb mértékii és gyorsabb
valtozas jellemzi. Mindez igazolja a meggy Ontermékenyiilésének kialakuldsat leird, a
funkcioképtelen haplotipusok felhalmozddasat feltételezd molekularis modell helytallosagat.

A cseresznye S;3-RN-dz mindkét intronjaban talalhat6 egy rovid ismétlddé motivumokat
tartalmazo, mikroszatellit régio, mely fajspecifikus intraallélikus méretpolimorfizmust idéz
el6. Az altalunk vizsgalt Coll. 43 szelektalt klon altal hordozott Sjs-allél SSR régidinak
mérete a korabban kizardlag meggyben kimutatott méretekkel egyezett meg. Ez az eredmény
val6szinlisiti, hogy a cseresznye ¢és a meggy allélkészlete atfedé a fekete-tenger-melléki
régioban.

Eredményeink igazoltdk, hogy a cseresznye anatoliai régioban feltételezett
géncentrumaban a faj genetikai valtozékonysadga messze meghaladja az arufajtakra jellemzo
genetikai valtozékonysagot. Ez a variabilitas részben az ivaros uton reprodukalodéd populaciok
jelenlétének koszonhetd, részben annak, hogy a meggy és a cseresznye hibridizacioja is
megtorténhet ezeken a tertileteken.

Ezzel szemben a szlik korli genetikai alapanyagra épiild nemesitési programokbol
kibocsajtott fajtak genetikai valtozékonysdga korlatozott. A géncentrumban jelenlévd
variabilitds szamos lehetdséget kinal a cseresznyenemesitoknek, melynek kiaknazasat a
repedéssel szemben ellendlldo gyiimdlesot termd fajtdk nemesitése érdekében meg is kezdték.
Eredményeinket ezekben a nemesitési programokban Torokorszag €s mas orszagok kutatoi

egyarant felhasznalhatjak.
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9. SUMMARY

Genetic variability generally increases towards the gene centre of a species. Knowledge
regarding the S-locus variability was mainly provided by analysing commercially grown
cultivars, while no data regarding the S-locus variability are available from the centre of
origin of the most stone fruit or pome fruit species. However, such an analysis should give
valuable information for breeding programs, developing new molecular diagnostic tools and
clarifying the genetic background of fruit self-incompatibility. In addition, studies may shed
light on some aspects of the evolutionary history of the crop.

A total of forty seven Turkish sweet cherry accessions were used for the experiments;
those include 30 landrace cultivars and 17 local genotypes selected from populations growing
wild at the Black Sea coast.

This study was carried out to determine the S-genotype of old Turkish landrace sweet
cherry cultivars and some local genotypes that can be used as perspective breeding material.
New S-RNase alleles were expected to be identified and characterized. We wanted to
characterize the level of variability at the S-locus in a germplasm growing in the gene centre
of sweet cherry. Factors contributing to the formation of the great genetic diversity were also
considered. As a practical goal, new allele-specific PCR assays were elaborated to ensure
reliable allele assignment in a germplasm of great genetic diversity. Many S-RNase alleles
were chosen for determining partial DNA sequence and data were analysed from the aspects
of S-allele evolution and phylogenetic relationships within the Prunus genus.

Consensus and allele-specific PCR, cloning of the amplicons and sequencing were used
to answer the questions.

Twelve S-RNase alleles (S1-S7, So-S10 and S12-S14) and five wild cherry alleles (S17-S19,
S2125 and S31) were found in the 47 Turkish sweet cherry accessions. This is the first study to
report the Sig-allele in cultivated sweet cherry. A new (S37), a functionally doubtful allele
(provisionally labelled as S7n,) as well as Ss4-allele previously supposed to be a P. fruticosa
allele were identified in sweet cherry.

A new cross-incompatibility group, XLV ($2515) was established between the cultivars,
‘Tezce 0912 and ‘Yakacik’ (the selection, Coll. 16 is also included in this group, which
might be important during designing parental combinations in a breeding program). Three of
the formerly reported S-genotypes of Turkish cultivars were improved. We developed allele-
specific primers for Si7, Sis, Si9, S21/25, S34 and S37, all of which worked reliably.

The variations among the DNA sequences not exposed to natural selection of the trans-

specific alleles could be correlated with putative phylogenetic relationships within the
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Prunoideae subfamily. The variations between the new sweet cherry S37-RNase and its trans-
specific sister alleles might have been accumulated after the divergence of the Pseudocerasus
(P. speciosa) and Eurocerasus (P. avium) sections. The amounts of fixed mutations in the Ss;-
RNase allele and its sister alleles reflected the relative length of time periods between the
divergence of the Cerasus and Prunophora subgenera and species formation within the
Cerasus subgenus.

One notable exception to the correspondences between the number of the fixed
mutations and the length of the independent evolutionary histories of DNA sequences was the
S34-RNase in sweet and sour cherry. The allele experienced an accelerated evolution due to
the tetraploid genome of sour cherry. The molecular model of self-compatibility in sour
cherry includes the accumulation of non-functional S-haplotypes, which can be traced back to
the same effect.

Microsatellites are associated with both introns of the Sj3-RNase, which result in a
species-specific intra-allelic length variation. The sizes of the SSR regions in the first and
second introns of Coll. 43 Si3-RNase were formerly exclusively found in sour cherry. These
data confirm that allele pools of sweet and sour cherry in the Black Sea region are
overlapping.

Our results confirmed that sweet cherry diplays greater genetic variability in the
Anatolian region (the supposed centre of origin of this species) compared with currently
grown international cultivars. This variability is partly due to the sexually reproducing
populations and partly to the hybridization of sweet and sour cherries.

Cultivars issued from the breeding programs using only a limited number of parental
genotypes display more restricted variability. The variability in the Turkish germplasm is
available for breeders. Breeding programs using such material were initiated to establish new
cultivars with resistance to fruit cracking. Our results might be used in such programs in

Turkey and other countries.
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