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1. BEVEZETES

Hazankban gazdasagi szempontbdl a csonthéjas gylimolesfajok kozott
az eurdpai szilva a jelentdsebbek kozé tartozik. Az eurdpai szilva a Rosales
renden beliil a Rosaceae csalddba, a Prunoideae alcsaladba és a Prunus
nemzetségbe tartozik, ezért termékenyiilési tipusat a gametofitikus
inkompatibilitasi rendszer hatarozza meg. A szilva egyike lehetett az els6
gyimolcestermd novényeknek, melyek felkeltették az ember érdeklodését.
Az ismert szilvafajok szama 20 és 40 kozé tehetd. Keletkezési helytiket
tekintve megkiilonboztetiink eurdpai, azsiai és amerikai szilvafajokat. A
vilagon a legelterjedtebbek a hazi (vagy eurdpai) szilva (Prunus domestica
L.) fajhoz tartozé fajtdk. A P. domestica hexaploid faj (2n=6x=48),
melynek eredetérdl tobb elmélet is keletkezett. Feltételezések szerint az
allotetraploid kokény (Prunus spinosa L., 2n=4x=32) és a diploid
cseresznyeszilva  (Prunus cerasifera Ehrh.,, 2n=2x=16) spontan
hibridizacidjaval alakulhatott ki az hexaploid szilva ma ismert formaja
(RYBIN 1936).

A szilva hazankban taxondmiai és genetikai szempontbdl igen
valtozatos képet mutat, amely nagyrészt a kiillonb6zé Prunus fajok spontan
hibridizaciéjanak kdszonhetd, raadasul a helyi tajfajtakat évszazadokon at
magrol és sarjrol egyarant szaporitottak. A tajfajtak fenntartdsa nemcsak az
agrobiodiverzitdas novelését jelenti, hanem  értékes nemesitési
alapanyagként is szolgalhat, igy az ,on farm” génmegérzés nemcsak
kulturalis, hanem gazdasagi szempontbdl is fontos torekvés.

A szilvafajtdk termésbiztonsaga hasonléan a tobbi csonthéjas
gylimdlcsfajhoz  genetikailag  meghatarozott ~mechanizmusoktél és
kornyezeti tényezoktl fligg. Az egyik legfobb befolyasold faktor a
termékenyiilési képesség, ill. a csonthéjas gylimolcsfak tobbségére jellemzo
onmeddoéség. A Rosaceae csaladba tartozé novényekre az un. gametofitikus
inkompatibilitds (GSI) jellemzd, amelyet a 6. kromoszéman elhelyezkedd
multiallélikus S-16kusz (,,sterilitds™) kodol. A lékuszban elhelyezkedd,
egymassal szorosan kapcsolt két gén szabélyozza az 6nmeddé (OM) vagy
dntermékenyiild (OT) fenotipus kialakuldsat. A 2 gén kéziil az egyik a
bibében expresszalddo ribonukleaz (S-RN-az) enzimet (MCCLURE és mts.
1989), mig a masik a pollentomlében kifejez6dd, Gn. S-haplotipus-
specifikus F-box (SFB) fehérjét kodolja (USHIJIMA és mts. 2003). A
felismerési reakcid, amely a mechanizmus alapjat képezi, a két molekula
részvételével, az S-RN-4z és az F-box fehérjék kozott jatszodik le.



A legtdbb informaciéo a diploid fajokra korlatozodik (pl. kajszi,
Oszibarack, mandula, cseresznye), mig a poliploid fajokrol kevés
informacié all a rendelkezésiinkre. Hazankban gazdasagi szempontbol a
csonthéjas gyiimolesfajok koziil a tetraploid meggy és a hexaploid eurdpai
szilva tekinthet6 kiemelked6 jelentGségiinek. Jol ismert, hogy mindkét
poliploid fajnak szdmos 6nmeddd és ontermékeny fajtajat termesztik. A
meggy esetében mara mar japan és amerikai kutatok tisztaztak a jelenség
genetikai alapjait és a legfontosabb termesztett fajtdk S-genotipusat . Ezzel
szemben azonban mind a mai napig csak néhany eurdpai szilvafajta S-
genotipusat sikeriilt meghatarozni, melynek oka a hexaploid szilva genom
rendkiviili komplexitasa.



2. CELKITUZESEK
A hazai tajfajtdk genetikai  variabilitdsanak  felmérése
mikroszatellit (SSR) markerek segitségével.

Az igy kapott eredmények Osszevetése a gazdasagilag jelentdsebb
szilvafajtakkal.

A poliplod szilva novény S-allél-rendszerének a megismerése.

A hexaploid szilvafajtak onmedddségéért felelés S-lokusz
jellemzése, variabilitasanak felmérése.

Az eddig ismert, harom szilva S-allélon tul, tovabbi allélok
azonositasa.

A vizsgalatba vont szilvafajtak S-genotipusanak meghatarozasa.

A molekuldris adatok alapjdn a  szilva  genetikai
polimorfizmusanak felmérése.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalat targyat képez6 novényanyag

Vizsgalatainkba 6sszesen 55 szilva genotipust [P. domestica L., Prunus
italica Borkh., Prunus insititia L., Prunus cerasifera Ehrh., Prunus syriaca
(Borkh.) Karp., Prunus cocomilia Ten., és a Prunus besseyi Bail. Prunus
salicina Lindl. hybrid] vontunk be: 20 modern, gazdasagilag jelentés, 12
hagyomanyos- és 20 szilva tajfajtat, valamint 3 alanyfajtat. A szilva
novényanyagok a Szent Istvan Egyetem Gylimolcstermd Novények
Tanszék Soroksari Kisérleti Uzem és Tangazdasag iiltetvényébél és a
NAIK Gyiimblcstermesztési Kutatointézet Ceglédi Kutatd Allomasarol
szarmaznak.

3.2. DNS-alapu vizsgalatok

A novények teljes genomi DNS-tartalmat fiatal levelekbdl és riigyekbdl
DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki (Qiagen, Hilden, Németorszag). A
DNS-kivonatok mennyiségi és mindségi paramétereit Nanodrop ND-1000
spektrofotométer (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA)
késziilekkel ellendriztiik.

A mikroszatellit régiok felszaporitasahoz 7 primerpart hasznaltunk,
melyeket kiilonb6z6 Prunus fajok vizsgalatara terveztek: CPSCTO021
(MNEJJA ¢és mts. 2004), CPDCT044 (MNEJJA és mts. 2005), BPPCT007,
BPPCT025, BPPCT037, BPPCT039 (DIRLEWANGER ¢és mts. 2002). A
PCR-fragmentumok méretének meghatarozasa ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) automata
DNS-szekvenatorral tortént, amihez az 5° végen fluoreszcensen jelolt
forward primereket (6-FAM) hasznaltunk.

Az S-genotipus vizsgalathoz a PaConslI-F és a PaConslI-R konszenzus
primerpart hasznaltunk (SONNEVELD és mts. 2003).

Az F-box gén kodolo szakaszainak a felszaporitasahoz konszenzus
primer part alkalmaztunk: 62F és 1010R (NUNES és mts. 2000).

Allél-specifikus reverse oldali primereket is terveztiink néhany
esetben: PdAomAR-R, PdomB-R, PdomE-R, PdomH-R, PdTf-R, PAEm-R és
PdHag-R.

A PCR-elegy mintanként 12,5 pl végtér-fogatban késziilt a 40-60 ng
DNS, valamint 10 x DreamTaq Green puffer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM
dNTP, 0,4 mM az adott primerek és 0,625 U DreamTaq DNS-polimeraz
(Fermentas, Waltham, Massachusetts, USA) felhasznalasaval. A PCR-
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reakcié 2720 tipusi PCR-késziilékben (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA) ment végbe a primerekhez k6zolt protokoll alapjan.

A PCR-t kdvetden 1%-os TBE agaroz-gélelektroforézis segitségével
valasztottuk el a fragmentumokat egymastdl (50 perc, 130 V). Etidium-
bromid és UV-fény segitségével tettiik lathatdva a DNS-t. Az 500 bp-nal
nagyobb fragmentumok méretének megallapitasdhoz 1 kb+ DNS-markert
(Promega, Mannheim, Németorszag) hasznaltunk.

SSR-analizis soran a kapott adatokat az ABI PeakScanner 1.0
programmal (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA)
elemeztiik.

S-PCR-vizsgalatot kovetéen a DNS-fragmentumokat tisztitottuk,
klonoztuk, majd megszekvenaltattuk (HALASZ és mts. 2014).

A DNS szekvencidk homoldgia vizsgédlatdhoz az NCBI BLAST
szoftverét (ALTSCHUL ¢és mts. 1990), a szekvencidk illesztéséhez a
BioEdit 7.2.0. (HALL 1999) ¢s a filogenetikai analizishez a MEGA6
(TAMURA és mts. 2013) programot hasznaltuk.

3.3. Statisztikai analizis

A fragmentumok méretének (genotipizalds) meghatarozasahoz a Peak
Scanner 1.0 szoftvert és a GS500 LIZ standard-ot (Applied Biosystems)
alkalmaztuk. Jaccard-indexen alapuld genetikai tavolsag matrix
hasznalatdval dendrogramot szerkesztettiink, ¢és 2000 ismétléssel
,,bootstrap”-analizist végeztiink a PAST 2.17¢ program (HAMMER és mts.
2001) segitségével. A fokomponens-analizist (,,Principal Component
Analysis”, PCA) szintén a PAST szoftverrel hajtottuk végre. A vizsgalatba
vont szilvafajtak genetikai Osszetételének tovabbi analizisét a Bayesian-
klaszterezési megkozelitést alkalmazo STRUCTURE 2.3.4. szoftver
(PRITCHARD ¢és mts. 2000) segitségével végeztiik el. Meghataroztuk a
vizsgalt egyedek kozotti genetikai csoportok szamat. A legidealisabb K-
érték becslését EVANNO ¢és mts. (2005) nyoman a STRUCTURE
Harvester program segitségével végeztikk el (EARL és VON HOLDT
2012). PolySat szoftver segitségével kimutattuk a kapott alcsoportok
kozotti genetikai differencialodas mértékét (Fst) (CLARK és JASIENIUK
2011).



4, EREDMENYEK

4.1. Az SSR-16kusz polimorfizmusa

A vizsgalat soran dsszesen 7 primerpart alkalmaztunk, melyeket mar
korabban kiilonbozé Prunus fajokra (P. persica, P. dulcis és P. salicina)
terveztek és sikeresen alkalmaztak (DIRLEWANGER és mts. 2002,
MNEJJA ¢és mts. 2004, 2005). Megel6z6 kisérletekre alapozva, tobb
Prunus fajnal is polimorfnak bizonyuld lokuszokat valasztottuk ki a
vizsgalatainkhoz (GHARBI és mts. 2014), mind az 55 eurdpai szilvafajta
esetében. Minden egyes lokusz polimorfnak bizonyult. A lokuszokban
valamennyi primerpar hasznalatakor 6-27 allélt azonositottunk. Osszesen
135 allélt mutattunk ki minden értékelt 10kuszban, ez azt jelenti, hogy az
atlagos allélszam 19,3 16kuszonként. A vizsgalt 7 10kusz adatait Gsszegezve
100-268 bp kozott valtozott az allélok mérete. A legtobb és
legkiilonb6z6bb allélokat a CPSCT021-es és a CPDCT044-es 10kuszokban
azonositottuk, ez esetben 26-27 allél volt detektalhat6, mig a legkisebb
allélszamot a BPPCTO037 lokusz mutatta, ahol csupan 6 allél volt
kimutathato.

4.2. A vizsgalt egyedek genetikai tavolsaga

A 7 mikroszatellit markerrel kapott adatokkal klaszteranalizist
végeztiink a PAST program Jaccard-indexen alapuld genetikai tavolsag
matrix hasznalatanak segitségével, melynek az eredményét dendrogram
szemlélteti (1. abra). Az 55 szilvafajta jol lathatoan harom kiilonb6z6
méretii csoportba rendez3dott. Erdekességként jelenik meg azonban, hogy a
vizsgalatba vont fajtdk hét kiilonbozo szilvafajt képviselnek, kiilonbozo
ploiditasi szintekkel (P. domestica, P. italica, P. insititia, P. cerasifera, P.
syriaca, P. besseyi, P. salicina és P. cocomilia), ugyanakkor az azonos
fajhoz tartoz6 mintdk nem feltétleniil csoportosultak Ossze. A szilva
tajfajtak kozott az azonos névvel szerepld genotipusok koziil csupan a
‘Fehérszilva 4” és a ‘Fehérszilva 2° mutatott 100%-os azonossagot. A tobbi
esetben az azonos név alatt nem teljesen azonos genotipusokat talaltunk. A
vizsgalt 7 10kusz alapjan is kiilonbségek mutatkoztak a “Vords szilva’,
‘Gomori nyakas’ és ‘Bodi szilva’ néven kiilonbozo teriiletekrdl begytijtott
genotipusok kozatt.
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1. abra: A vizsgalt 55 eurdpai szilvafajta genetikai hasonlosagat abrazolo, szomszédosszevond (neighbor
joining) algoritmussal készitett dendrogramja és a fajtak kzotti STRUCTURE analizis soran meghatarozott
genetikai csoportok szama (K1=kék; K2=piros, K3=z51d).



4.3. A vizsgalt fajtak STRUCTURE analizise

STRUCTURE analizis segitségével meghataroztuk a vizsgalt egyedek
kozotti  genetikai  csoportok szamat, amely alapjan a legnagyobb
valdszinliség szerint harom f0 klaszterbe sorolhatok a mintak (K=3). A
legnagyobb klaszternek, az elsé (K1, kék) bizonyult 25 genotipussal, amely
magaba foglalja mind a kiilf6ldi és modern, mind pedig a hagyomanyos
poliploid fajtakat illetve két diploid P. cerasifera alanyfajtat is. A magyar
tajfajtdk és a magyar hagyomanyos fajtak két kiillonboz6 csoportot
alkotnak, melynek kovetkeztében a masodik klaszterben (K2, piros) 16,
mig a harmadik klaszterben (K3, z6ld) 14 magyar genotipus talalhatd. Az
Fst érték az alcsoportok kozotti genetikai differencialodast mutatja meg.
Ertéke 0 és 1 kozott alakul. A mi esetiinkben a legkisebb Fst értéket a piros
csoportba tartozo fajtak (K2, rst= 0,0234) valamint a z6ld csoport (K3, Fst =
0,0294) fajtai kozott volt megfigyelhetd. A legnagyobb Fst értéket a kék
csoport (K1, Fst=0,0431) egyedei képviselték.

4.4. A vizsgalt szilvafajtak fokomponens-analizise

A fékomponens-analizis (PCA) megerdsitette a klaszteranalizis soran
nyert eredményeinket (2. dbra). Az els6 két fokomponens a teljes
variabilitdas  10,2% illetve 12,3%-at magyarazza meg, mindazonaltal
egylittesen a 22,23%-4t fejezi ki a teljes variabilitdsnak. A PCA vizsgalat
ramutatott, hogy a ‘Besztercei’ szilvak szépen elkiiloniild csoportja jelentds
genetikai tavolsagban all a tobbi szilva genotipustol.
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4.5. Az S-genotipus meghatarozasa ILP-marker alapjan

A szilvak termékenyiilésére, akarcsak a Rosaceac ndvénycsalad mas
fajaihoz hasonléan a gametofitikus inkompatibilitasi rendszer a jellemzd.
55 eurdpai szilvafajta S-10kuszanak analizisét végeztiik el. Az S-RN-dz gén
2. intron régidjanak analizise soran a fragmentumok mérete igen nagy
variabilitast mutatott 550 és 4000 bp kozotti értékekkel (3. dbra). Az S-
ribonukledz gén C2-C5 szakaszarol 113 db PCR-fragmentumot klénoztunk,
majd az ismétléseket kovetéen 339 db DNS-szekvencia allt a
rendelkezésiinkre az eredmények kiértékeléséhez. Osszesen 24 kiilonbdzd
méretil fragmentumot detektaltunk, amelyb6l 11 allél részleges (C2-C5) (4.
abra), valamint 3 allél (S12, S13, S17) teljes (SP-C5) (5. abra) szekvenciajat
elséként irtunk le. A kimutatott S-allélok azonossaganak megerdsitése
végett, a részleges ¢és a teljes S-RN-dz allélokat BLASTN
homologiavizsgalattal ~ ellendriztik a  GenBank  adatbazisaban.
Megallapitottuk az S-RN-dz allélok jellemz6 intronméreteit.

-

16 17

3. abra: Az eurépai szilvafajtak altal hordozott S-allélok kimutatasa a Prunus S-RN-dz gén
SONNEVELD ¢és mts. (2003)]. Az azonos szinii kerettel jelolt fragmentumok azonos S-allélt
jeleznek. 1. “‘Althann ringld’, 2. ‘Bluefre’, 3. ‘Cacanska lepotica’, 4. ‘Elena’, 5. ‘Empress’, 6.

‘Haganta’, 7. ‘Hanita’, 8. ‘Haroma’, 9. ‘Jojo’, 10. ‘Katinka’, 11. ‘Presenta’, 12. ‘President’, 13.

‘Sermina’, 14. ‘Stanley’, 15. ‘Topend Plus’, 16. ‘Topfive’, 17. ‘Tophit’; Marker: GeneRuler 1kb

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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Gazdasagi szilvafajtakkal ellentétben a hagyomanyos fajtdk, mint a
Besztercei klonok, illetve a tajfajtdk korében az azonos név ala keriild
genotipusok: a kiilonféle Fehérszilva, Voros szilva, Gomori nyakas és Bodi
szilva fajtak S-genotipusaban, pusztan a gélképet tekintve nem észleliink
variabilitast, hiszen az azonos elnevezés alatt teljesen egységes mintazatot
mutatnak.
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4. abra: Az eurdpai szilva korabban publikalt (Ss, Se; So) és altalunk azonositott (S0-S27) S-
ribonukledz alléljainak szerkezete. A téglalapok az exonokat, mig a vonalak a 2. intronrégiot
jelolik. A téglalapokban, illetve a vonal felett elhelyezett szamok az adott régio-, mig a
zardjelben 1év6 értékek a megszekvenalt részleges (C2-C5) S-RN-az szekvencia méretét mutatjak

(bp).
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5. abra: Az NCBI adatbazisbol letoltott ismert (Se-Pdom) illetve az altalunk azonositott eurdpai
szilva S-RN-dz allélok (So, Si2, S13, S17) teljes, kovetkeztetett aminosav-szekvenciajanak

hipervariabilis (RHV) régiot zold téglalap jelzi USHIJIMA és mts. (1998) alapjan. A fekete keret
a variabilis aminosavakat jeloli. Az illesztésben szerepl6 szekvencia NCBI adatbanki
azonositoja: AM746947 (Sg).

4.6. Az uij eurdpai szilva S-RN-dz allélok filogenetikai elemzése

Annak érdekében, hogy az (ijonnan meghatarozott eurdpai szilva S-RN-
azok kozott azonositsuk azokat a szekvencidkat, amelyek feltehet6en
transzspecifikusak, a MegaBLAST algoritmus alapu homoldgiaanalizis
szekvenciaeredményei ismeretében a szilva S-RN-dzok kovetkeztetett
fehérjeszekvenciajat illesztettiik a veliik legnagyobb mértékben hasonld,
egyéb Prunus fajokbol szarmazd S-allélok kovetkeztetett aminosav-
szekvencigjaval, ezt kovetden meghatdroztuk a szekvenciaegyezés
szazalékos értékét. A szilva S-RN-dz szekvencidk és az adatbazisbol
szarmazo, velik homologiat mutatdé szekvencidk igen magas egyezést
mutattak, mind a gazdasagi (atlagosan nukleotidszinten: 96,8%; atlagosan
fehérjeszinten: 93,2%), mind a tajfajtakat (atlagosan nukleotidszinten:
97,2%; atlagosan fehérjeszinten: 96,7%) illetden.

Vizsgalataink soran hat olyan transzspecifikus allélt azonositottunk,
melyek intronrégidjukban is kimagaslé azonossagot mutattak (95,9—
99,6%): S11 - Psal S26, S12 - Psal Sz3, S14 - Pspin Sa.1, S14 - Pspin S3-2, S14 -
Psal Szs, S23 - Pspin Ss, Sz4 - Pavi Sso. Ezek viszonylag recens introgresszios
események lenyomatanak tekinthet6k és alatadmaszthatjak az eurdpai szilva
komplex eredetét.
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4.7. A vizsgalt szilvafajtak S-genotipusanak meghatarozasa

Osszesen 55 kiilonbozd eredetii szilvafajta (20 modern, 12
hagyomanyos, 20 tajfajta és 3 alanyfajta) teljes vagy részleges S-
genotipusat azonositottuk (1. tdblazat), igy a vizsgilatba vont egyedek
elkiilonitése az egyedi S-genotipusuk alapjan sikeresnek bizonyult.

1.tablazat: A vizsgalatba vont eurdpai szilvafajtak eredete, termékenyiilési tipusa,
valamint a meghatarozott S-genotipusa.

q o . Termékenyiilési 5
Szilvafajtak Faj Képesseq S-genotipus
Althann ringl6 Prunus italica oM 85,5155
Bluefre P. domestica ROT SeS 105115 emSs
Cacanska lepotica P. domestica ROT SﬁslosmmSuSQS
Elena P. domestica oT 851651557556
Empress P. domestica oM 8,,5,1:5,.5.65555
Haganta P. domestica ROT 5.5.,51:520555%5s
=<
% Hanita P. domestica or 805115556
&
2 | Haroma P. domestica oT 8051551655055
S
) Hollandi szilva C. 940  P. italica oT 56510517526
g | Joio P. domestica oT SeS 103 1em
g Lengyel P. domestica oT 8105151555
§ Katinka P. domestica oT 8:5,05.,5:6516
° P. besseyi x = S's
§ Oka P. salicina OM 1021
Presenta P. domestica oT 8651651520550
President P. domestica oM 8651516520555,
Sermina P. cocomilia oM S5 eSS
Stanley P. domestica ROT S5 105 1uS1emSan
Topend Plus P. domestica oT SeSeS 6mS17520501
Topfive P. domestica ROT S:3:S 6mSr
Tophit P. domestica ROT 86315505
Beregi datolya P. domestica ROT 0
Bodi szilva 1. P. insititia oT 8051515550
E | Bodiszilva 2. P. insititia oT 8108181555
£ | Duranci P. domestica ROT 0
s | Durké P. domestica ROT 55 ,65.55,
5 | Eleineérs P. domestica oT 8651651151556
Fehérszilva 1. P. domestica oT SeS1051551 506
Fehérszilva 2. P. domestica oT SeS1051551 506
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1. tablazat: (Folytatés).

Szilvafajtak Faj :['ermélfelll e S-genotipus
Fehérszilva 3. P. domestica - 'O'ET 8516515517556
Fehérszilva 4. P. domestica oT 865165151556
Gombri nyakas 1. P. domestica ROT S 5SS
Gomori nyakas 2. P. domestica ROT S 0515150

F | Kecskeméti 101 P. domestica oT 5651051755

;.“E: Lészemi szilva P. domestica oT 85651651755

E Nemtudom P3 P. insititia ot DR

& | Paczelt szilvaja P. domestica oT 565165155
Sivaklo P. domestica ot 8651651151556
Vords szilva 1. P. domestica oT 55,5,
Voros szilva 2. P. domestica oT SESNSH
Vords szilva 3. P. domestica o1 AR
Besztercei 105-58 P. domestica ot 80515155
Besztercei Bb.398 P. domestica or 510514517520

= Besztercei Bt. 2 P. domestica or S oSS0

5 | BestterceiNm.122.  P. domestica ot S oSS0

Z | BeszterceiNm150.  P. domestica ot 80515155

E Besztercei szilva P. domestica or 510514517520

% Biihler Friihzwetschge ~ P. domestica or 10

E Francia narancsszilva  P. domestica or 0

E‘n Mirabelle de Nancy P. syriaca ROT 1051

= | Tuleu gras P. domestica HS S50
Victoria P. domestica or 865165155
Z61d ringlo P. italica oM 10

o | €174 mirobalin P. cerasifera OT 1055

§ E| C. 679 mirobalan P. cerasifera oT S5,

< E| KokényszilvaCT 93 P insititia oT SS,

1OM: Onmeddé; ROT: Részben 6ntermékeny; OT: Ontermékeny; HS: Himsteril (HARSANYI 1979,
SZABO 2001, SURANYT 2006a, KISSNE és MAROSI 2006, SURANYT 2014)
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4.8. Az europai szilva F-box gén polimorfizmusa

A rendszer pollenkomponensét kodold SFB gén analizise soran a kapott
fragmentumok mérete 900 és 1000 bp kozott volt detektalhato. 17 Prunus
domestica fajtdban Gsszesen 10 eddig még nem ismert részleges SFB-
allélszekvenciat izolaltunk. Mivel ezen szekvencidkat nem tudjuk
hozzarendelni az azonositott RN-dz allélokhoz, ezért alfabetikus jelolést
hasznaltunk (SFBa-SFBj). Mas Prunus SFB, Malus és Pyrus SFB
szekvenciak hasznalataval filogenetikai vizsgalatot végeztiink, mely tovabb
igazolta a Prunoideae és a Maloideae alcsaladok S-haplotipus F-box
fehérjéinek kiilonbozéségeét az S-10kusz tamogatta SI rendszerben.

4.9. Funkcidvesztéssel jaré mutacios események

A Prunoideae alcsalddban az S-10kuszt érintd mutaciok tobb mint a
felel pollenkomponensre jellemzd, de eléfordulnak bibeoldali mutacios
események is. Sikeriilt azonositanunk egy feltehetéen funkcioképtelen S-
RN-dz és egy F-box allélt is. Az Sis-allél szekvenciajaban bekovetkezett 2
nukleotidos szubsztitiicid az intronrégiot megel6zéen, ezaltal egy
nonszensz mutaciot okozva, melyben az Sie-ben megjelené GTA-triplet az
Siem-ben TAA-ra, azaz stopkodonra valtozott. Az SFB;-allélszekvenciaban
tobb egynukleotidos szubsztiticio kovetkezett be, melyekbdl az elsé egy
nonszensz mutaciohoz vezetett, ugyanis a P.dom. Sg¢ SFB-ben a TTG-triplet
az SFB;-ben TAG-ra, azaz stopkodonra valtozott.
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4.10. Uj tudomanyos eredmények

1.

Mikroszatellit markerek (SSR) segitségével igazoltuk, hogy a
magyar szilva tajfajtakat jelentds mértékii genetikai polimorfizmus
jellemzi. Adataink kozvetleniil felhasznalhaté informaciot adnak a
hazai tajfajtak nemesitési €s termesztési programokban tdrténd
felhasznalasahoz.

Tobb esetben bizonyitottuk, hogy a kiilonboz6 teriiletekrol
szarmazo, azonos néven fenntartott tajfajtak genetikailag nem
egyontetiiek (VOros szilva, Gomori nyakas és Bodi szilva).

Az SSR-analizis soran kapott eredményeink alapjan a ‘Fehérszilva’
a ‘Voros szilva’ tajfajtanak egyik valtozata lehet, nem pedig a
‘Besztercei” szilvabol kialakult tajfajtank, melyet ‘Fehér
Besztercei’ néven irtak le.

Osszesen 24 S-ribonukleaz allélt azonositottunk hexaploid
szilvafajok 55 fajtajaban. Ezek koziil 11 allél részleges (C2-C5),
valamint 3 allél (Si2, S13, S17) teljes (SP-C5) szekvenciajat elséként
hataroztuk meg. Az S-RN-dz allélok jellemzd intronméreteit
megallapitottuk, ezért ILP-markerezéssel az allélok detektalhatok.

Osszesen 10 0j SFB allélszekvenciat hatiroztunk meg 17 Prunus
domestica fajtaban. A jellemzett allélokat alfabetikus jeloléssel
(SFBA-SFB)) kiilonitettiik el.

Azonositottunk egy feltehetéen funkcioképtelen S-RN-dz és F-box
allélt (Siem és SFByY).

Meghataroztuk 55 kiilonbdzé eredetli szilvafajta (20 modern, 12
hagyomanyos, 20 tajfajta és 3 alanyfajta) teljes vagy részleges S-
genotipusat.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

Dolgozatomban a hexaploid eurdpai szilva (Prunus domestica L.)
hazankban fellelhetd hagyomanyos- és tajfajtainak genetikai variabilitasat
térképeztem fel és Osszevetettem a gazdasagilag fontosabb fajtakkal,
valamint elvégeztem a P. domestica termékenyiilési viszonyait iranyito S-
16kusz atfogd molekularis szintli analizisét.

5.1. Prunus domestica fajtak genetikai jellemzése mikroszatellit
markerek (SSR) segitségével

Mikroszatellit markerek segitségével jellemeztiik 20 gazdasagilag
jelentds eurdpai szilvafajta, 12 hagyomanyos-, 20 tajfajta és 3 alanyfajta
genetikai variabilitasat és megkiilonboztethetdségét, illetve filogenetikai
kapcsolatat. Vizsgalataink soran diploid Prunus fajok analizisére tervezett,
hét SSR primert alkalmaztunk. Mind a 7 16kusz polimorfnak bizonyult. Az
altalunk azonositott dsszes allélszam (135) és a kimutatott lokuszonkénti
allélgyakorisag értéke (19,3), nagyon hasonlit az eurdpai szilva mas ehhez
hasonl6d tanulményaiban leirtakhoz. SEHIC és mts. (2015) 76 szilva
genotipus vizsgalatakor lokuszonként 22,7 allélt talalt, KAZIJA és mits.
(2014) 62 szilvafajta vizsgalatba vonasa l0kuszonként 18,7 allélt jelentett,
mig XUAN és mts. (2011a) 45 fajtaban 16kuszonként 20 allélt regisztralt. A
fragmentumok hossza hasonld tartomanyba esett, mint az dszibarackban,
japan szilvaban vagy a manduldban talalhatd azonos mikroszatellitek. A
l6kuszonkénti magas allélszambol fakad6 polimorfizmus lehetdvé tette a
vizsgalt genotipusok megkiilonboztethetéségét, jelezve ezaltal, hogy a
mikroszatellit analizis megfelelé eszkdznek bizonyul, mind a szilvafajtak
azonositdsa, mind pedig a szilvafajtdk genetikai ujjlenyomatanak
elkészitése soran. MERKOUROPOULOS ¢és kutatocsapata (2017)
hasonldéan hét mikroszatellit marker alkalmazasaval kiilonitett el 54
szilvafajtat sikeresen.

Az oOtvendt vizsgalt genotipus klaszteranalizise harom kiilonb6zo
csoportba sorolta a szilvafajtakat, amelyek hét kiillonboz6 szilvafajt
képviselnek, kiillonb6z6 ploiditasi szintekkel. Az azonos fajhoz tartozod
egyedek nem minden esetben csoportosultak egy klaszterbe. Mivel a fent
emlitett fajok konnyen képesek egymassal vald hibridizacidjuk soran
intermedier hibrideket létrehozni (NEUMULLER 2010), melynek
eredményeképpen nem lehet markans vonalat hizni a kiilonb6z6 fajokat
reprezentald genotipusok kozott. Ugyanakkor a dendrogram alapjan
kialakult csoportok teljes egészében megegyeznek a fajtak statuszaik
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szerinti csoportositasaval, melynek értelmében beszélink modern vagy
gazdasagi fajtakrol, hagyomanyos vagy torténelmi fajtakrol illetve
tajfajtakrol. Tovabba a szilvafajtak koziil az ‘Oka’ és a két alanyfajtaként
szamon tartott mirobalan (‘C. 174 mirobalan’, ‘C. 679 mirobalan’),
vilagosan elkiiloniil a tobbi genotipustol kiilon klasztert alkotva. A kiilfoldi
modern fajtak elhelyezkedése a dendrogramon a magyar fajtakhoz képest
erfs hasonlosdgot mutat, mint ami tapasztalhaté volt egy korabbi
tanulmany kapcsan a ‘Stanley’ és a kelet-anatoliai hagyomanyos
szilvafajtak egymashoz viszonyitott kapcsolata esetén (OZ és mts. 2013).

STRUCTURE analizis segitségével meghataroztuk a vizsgalt
egyedek kozotti genetikai csoportok szamat, amely alapjan a legnagyobb
valoszinliség szerint hdrom f0 klaszterbe sorolhatok a mintdk (K=3).
Tovéabba meghataroztuk az alcsoportok kozotti genetikai differencidlodas
mértékét is (Fst). Ezen és a filogenetikai vizsgalat, valamint a PCA analizis
soran kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy az eurdpai
szilvafajtdkat jelentds mértékii genetikai variabilitds jellemzi. A
koztudatban szamos azonos néven szerepld taj- és hagyomanyos fajtankrol
deriilt ki a vizsgalataink soran, hogy azok nem teljesen azonos genotipust
takarnak. Egyetlen kivétel a ‘Fehérszilva 2° és ‘Fehérszilva 4° tajfajtak,
amelyek teljes egyezéséget mutattak. A tajfajtdk sok esetben a hasonld
morfologiai bélyegek alapjan azonos elnevezés ala keriiltek, és mivel
hossza idén at magrol is tortént a szaporitasuk (HARSANYT 1979,
SURANYI 2006a, 2014, TOTH és mts. 2007), genetikailag nem
egyontetiiek, de nagymértékben hasonlok. A ‘Besztercei’ szilvak esetében
régota koztudott a fajtakoron beliili variabilitds, és a leromlas miatt
indokolt volt a szelekcio. A klonszelekcioval kivalasztott klonokrol szold
els6  leirasok  (HARSANYI  1979)  szerint  érési  idSben,
gyliimdlcsnagysagban és termoképességben jobbak az alapfajtanal, majd a
kés6bbi leirasok (SURANYI 2006a) mar csak a terméképességben
mutatkozo kiilonbséget emlitik. A ceglédi génbankbol szarmazd 50
‘Besztercei’ klonfajta vizsgalata eltéréseket mutatott, tobb mint 10
kiilonb6z6 morfologiai paraméterben, valamint a PPV ellenallosag
mértékében is (SURANYI 2006b). Az altalunk vizsgalt hat ‘Besztercei’
szilva mindegyike kiilonb6z6 SSR-genotipust mutatott, két csoportba
sorolodtak 3—3 mintaval, és kiilon alcsoportot képeztek a tobbi szilvafajta
kozott.

Tovéabba vizsgalati eredményeink adtiak az elsé bizonyitékot arra
vonatkozdan, hogy a kiilonboz6 teriiletekrdl szdrmazod, azonos névvel
ellatott tajfajtak genetikailag nem mondhatdak egyontetiinek (Voros szilva,
Gomori nyakas és Bodi szilva), valamint a ‘Fehérszilva’ a “Voros szilva’
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tajfajtanak egyik valtozata lehet, nem pedig a ‘Besztercei’ szilvabol
kialakult  tajfajtank. Mindazonaltal szabadfoldi  kisérletekkel is
alatamasztottak, hogy a ‘Gomori nyakas’, ‘Nemtudom P3’, ‘Fehérszilva’,
‘Beregi datolya’ és a “Vords szilva’ fajtak PPV tolerans szilvafajtdknak
bizonyultak, ezaltal az értékiik tovabb ndvekszik a jovobeli termesztési és
fajta-el6allitasi programok kapcsan. Tovabba, a ‘Bodi szilva’ és a
‘Nemtudom P3’ szilva tajfajtak kiemelkedé abiotikus stressz
rezisztenciaval is birnak (PETHO 2011, SURANYI 2014). A helyi szilva-
illetve a tajfajtak a faggyal és a szarazsaggal szembeni rezisztencia
nemesitésben perspektivikus donor fajtaknak bizonyulhatnak (PAUNOVIC
1988). Néhany magyar szilvafajtarol bebizonyosodott, hogy igen hasznos
genetikai forrast képviselnek, amelyek ndvelhetik a jovo szilvafajtdinak
gylimdlcsmindségét és beltartalmi értékeit, ezaltal az egészségmegdrzésben
is hangsulyos szerepet toltenének be. Korabbi tanulméanyokbdl lathato,
hogy a szénhidratprofil tekintetében is nagy kiilonbségek mutatkoztak a
magyar tajfajtak és a modern kiilfoldi fajtak kozott. A ‘Vords szilva’ és a
‘Loszemii szilva’ fajtak gyiimélcsei szorbitolban igen gazdagok, mig a
‘Badi szilva’, a ‘Voros szilva’ és a ‘Besztercei szilva’ fajtak terméseiben a
monoszacharidok jelenléte a dominans (TOTH 2013). TOTH (1957) a
‘Durénci’ szilvafajta gylimélcslevében 22%-os dsszcukortartalmat mutatott
ki. A szilva gylimdlcsének és levének laxans hatdsa a fenolok (foként
klorogén- és neoklorogén savak) és a szorbitol jelenlétének, valamint a
gylimdlcsok magas rosttartalmanak tulajdonithatd (STACEWICZ-
SAPUNTZAKIS és mts. 2001). A multban nem véletleniil szamitottak a
szilva gylimdlcsei és egyes termékei szinte gyogyszernek. A szilva ezen
beltartalmi Gsszetételének koszonhetben, az egyszerii cukrok tekintetében
j0 energiaforrasnak szamit, valamint elfogyasztasat kovetéen nem okozza a
vércukorszint hirtelen ndvekedését sem. Emellett a szilva termésében
felhalmoz6dé fenolos vegyiiletek és mikroelemek preventiv hatéanyagként
szolgalhatnak a kiilonb6z6 sulyos illetve kronikus betegségekkel, koztiik a
sziv-érrendszeri betegségekkel, a rakkal és a csontritkulassal szemben
(IGWE ¢és CHARLTON 2016). SAHAMISHIRAZI ¢és mts. (2017)
vizsgalataiban a ‘Pozegaca’ (syn. Besztercei szilva) szilvafajta a 178
szilvafajta kozott a tizenharmadik legmagasabb Osszfenoltartalmt helyet
foglalta el, jelezve, hogy a genetikailag valtozatos tajfajtak kozott
fellelhetdek kiemelkedd beltartalmi Gsszetétellel bird genotipusok is,
ahogyan az a magyar meggyfajta termesztési programban is tapasztalhatod
volt (PAPP és mts. 2010). Adataink értékes informacioként szolgalhatnak a
Magyarorszagon megtalalhatd europai szilvafajtdk jelentds genetikai
sokféleségének felismerése altal a jovObeni termesztési programokba vald
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beillesztésbe. A molekularis markerezési stratégiadk kétségtelentil
hozzajarulnak a szilvatermesztés megerdsitéséhez, azaltal, hogy a tajfajtak
kiemelkedd tulajdonsagait kombinaljak mas kiilfoldi fajtak altal nyujtott
kedvez6 tulajdonsagokkal (pl. betegség-ellenallosag), eldsegitve a tajfajtak

Meghataroztuk a magyar tajfajtak DNS-alapii azonositasanak
kidolgozasahoz sziikséges egyedi SSR-ujjlenyomatokat.

5.2. A  hexaploid szilvafajtdk termékenyiilését meghatirozé
lékuszvariabilitas

A szilvak termékenyiilésére, akarcsak a Rosaceae ndvénycsalad mas
fajaihoz hasonloan a gametofitikus inkompatibilitasi rendszer a jellemzo.
55 eurdpai szilvafajta S-10kuszanak analizisét végeztiik el. Az S-RN-dz gén
variabilitast mutatottak. Osszesen 24 kiilonb6z6 méreti fragmentumot
detektaltunk, névénymintanként legfeljebb 3-6 eltéré méretii fragmentum
volt kimutathat6. Az S-16kuszban kimutatott allél szama Gsszhangban all az
SSR-eredményeinkkel, a lokuszokban detektalt SSR-allélok szadmaval.
Ilyen nagyszamu eltér6 allél jelenléte az 6Snmeddd Prunus fajok kdzott nem
egyediilallo: Osszehasonlitasképp cseresznyében SONNEVELD és mits.
(2001; 2003), BEKEFI és mts. (2003) illetve De CUYPER és mts. (2005)
kordbban 19 kiilonboz6 S-RN-dz allélt hataroztak meg, hasonldan
mandulaban ORTEGA és mts. (2005) illetve KODAD és mts. (2010), 29 S-
allélt, kajsziban HALASZ és mts. (2005) 15 S-allélt azonositottak
(SUTHERLAND és mts. 2008), valamint az almaban vagy a kortében
szamuk meghaladja az 50-et is (HALASZ és mts. 2011). Raadasul a
poliploid genomszerkezete még inkabb kedvez a kiilonb6z6 allélok
kialakulasanak (AINOUCHE és WENDEL 2014).

Elosz6r SUTHERLAND ¢és mts. (2004a,b) végzetek molekularis
vizsgalatokat a szilva S-lokuszan, az altaluk azonositott harom szilva S-
allélt (Ss, Se, Se) (SUTHERLAND és mts. 2008) is sikeresen kimutattuk a
vizsgalatba vont genotipusok kozott. A kimutatott S-allélok azonossaganak
megerdsitése végett, a részleges és a teljes S-RN-dz allélokat BLASTN
homologiavizsgalattal ellendriztilk a GenBank adatbazisaban.

Megallapitottuk az S-RN-dz allélok jellemzd intronméreteit. A Prunus
S-RN-dz allélok zomére helytalld az a kijelentés, hogy 2. intronjuk mérete
meghaladja az 1. intron méretét. A termesztett cseresznyefajtakbol és vad
cseresznyepopulaciokbol izolalt S-RN-az allélok koziil 21 allélnak ismerjiik
pontosan az 1. és 2. intron méretét, ugyanakkor mindossze egy allél esetén
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bizonyult az elsé intron nagyobbnak, mint a masodik (SONNEVELD és
mts. 2003, WUNSCH és HORMAZA 2004, De CUYPER és mts. 2005).

A vizsgélataink soran minden esetben kizardlagosan mas Prunus
fajokban detektalt S-RN-dz allélszekvenciakat kaptunk, mindezt a k6zos
eredetik  valoszinlisége magyardazza (IGIC ¢és KOHN  2001).
SUTHERLAND ¢és kutatocsapata (2008) szerint a masodik intronrégio
Osszehasonlitasa soran a kapott azonossagi értékek elkiiloniilé csoportokba
voltak oszthatéak, mely szerint egyes transzspecifikus allélparok intronjai
kismértékii (<57,9%), mig masok, az elvartakhoz mérten nagyfoku
hasonlosaggal  (74,1-99,9%)  voltak  jellemezhetéek.  Analizisiink
eredményei hasonléan alakultak a SUTHERLAND és mts. (2008) altal
bemutatottakhoz képest, ugyanakkor hat olyan transzspecifikus allélt
azonositottunk, melyek intronrégidjukban is kimagasld azonossagot
mutattak (95,9-99,6%): Si1 - Psal Szs, S12 - Psal Sz3, S14 - Pspin Sz-1, S1a -
Pspin Sz, Si4 - Psal Szs, S23 - Pspin Ss, S24 - Pavi Szo. Ezek viszonylag
recens introgresszios események lenyomatanak  tekinthet6k  és
alatamaszthatjak az eurdpai szilva komplex eredetét.

A rendszer pollenkomponensét kodold SFB gén analizise soran a kapott
fragmentumok mérete 935 bp volt, mely a szakirodalomban fellelhetd mas
fajok esetében kimutatott értékellek kozel azonosnak bizonyult (NUNES és
mts. 2006). 17 Prunus domestica fajtaban Osszesen 10 1j SFB
allélszekvenciat izolaltunk, a kapott allélokat alfabetikus jeloléssel (SFBa-
SFB;) kiilonitettiik el. SUTHERLAND és mts. (2008) vizsgalataik soran a
P. domestica ‘Verity’ fajtaban harom SFB-allélt azonositottak, és ezen
allélok aminosav-szekvenciai rendkiviil szoros hasonldsagot mutattak mas
Prunus fajokban megtalalhato SFB-allélokkal: P. domestica Ss 97,0% -0s
azonossagot mutatott a P. dulcis ‘Gabaix’ fajta Sio-alléllal; P. domestica Se
97,6% -o0s azonossagot mutatott a P. salicina ‘Burmosa’ fajta Sa-alléljaval,
valamint P. domestica So egy Kicsit alacsonyabb 93,3% -os azonossagot
mutatott a P. avium Ss SFB-alléllal. Mi is hasonlo mértéket tapasztaltunk a
szekvenciak elemzése soran. Tovabba mas Prunus SFB, Malus és Pyrus
SFB szekvencidk hasznalataval filogenetikai vizsgalatot végeztiink, mely
tovabb igazolta a Prunoideae és a Maloideae alcsaladok S-haplotipus F-
box fehérjéinek kiilonbozdségét az S-10kusz tamogatta SI rendszerben.

A Prunoideae alcsalddban az S-lokuszt érintd mutaciok tobb, mint a
fele a pollenkomponensre jellemzé (HEGEDUS és mts. 2012), de
eléfordulnak bibe oldali mutacios események is. Sikeresen azonositottunk
egy feltehet6en funkcioképtelen S-RN-dz és F-box allélt (Siem és SFBy).
Mindkét esetben a gén fehérjekodoldo régidjaban bekdvetkezett
nukleotidszubsztiticioval jard mutaciot detektaltunk, mely nonszensz

23



mutacidhoz, vagyis az allél funkcidvesztéséhez vezetett. Hasonld valtozas
tortént a meggy Sem2-RN-dz-ban, ahol szintén egy 2 bp-os szubsztitucio
kereteltolodast eredményezett, amely egy korai stop kodon kialakulasat
idézte el6 (TSUKAMOTO és mts. 2006). Késobb még egy ilyen eseményt
azonositottak: az  Ssew2-RN-dz az  Ssep-RN-dz-t6l egy 1 bp-0s
szubsztiticioban tér el a C2-es konzervativ régioban, amely ugyancsak egy
korai stop kodont eredményez (TSUKAMOTO ¢és mts. 2010).

Az 6nmeddé fajok termesztése soran elengedhetetlen az S-genotipusuk
ismerete az idedlis {ltetvénytervezés érdekében, hiszen a megfeleld
pollenaddk hidnyaban elmarad a termékenyiilés (TAO és IEZZONI 2010).
Mivel a vizsgalt ndvényanyagban rendkiviil nagymértékii polimorfizmust
tapasztaltunk, az Osszes szilvafajta egymassal kompatibilisnek tekinthetd,
szinte mindegyik vizsgalt fajta eléré S-genotipust mutat.

Az eurdpai szilva S-haplotipusok teljes génszekvencigjanak hianya
miatt, jelenleg semmilyen adat nem 4ll rendelkezésiinkre az
ontermékenyiilés megjelenésérél. Amennyiben az Ontermékenyiilés
molekularis hattere azonos a meggy esetében leirt mechanizmussal, vagyis
minimum  két funkcidképtelen  S-haplotipusra van sziikség az
ontermékenyiilés kialakulasahoz (HAUCK ¢és mts. 2006), akkor a
hexaploid P. domestica esetében viszont harom funkcidjat vesztett
halotipus  egyiittes  jelenléte okozhat Ontermékenyiild fenotipust
(MAKOVICS-ZSOHAR és HALASZ 2016).

51528554858
L IL

2S55:54S5Ss

6. abra: A termékenyiilési kapcsolatokat meghatarozo gametofitikus inkompatibilitas
feltételezett miikodése a hexaploid Prunus domestica esetében: ha a pollenszem egy vagy két
mutans allélt (a,b) hordoz, még nem okoz 6ntermékenyiilést. Az ontermékenyiilés csak akkor

lehetséges, ha a pollen mindharom allélja funkcidképtelen (a,b,c).
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Az eurdpai szilvafajtadk S-genotipusainak azonositasa az S-RN-dz
allélok variabilitisa alapjan, valamint a P. domestica tajfajtak és a
gazdasagilag  jelentdsebb  fajtdk  genetikai  variabilitdsanak  és
megkiilonboztethetdségének  jellemzése  mikroszatellit markerek
segitségével, mind gyakorlati, mind kultirevolucios szempontbdl értékes
eredményeknek tekintheték és fontos alapjat képezik tovabbi
vizsgalatoknak.
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