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1. Bevezetés, célkitiizés

Az alma a vildg negyedik legnagyobb mennyiségben termelt gyiimolcse, a mérsékelt
égovben pedig a legjelent6sebb gytimolcsfaj. 2010-ben a vildg almatermése mintegy 69 millié
tonna volt a FAO (2010) adatai alapjan. Magyarorszagon is — mennyiségét tekintve — a
legjelentdsebb gyiimolcsfaj, volt olyan év, amikor 1,2 millié tonna termett beldle, de ez a *90-es
évek elején 550-580 ezer tonndra csokkent. Az évenkénti termésmennyiség azota is e koriil az érték
koriil ingadozik, a KSH adatai alapjan 2011-ben 292 ezer tonna alma termett az orszagban.

Az alma a legrégebben termesztett gyiimolcsok kozé tartozik. Magyarorszdgon az 1800-as
évek elejére sajatos, egyedi fajtarendszer jott létre. E folyamat gyokere a kozépkorig
visszavezethetd. Keletkezésiik pontos médja az idé homdlydba vész, és napjainkra mar, mint egy-
egy tijegység jellemzo fajtdja valtak ismerté. Jelentds genetikai és kulturdlis értéket képviselnek.
Mivel 6rokségiink e része nem tjrateremthetd, megdrzésiik kiemelt fontossagu.

Az utébbi években egyre novekvd érdeklddés fordul a torténelmi gyiimolcsfajtak felé. A
kiilonbozd alternativ termesztésmodok miivel6i és a helyi kiilonlegességeket felkarolé termeldk
kitiintetett figyelmét élvezik a Karpat-medence régi fajtai. Igy végre a torténelmi almafajtik ismét
szerephez juthatnak. A génbankban taldlhaté fajtdk egy része nemcsak a nemesitésben
hasznosithat6, hanem pl. a biogazdilkodadsban is, ezért sziikségessé valt a régi almafajtak
ujraértékelése. A génbankunkban taldlhat6 régi magyar almafajtak bevonasaval végzett széleskorii
kutatdsok keretében fontos feladatnak tekintettiik a kordbbi magyar pomoldgiai szakirodalom
alapjan a régi fajtak vizsgélatat, Gjboli leirasat.

A Gyiimolcstermd Novények Tanszéken 2007-ben kezdett egyik munka célja a génbanki
gyljtemény genetikai diverzitdsdnak meghatdrozdsa, amelynek sordn single-l6kuszos SSR
markerek hasznélata esetén tobb fajtanal, tobb I6kuszon is harom allélt detektaltunk. Ezek az adatok
adtdk jelen dolgozat célkitiizésének a kiinduld pontjat.

Ha djra termesztésbe szeretnénk vonni a régi fajtikat, a termesztésiikhdz elengedhetetlen
ismeret a megporzdsi viszonyai, ezen beliil a ploiditasuk is.

Dolgozatom céljai kozott szerepel a kivdlasztott torténelmi fajtdk ploiditdsi szintjének
vizsgdlata kiilonbozd laboratériumi mddszerekkel, mint a molekuldris markerezés mikroszatellit
markerekkel, Flow cytomeria valamint szabadf6ldon beallitott keresztezési kisérlettel. Tovabbi
céljaim kozott szerepelt a vizsgdlt fajtdk pollenmorfoldgiai, valamint tdml6hajté képesség alapjan
valé Osszehasonlitisa bizonyitottan diploid fajtakkal.

Dolgozatomban 6ssze kivanom hasonlitani a kiilonb6z6 mddszerek alkalmazhatdsagat, és a
vizsgédlatok eredményeit valamint a szakirodalmi eredményeket és kovetkeztetni a vizsgalt

torténelmi almafajtak ploiditasi szintjére.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Termesztett alma rendszertani besorolasa és kialakulasa

Rendszertanilag az alma a Rosaceae (Rozsafélék) csaldd Pomoideae (Almafélék)
alcsaladjaba tartozik. A nemes alma (Malus x domestica) egy Osszetett hibrid, amely sok ezer év
alatt alakult ki. Feltételezések szerint az almat mar i.e. 6500 6ta termesztik. Ezt bizonyitjak az
azokbdl az id6kbdl szdrmazo, a Jordan volgyében taldlt alma maradvanyok (Téth, 2005 a).

A termesztetett nemes alma (Malus x domestica) eredete tobb Osre vezethetd vissza. A régi
almafajtik legtobbjének vad 6se az eurdpai vadalma (Malus sylvestris) és a torpe vadalma (Malus
pumila), melyekhez késObb a szilvalevelil (kinai) vadalma (Malus prunifolia) is hozz4jarult. Mind a
harom fajnak sokoldali a polimorfizmusa, ami az él6helyek kornyezeti feltételeinek véltozatossiga

altal keltett alkalmazkoddképesség kovetkezménye (Nagy-Téth, 1998).

2.2. Torténelmi almafajtak jelentésége

Napjainkban a legtobb gyiimdlcstermd novényfaj esetében a fajtahaszndlat besziikiilése
tapasztalhatd, ami hosszu tdvon a bioldgiai sokféleség eltiinését eredményezheti. A hazai almafajta
szortimentben ma mar nem taldlhatok meg a régi, tobb évtizeddel ezeldtt keletkezett fajtak.
Elénytelen tulajdonsagaik vagy a piaci igények véltozdsa miatt ezek kiszorultak a piacrél, €s mar
csak kevés gyiimolcstermesztd foglalkozik a termesztésiikkel. A biodiverzitds fenntartisira és a
biotermesztésre (pl. Okologiai gazdalkoddsban) irdnyuld torekvések azonban arra Osztonzik a
kornyezettudatos termeldket, hogy a lassan feledésbe meriil6 fajtikat tjra termesztésbe vonjak
(Kirdly és Toéth, 2009). Mindezek mellett jelentdségiik a nemesités, a fajtabdvités, a génbanki
megOrzés és a térségfejlesztés teriiletén lehet meghatarozé (Szani, 2007).

Egyes torténelmi fajtdk a kipusztulds sz€é1én allnak, mert a régi még fellelhetd par példanyuk
mar id0s, rossz édllapotd, és a szaporitasukkal a faiskoldk a jelenlegi torvényi szabédlyozds mellett
nem foglalkozhattak. A vidékfejlesztési miniszter 27/2012. (III. 24.) szdmd VM rendelete a
gylimoélcs tdjfajtdk 4llami elismerésérdl, valamint szaporitdanyagaik eldéllitdsi és forgalomba
hozatali feltételeirdl lehetdséget ad a tdjfajtak torvényes szaporitdsdra. Tovdbba a torténelmi fajtak
megmenthetdk a génbankokban torténd fenntartdssal, és megdrizhetd az alma bioldgiai
sokszinlisége, amely az uj fajtik eldallitisdhoz nélkiilozhetetlen.

A régi tajfajtak napjainkban a rezisztencia-nemesités alapjaul szolgdlnak, melyek helyenként
még napjainkban is fellelhet6k szérvanygyiimolcsosokben intenziv novényvédelmet nélkiilozo
viszonyok kozott. Ebben a programban nagy jelentOséget kapnak az alma venturids varasodassal,

tlizelhalassal, almafa lisztharmattal szemben ellendlld genotipusok. A hibridizicién alapuld



rezisztencia-nemesités sordn rezisztens gént hordoz6 vad fajokat, illetve fajtdkat kereszteznek
fogékony, j6 mindségi fajtakkal.

A nemesitési programok mellett, a legjobb mindségli régi fajtak alkalmasak lehetnek tGjboli
termesztésre tajképi elemként, it menti sorfaként, vagy extenziv léalmaterm¢ iiltetvénynek (Toth,
2005 c, Holler, 2007). Mindemellett az ellendll6 régi fajtdknak szerepiik lehet az ©koldgiai
rendszerben termeld iiltetvényekben, hézikertekben, ahol extenziv koriilmények kozott
vegyszermentes gyiimolcsot termesztenek. A régi fajtdk kevésbé intenziv, ipari céliiltetvények
anyagét is képezhetik (Baliko, 2000).

A megdrzés mellett nagy hangsulyt kell fektetni arra, hogy ezeket a lassan feledésbe meriild
fajtdkat megismertessiik a fogyasztokkal. Régi fajtdink tobbsége sok vonatkozdsban kiilonbozik a
mai lizemi termesztésben ismert vilagfajtaktol. Példdul a gyiimolcsok alakja nem minden esetben
felel meg a gépesitett osztdlyozds €s a korszerli aruvd készités kovetelményeinek. Ugyanakkor
rendkiviili alakgazdasaguk, sajatos zamatuk miatt elsOsorban a régi izek kedveldi és a valtozatosan

étkez0, igényes fogyasztok korében kedveltek (Kirdly és Toth, 2009).

2.3. Viragrészek kialakulasa

A viragriigy differencidlédds kezdetétdl a virdg teljes kifejlodéséig mintegy 9-10 hénap
szitkséges (Bubdn és Faust, 1982).

A viragriigyek képzodése tobb fazison keresztiil valésul meg. Az elsé az indukcid, egy
hormondlisan programozott folyamat, mely a riigyek szovettani szerkezetében nem okoz valtozast.
Az inicidlédds a vegetativ tenyészOkip szovettani differencidlodasaval kezd6dd és az ivarszerv
kezdemények megjelenésével zarédd folyamat (Bubdn, 1996). A folyamat utolsé részében az
ivarszervek teljessé szervezddése, az érett pollen és az embridzsédk kialakuldsa zajlik le. A folyamat
a virdgnyildssal fejezédik be (Bubén, 1997)

A virdgok him ivarszerve porzdszalbdl és a portokokbdl all6 porzd. A porzok fejlodése a
portokkezdemény megjelenésével kezdddik, a porzoszal megnyuldsa nem sokkal a virdgnyilds elott
torténik (Pethd, 1984). A portokkezdemény belsd részét az archeosporium szovet tolti ki, amely a
pollenképz6dés helyéiil szolgal.

A pollenképz6dés vagy mikrosporogenezis sordn az archeosporium sejtjeinek
elkiiloniilésével jonnek 1étre a pollenanyasejtek és ezek kétszeri osztddasaval keletkeznek a pollen
tetrddok. Az elsd, meiotikus osztdddsndl felezodik meg a kromoszémadllomany, s alakul ki az
ivarsejtekre jellemz6 haploid kromoszémaszam (Papp, 2003).

A testi sejtekre jellemzd kromoszémaszam az ivari sejtekének a kétszerese tehat diploid. Ez
esetben a diploid almafajtdk kromoszémaszdma 2n=34. Tehat a diploid fajtdk esetében a virdgpor

kialakulasa szabdlyos, rendellenességet nem okoz.



Triploid fajtdk esetében a szomatikus (testi) sejtek kromoszomaszidma 3x17=51. Az 51
kromoszoma a meiézisban nem tud szabdlyosan parosodni és pontos felez6dés sem lehetséges,
aminek eredménye a szabdlytalan virdgpor keletkezés. A virdgporszemek kiilonboz6 nagysaguak,
sok kozottiikk a zsugorodott. Triploid almafajtdk a termesztett tipusok kozott is el6fordulnak, ilyen
fajta a "Jonagold’, "Mutsu’ (Davary-Nejad, 1992), vagy a régi almafajtak koziil a ’Kanadai renet’ is
(Murakozy és mtsai, 1963).

2.4. Almafajtak megporzasi és termékenyiilési sajatossagai

Megporzas vagy pollenatvitel sordn a pollenzsakbdl az érett virdgpor kiszabadul, valamilyen
(4ltaldban rovar) kozvetitéssel a bibére keriil, és ott megtapad. Ezek utdn a pollen a bibétdl vizet,
tdpanyagot és élettanilag fontos biokémiai anyagokat vesz fel. Ezt kdvetéen néhdny 6ran beliil
csirdzik, majd tomlot hajt (Papp, 2003).

A gyiimolesfajtdk termékenyiild és termékenyitd képessége genetikailag meghatdrozott
tulajdonsag, amelynek mértéke valtakozo, €s azt az Okoldgiai tényezok, kiilonbozo évjaratok, a
termodhely, a megporzas és megtermékenyiilés koriilményei, a fak kondicidja befolyédsolja (Nyéki,

1970).

2.4.1. Onmeddéség

A jelenleg ismert almafajtak vagy teljesen dnmeddok, vagy részlegesen ontermékenyek. Az
az almafajta lenne ontermékenynek tekinthetd, amelyik a sajat fajtidjanak virdgporatdl megporzédva
a gazdasigos termesztéshez minden termoéhelyen rendszeresen megfeleld terméskotddést és a kivald
mindségti gylimdlesok kifejléddéséhez kell6 mennyiségli magtartalmat biztositana (Soltész 2002).
Bar almandl egyes szerzOk (Childers, 1975, Blazek et al, 1977, Milutinovic et al, 1996, De Witte et
al, 1996) bizonyos mértékli ontermékenyiilésrél beszdmolnak, az igy létrejott termésmennyiség
nagyon csekély, ezért haszndlatos, és dltaldnosan elterjedt, elfogadott az alméandl a ,,gyakorlatilag
onmedd6” fogalom. Az alma virdgaira jellemz6 a dichogamia jelensége, ami azt jelenti, hogy a
porzok és a termd eltérd idOben vdlnak ivaréretté, tehat a virdgon beliili onmegporzds dltaldban

kizart (Maliga, 1956, Porpaczy, 1964).

2.4.2. Kolcsonos termékenyiilés

Az almafajtak kolcsonds termékenyiild képességét genetikailag a Rosaceae csalddra
jellemz6 gametofitikus inkompatibilitds hatarozza meg.

A gyakorlatban tobb szerzo is foglalkozik két fajta kolcsonos termékenyiilé képességével.
Soltész (1996) az alma esetén 3-20% terméskotddést tart kielégitdnek. Wertheim (1996) definicidja
szerint, ha a sziiretkor tapasztalt kotoédési érték 4%-ndl kisebb, akkor a terméskotddés gyenge, ha 5-
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9% kozott van, akkor kozepes, 10-24% kozott j6 és 25% felett igen j6. Fischer (2002) a 8% alatt
kotddo fajtakombinacidkat inkompatibilisnek tekinti.
2.4.3. Pathenokarpia

Természetes parthenokarpidnak tekintjilk a termésfejlodésnek azt az esetét, amikor
megtermékenyiilés nélkiil is fejlédik gyiimolcs, a létrejott magvakban azonban nem fejlodik csira,
azok 1éhdk maradnak (Papp, 2003). Almafajtdk termékenyiilés nélkiil ritkdn és kis szdzalékban
hoznak gyiimélcsot, csupan néhany fajtandl allapitottak meg természetes parthenokarpiit. Azonban
nem minden telt mag nélkiili gyiimolcs parthenokarp. Ez 1étrejohet az embrié korai abortdlddésa

miatt is, amit a szakirodalom alparthenokarpiaként nevez meg (Davary-Nejad, 1992).

2.4.4. Pollen csiraképesség, pollenmorfologia, életképesség

A pollen életképességrdl elsé megkdzelitésben mikroszkopos vizsgilattal gydzddhetiink
meg. A kicsi, deformdlt, 0sszezsugorodott pollenszemek nem életképesek (Stosser et al, 1996).
Marks (1954) karminecetsavas festéssel vizsgalta a pollen életképességet.

Az almafajtdk kozott 1ényeges eltérések éllnak fenn a pollenek mérete, alakja és feliileti
mintazottsiga alapjan. Nem azonos morfoldgiai sajitossagok jellemzik a leginkdbb csiraképes,
illetve hosszabb tomlo fejlesztésére képes pollenszemcséket. A diploid és triploid almafajtak
csoportjanak elkiilonitése feliiletmorfoldgia alapjan nem lehetséges (Davary-Nejad, 1992).

A pollen nagysiga bizonyos mértékig jelzi a pollen csirdzasi képességét €s tomlofejlesztési
készségét is. A pollenek tomldfejlesztdé képessége az életképességnél is redlisabban jellemzi a
pollenek termékenyité képességét. Az a pollen, amely morfoldgiailag egységes, jol csirazik,
azonban amelyik kicsi és deformdlt szemcsékbdl 4all, rosszul csirdazik (Papp, 2003). A
hémérsékletnek igen fontos szerepe van a pollentomlé novekedésében. Az alméndl in vivo
koriilmények kozott 20°C-on 3,5-szor gyorsabban nd a pollentdmld, mint 10°C-on. A pollentdmld
fejlesztéshez sziikséges homérsékleti minimum 4,5-5°C koriil van (Nyéki, 1980).

A tomlodfejlesztd képességét fajtatulajdonsagnak tekinthetjiik. A pollen termékenyitd
képessége akkor jo, ha a pollenszemcsék legalabb 70%-a tud tomldt hajtani (Lalatta,1982). Mértéke
nem megfeleld, ha 50% alatt van és j6 ha 50 és 70% kozotti.

A csiraképesség vizsgilatira a legtobb szerzd kiillonboz6 toménységli szachar6z oldatot
javasol. Bellani et al. (1997) 5-10-15-20%-os szachar6z oldatban csirdztatott alma pollent, a legjobb
csirazasi eredményt a 15%-o0s toménység adta. Grausland (1996) és Wertheim (1996) szintén 15%-
os szachardz oldatot javasol alma pollen csirdzasanak vizsgélatara, az utébbi szerzo szerint 25%-o0s
csirazas alatt gyengén csirdzonak tekinthetd egy fajta pollenje. Janick et al. (1996) a 10%-os
szachar6z oldattoménységet tartja a legmegfeleldbbnek. Thompson és Batjer (1950) a csirdztatd

kozeghez 10 ppm bér hozzdadasa utdn magasabb csirdzasi erélyt tapasztalt.



Hugard (1978) 54-82%, Bellani et al. (1997) pedig kiilonb6z6 kezelések hatdsara 70-90%
kozotti pollencsirdzast tapasztalt almandl. Fischer (2002) 10%-ban, Ro (1929 cit. in Nyéki, 2008)
pedig 15%-ban hatdrozza meg a minimdlis pollencsirdzasi szintet ahhoz, hogy egy fajta
pollenadénak alkalmas lehessen. Nyéki (1980) szerint 30% alatti csirdzds esetén egy fajta rossz
pollenadd, az igazan j6 pollenad¢ fajta pollenje 70% feletti csirdzast produkal.

Stosser et al. (1996) jelzi, hogy a gyiimolcskotddési vizsgdlatok és az egyéb pollen
tomlohajté képesség vizsgalatok eredményei nincsenek mindig 6sszhangban egymassal. Soltész
(2002) szerint sincs szoros Osszefiiggés a virdgpor in vitro csirazoképessége és a késobbi
terméskotodés kozott, sot a fajtira  jellemzd pollenproduktum sem mindig utal a
termékenyitéképességre. Ugyanannak a fajtdnak a virdgpora eltéré mértékben csirdzik a kiillonboz6
fajtak virdgainak bibéin, éppen ezért fontos azt is vizsgdlni, hogy a virdgpor in vivo koriilmények
kozott hogyan csirdzik. In vivo koriilmények kozott emellett még szdmos, az eredmények
Osszehasonlithat6sdgat nehezitd tényezd befolydsolja a pollencsirdzast (pl. hdmérséklet, fak kora,
kondicidja, virag fejlettsége).

Scott (1972) agy taldlta, hogy a triploid pollenek csirdzasa 10% alatt maradt.

2.5 Mesterséges keresztezés

A keresztezéses megporzds sordn a terméskotddést tobb tényezo befolydsolja: a fajtdk
kompatibilitasa, a pollengytijtés és tarolds koriilményei, a megporzas ideje és modja.

Wertheim (1996) mddszertani Osszefoglaldja alapjan, ahhoz hogy megfeleld informéciét
kapjunk pollenadénak valé alkalmassagrol, kombinaciénként 100 virdg keresztezésére van sziikség
lehetéleg 10 fan elosztva. Korldtozott ndvényanyag esetében a fakon vald eloszlds tdg hatdrok
kozott mozoghat, joval kevesebb fét is haszndlhatunk, azonban a 100 virdg keresztezése ajanlott az
értékelhetség miatt. Wertheim (1996) virdgzatonként 2-2 virdg megporzasit javasolja, a kozépso
és a kései virdgok eltdvolitdsdval. Ez gyakorlati szempontbdl is praktikus, hiszen a keresztezést
ballon stiddiumban levo virdgokon célszerii elvégezni. Ilyen stddiumud virdgokbol pedig akkor
taldlunk a legtobbet a fakon, amikor a virdgzatok kozéps6 virdga mar kinyilt. Bodor (2009) szerint
célszerli tovabba a kijelolt dgakon a keresztezésbe be nem vont virdgzatok megtartdsa, annak
elkeriilése érdekében, hogy a keresztezett virdgokon abnormadlisan magas kotddési értékeket
kapjunk. Azonban ez esetben fontos szempont, hogy hany fan végeztiik a keresztezést, hisz minél
kevesebben, anndl célszeriibb a kornyezd virdgok kicsipése, ezzel védve a keresztezés hitelességét.

A virdgok kasztrdldsardl is megoszlik a szakirodalom véleménye. De Witte et al. (1996)
szignifikansan kisebb gyiimolcskotodést tapasztalt ugyanazon keresztezési kombindcié esetén a

virdgok kasztralasa mellett, mint kasztralas nélkiil.



Eltér6é nézépontok léteznek a keresztezett virdgok tovdbbi megporzdédasdnak védelmérdl.
Altalanosan elterjedt a papir, nylon és tiill izolatorok hasznélata. Izolator hasznalata nélkiil a bibék
vazelines kezelésével biztosithatd, hogy tovéabbi pollen ne keriiljon a bibére. A kasztralt virdgok
esetén nincs sziikkség semmilyen izolalasra, hiszen a rovarok a kasztrdlt virdgot nem latogatjak, a
sz€llel szallitott pollennel valé megtermékenyiilés esélye pedig igen csekély.

Legtobb szerz6 a ballon stddiumban végzett keresztezést ajanlja. Wertheim (1996) triploid
fajtak esetén, a petesejt késObbi érése miatt, két nappal késébb a keresztezés megismétlését
javasolja triploid anyafajta esetében. A keresztezés ismétlését mds szakirodalmak is javasoljik foleg
amiatt a tény miatt, hogy a méhek 10-20 alkalommal is felkeresnek egy virdgot, tehit ez esetben a
tobbszords megporzds hatdsira nagyobb mértékii a terméskotddés.

A keresztezés utdni végs® kotddési érték a hulldsi periddusok utdn alakul ki. A
terméskezdemények hulldsdnak hirom periddusat kiillonboztetjiik meg (Haraszty, 1979). A virdgzas
utdni vagy mds néven tisztulé hullds, amikor is a rosszul kotddott vagy életképtelen, sériilt
gylimolcskezdeményeket ledobja a novény. A hullds maximuma a mdasodik id0szakra, a juiniusi
hulldsi periddusra esik. A harmadik periédus a kései vagy érés elStti gyiimolcshullds. A
terméskezdemények tobbsége a tisztulo és a juniusi hulldsi periddusban levélik, és ezt kdvetden a
hullds mértéke mar nem jelentés, legfeljebb 10%-kal csokken a termések szdma (Davary-Nejad,

1992).

2.6. Kot6dés és befolyasolé tényezoi

A gyiimolcsk6tddés az a jelenség, amikor a virdgzds utin megtermékenyiilt virdgok
fejlédésnek indulnak, és a fin maradnak.

Az alma gyiimolcskotddését hagyomdnyosan a megporzastol egészen a juniusi hullds végéig
szamitjuk. Ez alatt az 50-60 nap alatt ddl el, hogy mennyi gyiimolcs marad a fan. Ez alatt a 6 hénap
alatt a kovetkez6 4 szakaszra tagolhat6 a kotédés folyamata (Nyéki, 1980):

. Viragok fejlodése

° Megporzas
° Ko6tédés primer szakasza
. Kotédés szekunder szakasza.

A virdgok fejlodése az el6zo évi virdgzastol tart egészen a targyévi virdgzasig. Ezen iddszak
alatt két kritikus periddus a szeptember-oktober és a marcius-aprilist feloleld 4 hénap. Ez id9 alatt
megy végbe a virdgok legnagyobb 1éptékli szervezddése, és ennek kimenetelétdl fiigg a virdgok
végleges funkciondlis értéke. A két 6szi honapban a homérséklet és a korai fagyok szerepe a
legnagyobb. Sok év tapasztalata szerint a meleg 6szt mindig jé termés koveti, ha a virdgzas

kielégitd és a tavaszi fagyok se zavarjak a kotodést (Pethd, 1984). A korai fagyok a lombozat
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karositdsaval akadalyozhatjdk a kotddést. Ugyanis a gylimolcskotddés alapvetd feltétele, hogy a fak
sziiret utan felszabadulva az addig nevelt gyiimolcsok aldl, az ép lombozat segitségével feltoltsék az
addig hidnyosan ellatott szoveteiket asszimilatumokkal. A tavaszi két hénap folyamatait
legfobbképpen az Oszi hénapok kornyezeti és kondiciondlis feltételei hatirozzak meg (Nyéki,
1980).

Megporzaskor a virdgpor a bibe ragados feliiletén megtapad. A megporzdst befolydsolhatja
az id6jards és az éghajlati viszonyok, a virdgpor mindsége, mennyisége és kiszorddasa a
portokokbdl. Fontos megemliteni a rovarldtogatdsok intenzitdsit és a rovarok teljesitményét,
valamint a virdgzdsi id6 hosszdt, és a pollenadd fajtdk Osszetételét és szamat (Papp, 2003). A
portokok megérését a pollenzsdkok kinyildsa jelzi. A Kkinyildstdl szdmitott 1-2 napon beliil
kiszorddik beldliik a virdgpor. Egyes fajtdk pollenje konnyen szorddik, és ez esetben a szemcsék
nem tapadnak 0ssze. A pollenszorddast a homérséklet igen erdsen befolydsolja, a napi maximuma a
legmelegebb déli 6rdkra esik. A pollenszorddas idStartama a néhdny 6ratdl a néhdny napig is
eltarthat (Nyéki, 2002, Nyéki és Soltész, 1996).

A kotédés primer szakasza a megporzdssal kezdddik, és a sziromhulldst kovetd harmadik hét
végén fejezodik be. A gyiimoleskotddés sikerét harom tényezd kolcsonhatdsa hatirozza meg. A
megeldzo virdgfejlodés eredménye, a beporzds sikere €s a virdgzds alatti és utdni homérséklet.
Ebben a szakaszban a homérséklet az, ami lehet6vé teszi, vagy meghidsithatja a kovetkezo
folyamatok érvényesiilését (Pethd, 1984). A ,hatékony megporzasi idoszak” fogalmat Williams
(1966) vezette be €s a virdgnyilast kozvetleniil kovetd idszakra korlatozédik. Ennek az idészaknak
a tartama megegyezik a petesejt élettartamabdl levont pollentomld embridzsdkig hatoldsdhoz
sziikséges idovel. Triploid almafajtik esetében a petesejt csak 2-3 nappal a virdg kinyildsa utdn érik
és jelentdsen hosszabb a hatékony megporzdsi iddszakuk (Nyéki, 1980). A triploid fajtak
pollentermelése tobbszorose a diploid fajtdkénak, bar a triploid almafajtdk pollenjének
életképessége sokkal gyengébbnek bizonyult (Larsen és Tung, 1950). A bibére jutott pollen 4-6 6ra
mulva csirazik és kedvezd koriilmények kozott az embridzsdkig 1-2 nap alatt ér le, azonban
kedvezétlen koriilmények kozott a pollentomld ndvekedése akar 10 napig is eltarthat, vagy be sem
kovetkezik. Alma esetében az eltelt id6 2- 12 nap kozott véltozik (Wilkox, 1962). A triploid fajtak
pollentomldfejleszté képessége kicsi, ezért megtermékenyitésre alkalmatlanok. A triploid
almafajtakat a megporzas biztositasa érdekében diploid fajtdkkal javasoljak telepiteni (Krapf, 1975,
Soltész, 1982).

A szekunder vagy befejez0 szakasz a primer szakasz végét6l egészen a juniusi
gylimolcshullds végéig, kb. 5 hétig tart. Elméletben a primer gyiimolcskotédés és az elsd
gylimolcshullds utdn fdn maradt gytimolcs érett terméssé fejlédhet. Azonban ezen gyiimolcsok még
legalabb 50%-a lehullhat a juniusi hullds kovetkeztében. Amennyiben a fak asszimilatum kinalata
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egyarant tudja fedezni a gyiimolcs és hajtdsndvekedés igényeit is, nem kovetkezik be juiniusi hullds,
bar ez viszonylag ritkdn fordul el6 (Nyéki, 1980). A gyakorlatban az asszimildtum kinalat csak a
gylimolcsok egy résznek a kotéséhez elég, ezért a versenyképtelen gyiimolcsok lehullanak (Pethd,
1984).

Gyiimolcshulldshoz vezethet az is, ha a gyiimolcs kevés életképes magot vagy
magkezdeményt tartalmaz. A kis magtartalom mellett alacsony mértékii a kotddés. Kozepes (5-7
db/gyiimolcs) magtartalom elegendd a gyiimolcs normadlis fejlédéséhez. A megfeleld magtartalom
nélkiilozhetetlen feltétele a terméskezdemények fan maraddsdnak. A magvaknak, mint
hormontermeld és tdpanyag vonzd centrumoknak jelentds szerepe van a gyiimolcs kdtddésében és
fejloddésében. Tehdt a terméskotddés mértéke és a gylimoOlcsok magtartalma kapcsolatban all
(Davary-Nejad, 1992). A magtartalmat a virdgok elhelyezkedése, illetve a termékenyiilési
viszonyok befolyésoljék leginkdbb (Silbereisen, 1970). A gytimdlcsonkénti sziikséges magtartalom
anndl tobb, minél nagyobb a virdgsliriiség és a megtermékenyiilt virdgok ardnya. B6 termés esetén a
haromnal kevesebb magot tartalmazo6 gyiimolcsok lehullanak (Teskey és Shoemaker, 1972).

A virdgok virdgzaton beliilli helyzetének jelentés a hatdsa a magtartalomra és a
terméskotodésre. A kozépsd virdgokbdl kotddott termések magtartalma nagyobb. Az oldalvirdgok
terméskotodését akaddlyozza a kdzépso viragbol mar kordbban kotodott termés (Howlet, 1926). A
gylimolcsk6tddés juniusi szakaszaban is érvényesiilnek a kotddés el6z6 szakaszainak hatésai, hiszen
minél tokéletesebb volt a primer kotddés, anndl nagyobb a gyiimolcsok esélye a tovabbi fejlodésre
és a fdn maraddsra. Azonban ha tdl sok az ilyen gyiimdlcs a fan, egymadssal is versenyben kell
lenniiik, mivel egymads kotddési esélyeit is rontjak. Ilyen esetben is bekovetkezhet tomeges juniusi
hullds (Pethd, 1984).

Ezek a szakaszok egymadsra hatdsaikban szorosan épiilnek és egyiittesen alakitjdk ki a
végleges termésmennyiséget.

A kotddést befolydsold tényezdket 3 csoportba sorolhatjuk. Az évrdl évre dllanddan hatd
tényezok, mint példaul a fajta, a gyiimolesos fekvése, domborzati viszonyai, az alanyhatas, valamint
a telepitési rendszer. Vannak évente valtozé tényezok, melyek a csapadék, hdmérséklet, napfény és
a sz€l. Tovabba a 3. csoport a modosithatd tényezok, mint a tdpanyagellatas, vizellatds, metszéEs,

méhcsaladok (Nyéki, 1980).

2.7. Molekularis markerezés mikroszatellit (SSR) markerekke
A genetikai marker felismerhet6 fenotipust, tulajdonsagot meghataroz6 gén (Kiss 2005).
SSR markerek:
A két nukleotid ismétlodésbdl 4llé egységeket leggyakrabban mikroszatellitnek (Litt és
Luty, 1989) vagy SSR-nek (simple sequence repeat — egyszerii szekvencia ismétlodés) (Jacob és
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mts., 1991) nevezziik (cit. in: Hajosné, 1999). Ezek az elemek nagy polimorfizmust mutaté részek a
genomok nem kédol6 régidiban, kodomindnsan, a mendeli torvények szerint 6roklodnek.

Az idedlis markerekkel szembeni elvardsok: nagyfokd polimorfizmus, kodomindns
oroklodés, az allélek egyértelmii jelolése (megkiilonboztethetdsége), reprodukalhatdsag,
koltségtakarékossag, az adatok kicserélhetOsége a laboratériumok kozott (Bretting és Widrlechner,
1995, Kiss, 1999a).

Az elmult évtizedben a mikroszatellit markerek fejlesztésére és felhaszndlasara szdmos
kutatds indult gazdasigi novények, pl.: széja (Glycine max (L.) Merr.), kukorica (Zea mays L.),
buza (Triticum aestivum L.), napraforgé (Helianthus annus L.) esetében ( Brunel 1994, Devos et al.
1994, Senior et al. 1996, Cregan et al. 1999). A rézsafélék (Rosaceae) koziil leginkdbb az alma,
cseresznye, kajszi- és Oszibarack esetében indultak meg az SSR vizsgalatok (Pedryc et al. 2002).
Alméban 1997-ben azonositottdk Guilford et al. az els6 mikroszatellit markereket a ‘Royal Gala’
fajtabol (Haldsz, 2010).

A morfoldgiai fajta jellemzések mellett egyre terjed a DNS szintii azonositas, leggyakrabban
mikroszatellitek (SSR-ek) alkalmazdsdval. Napjainkban az alma esetében mar csaknem 300
mikroszatellit marker all a kutatok rendelkezésére (Guilford et al, 1997, Hokanson et al, 2006) Az
SSR markerek alkalmazasi kore alméanal rendkiviil sokoldald: a génbanki gylijtemények genetikai
diverzitdsanak meghatdrozasat6l (Guarino et al, 2006, Potts et al, 2011), a fajtaazonositdson &t
(Guilford et. al, 1997, Laurens et al, 2004, Galli et al, 2005, Wichmann et al, 2007) a sziilok, illetve
a szdrmazds azonositdsdig (Kitahara et al, 2005, Reim et al, 2008, Kiraly et al, 2009, Moriya et al,
2012, Evans et al, 2011).

A régi almafajtdk esetében kordbban elkiiloniilten alkalmaztik a fajtdk azonositdsara a
genetikai, avagy a morfoldgiai vizsgdlatokat, illetve pomoldgiai lefrdsokat, viszont egyre tobb
munka szdmol be a piarhuzamosan végzett genetikai, morfolégiai és bioldgiai vizsgélatok, s az
eredmények kozott kimutathaté statisztikai 0sszefiiggések keresésérol (Gasi és mtsai, 2010, Kirdly
és mtsai, 2012).A Gyiimolcstermé Novények tanszéken 2007-6ta folyd egyik munka célja a
genetikai diverzitds meghatdrozdsa a génbanki gylijteményben. A single-lI6kuszos SSR markerek

hasznélatakor tobb fajta esetében is 3 allélt detektaltunk tobb 16kuszon.

2.8. Flow cytometria

Az aramlasi citometria (,,Flow cytometria”) sejtek gyors, multiparaméteres vizsgalatara
alkalmas laboratériumi modszer. Segitségével kevert sejtpopuldcidkban az egyes sejttipusok kiilon
mérhetdek, analizdlhatok €s szepardlhatdak fenotipusuk, vagy funkciondlis allapotuk szerint.

A flow cytometria egy lézer alapu biofizikai technoldgia, amit tobbek kozott haszndlnak
sejtek szamldldsara, szétvalasztasara, biomarkerek detektalasra, és ploiditds mérésére. A mérés elve,
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hogy a sejtek dramldsat megéllitja a folyadékban és egy elektronikus detektald késziilékkel vizsgilja
Oket. Ez lehetdvé teszi tobb ezer részecske egy masodperc alatt torténd vizsgélatat.

Haszndlata foként az orvostudomédnyban elterjedt, haszndljak egészségiigyi zavarok
diagnosztizdlasara, kiillonosen a vérrak megallapitdsara, de sok masalkalmazasa is van a klinikai
gyakorlatban.

Az els6é Coulter elven alapul6 impedancia alapi flow cytométert 1953-ban szabadalmaztatta
Wallace H.Coulter. Mack Fulwyer volt a feltaldl6ja a mai flow cytométerek elédjének(Dolezel et al,
2007)

Az elsO fluorescens alapi flow cytométer késziiléket (ICP 11) 1968-ban fejlesztette ki
Wolfgang Gohbe a Miinsteri Egyetemen. Ebben az id6ben az abszorpciés mddszereket tdimogattak
széles korben a fluorescens modszerekkel ellentétben, azonban hamarosan Uj cytometrids
eszkozoket fejlesztettek, mint példdul az elsé FACS késziilék Becton Dickinson-tdl 1974-ben. Az
dramldsi cytometria eredeti neve az impulzus cytometria volt, ami az elsd szabadalmaztatott
alkalmazason a fluorescens technikédn alapszik (Sack et al, 2006)

A flow cytometria gyorsan, pontosan és kényelmesen képes a nukledris DNS mérésére ezért
egyre inkabb elterjedt és kedvelt médszer a ploid szint meghatarozasara (Benett and Leitch,1995,
Galbraith et al, 1983).

Arumuganathan és Erle (1991) a nuklaris DNS mérésére kialakitott egy protokollt melynek
segitségével meghatdrozta tobb mint szaz fontos novényfaj ploiditasat.

Svéd almafajtdk ploiditds vizsgdlatdndl mar eredményesen alkalmaztak flow cytometria
vizsgélatokat és fedtek fel vele triploid és tetraploid fajtdkat (Garkava-Gustavson, 2008).

Tobb torténelmi fajta esetében tortént mar Flow cytométeres vizsgdlat a ploiditds
bizonyitdsdnak céljabol. Haldsz (2011) tobbek kozott a *Vajki almét’, *Kanadai renetet’ és a

"Nemes sovari’ valamint a "Marosszéki piros’ fajtat is vizsgalta ezzel a mddszerrel.
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3. Anyag és modszertan

3.1. Kisérlet helye

A vizsgélatokat a Budapesti Corvinus Egyetem Gyiimolcstermé Novények Tanszék
soroksari génbanki gylijteményében a végeztiikk (1. dbra). A Gylimolestermé Novények Tanszék
soroksari génbanki gylijteményében mintegy 200 régi almafajta taldlhatd, amelyek kiilonb6z6
gyujtési helyrdl szarmaznak. A gylijtemény harmadat azok a régi karpat-medencei fajtik teszik ki,
amelyeket az Angol Nemzeti Fajtagylijteménybdl hoztunk vissza. A tobbi fajta Karpataljardl,
Erdélybdl, az Aggteleki Nemzeti Park teriiletérdl és a Mecsekbdl keriilt begytijtésre. A fakat 2002-
ben telepitették, MM 106-os alanyon.

1. dbra. Soroksdri torténelmi alma fajtagylijtemény (Foté: Kirdly)

Soroksar az Alfold északnyugati részén, a Duna Ontésteriiletén helyezkedik el, igy a talajok
nagy része a Duna meszes homokhordalékdn képzodott. A teriiletre jellemzd a szdraz, gyakran
aszalyos alfoldi klima. Szdsz és Tokei (1997) szerint a teriilet évi atlaghémérséklete 11,3 °C,
napsiitéses 6rdk szama 2079 6ra, az 4tlagos éves csapadékmennyiség 560 mm. 2010-es
talajvizsgélati adataink szerint az iiltetvény talaja alacsony kalciumtartalmd (2,44%) homokos
valyogtalaj, a szénsavas mésztartalom 5,04%. A talaj pH-ja 7,86, Arany-féle kotottsége (KA) <30,
humusztartalom 0,891%

A markeranalizist a Budapesti Corvinus Egyetem Gyiimolcstermdé Novények Tanszék
Molekularis bioldgiai laboratériumaban (2. dbra), mig a pollen morfolédgiai, valamint a pollentémld
hajtatas vizsgalatot a Riigyvizsgdld laboratériumban végeztiik. Flow cytometria mérésre az MTA

Szegedi Biotechnoldgiai Intézetében keriilt sor.
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2. abra. Gytimolcstermd Novények Tanszék molekularis laboratériuma (Foté: Kirdly)

3.2. Vizsgalatok anyaga és idétartama
Vizsgalatainkat 2011- és 2012-ben végeztiik. Egyes fajtdk esetében csak egyik vagy masik
modszert tudtuk megvaldsitani a 2 év sordn.
A vizsgalt fajtak a kovetkezok voltak:
¢ ’Entz Rozmaring’
¢ ’Ddniel féle renet’
e ’Kanadai renet’
e ’Cigany alma’
e ’Nyari fontos’
e ’Nemes sovari’
® ’Vajki alma’
e ’Liberty’
e ’Cserepanya’
e ’Csikos 6rids halasi’
e ’Marosszéki piros’
e ’Cordelia’ (diploid kontroll)
A ’Liberty’ fajta esetében a vizsgdlatot az tette indokoltd, hogy a szakirodalom triploid
fajtaként irja le, Hegediis (2008) harom S allélt emlit a fajtdndl azonban a nemesitésben mint diploid
fajtat hasznaltdk eddig porzo partnerként és kielégitd kotddést tapasztaltak. Broothaerts et al.(2004)

is felhivja a figyelmet a "Liberty’ fajta ploiditdsdnak torzuldsara.
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A ’Cserepanya’, 'Csikos 6rids halasi’ és a ’Marosszéki piros ’° fajtdk esetében csak flow
cytométeres vizsgélatot, valamint SSR markerezést végeztiink, mivel a tobbi kisérlet elvégzéséhez

elegend¢ virdgot, ezzel egyiitt pollent nem tudtunk begytijteni.

3.3. Vizsgalatok médszere
A miér fenn emlitett fajtdk ploiditdsdnak vizsgilata sordn tobb mddszerrel is prébaltuk
bebizonyitani, hogy diploid vagy triploid fajtikr6l van-e szé. Ezen mddszereket szeretném a

tovabbiakban részletesen ismertetni.

3.3.1. Molekularis markerezés mikroszatellit (SSR) markerekkel

A vizsgélatot 2011-2012-ben végeztiik a kovetkezd fajtdkon. *Cigdny alma’, ’Déniel féle
renet’, ’Entz rozmaring’, ’Kanadai renet’, ’Nemes sévdri’, ’Nyari fontos’, *Vajki alma’, ’Liberty’.
Diploid kontrollként a ’Jonathan M41’-et haszndltuk. Valamint bevontuk még a vizsgélatba a
"Cserepanya’, a ’Csikos 0rids halasi’, valamint a ’"Marosszéki piros fajtakat’ is.

A mintavételezés sordn lehet6ség szerint fiatal, 1-2 cm hosszd, még 6sszesodrott leveleket
gyljtottiink tavasszal, kora nydron. A mintdkat hiitve szallitottuk, és - 20°C-on taroltuk a DNS
izolalas megkezdéséig.

A genomi DNS-t a friss vagy fagyasztott fiatal levelekbdl vagy riigyekbdl DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) kivond-szett hasznélatdval a gyarté lefrasa alapjan vontuk ki. A DNS mindségét
1%-0s agardz gélen futtatva ellendriztiik.

A molekuldris vizsgalatokat 19 nagymértékii polimorfizmust mutaté mikroszatellit 16kuszon
(1. tablazat) végeztiik, kivéve a *Cserepdnya’, *Csikos 6rids halasi’ és a ’Marosszéki piros’ fajtak
esetében, melyeket csak 12 ldkuszon vizsgdltunk. A primerparok forward tagja fluoreszcens

festékkel (JOE; FAM) volt jeldlve.
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1. Tablazat. Felhasznalt primerek és jellemzdik

Név Szekvencia Festék | Fragment (bp) | LG Hivatkozas
CHO01f02 F acc aca tta gag cag ttg agg JOE 12 Gianfranceschi
CHO1f02 R ctg gtt tgt ttt cct cca ge 174-206 1998;
CHO1h01 F gaa aga ctt gca gtg gga gc JOE 17 Gianfranceschi
CHO1h01 R gga gtg ggot ttg aga agg tt 114-134 1998;
CHO02c09 F tta tgt acc aac ttt gct aac ctc | 6FAM 15 Liebhard 2002
CHO02c09 R aga agc agc aga gga gga tg 233-257
CHO02c11 F tga agg caa tca ctc tgt gc 6FAM 10 Liebhard 2002
CHO2c11 R ttc cga gaa tcc tct teg ac 219-239
CH02d08 F tcc aaa atg geg tac cte tc 6FAM 11 Liebhard 2002
CHO02d08 R | gca gac act cac tca cta tct ctc 210-254
CHO02c02a F | ctt caa gtt cag cat caa gac aa JOE 2 Liebhard 2002

CHO02c02a R tag ggc aca ctt gct ggt ¢ 129-176
CHO05e03 F cga ata ttt tca ctc tga ctg gg 6FAM 2 Liebhard 2002
CHO05e03 R caa gtt gtt gta ctg ctc cga c 158-190
CHO04e03 F ttg aag atg ttt ggc tgt gc 6FAM 5 Liebhard 2002
CHO04e03 R tgc atg tct gte tece tee at 179-222
CHO5d11 F cac aac ctg ata tcc ggg ac JOE 12 Liebhard 2002
CHO5d11 R gag aag gtc gta cat tcc tca a 171-211
CHO03g07 F aat aag cat tcaaagcaatccg | 6FAM 3 Liebhard 2002
CHO03g07 R ttt ttc caa atc gag ttt cgt t 119-181
CHO03a02 F ttg tgg acg ttc tgt gtt gg 6FAM 14 Liebhard 2002
CHO03a02 R caa gtt caa cag ctc aag atg a 124-184
CHO05c04 F cct teg tta tct tee ttg cat t 6FAM 13 Liebhard 2002
CHO05c04 R | gag ctt aag aat aag aga agg gg 186-258
CHO01f03b-F gag aag caa atg caa aac cc 6FAM 9 Liebhard 2002
CHO1f03b-R ctc cce gge tee tat tet ac 139-183
CHO1h10-F | tgc aaa gat agg tag ata tat gcc| 6FAM 8 Gianfranceschi
CHO1h10-R agg agg gat tgt ttg tgc ac 94-114 1998;
CHO04¢07-F ggc ctt cca tgt ctc aga ag 6FAM 14 Liebhard 2002
CHO04c07-R cct cat gcc cte cac taa ca 98-135
CHO04e05*-F agg cta aca gaa atg tgg ttt g 6FAM 7 Liebhard 2002
CHO04e05*-R atg gct cct att gcc atc at 174-227
GDI12-F ttg agg tgt ttc tee cat tgg a 6FAM Hokanson
GD12-R cta acg aag ccg cca ttt ctt t 141-191 1998
GD147-F tce cge cat tte tet ge 6FAM 13 Hokanson
GD147-R gtt taa acc gect get get gaa ¢ 135-155 1998,
Hi02c07-F aga gct acg ggg atc caa at 6FAM 1 Silfverberg
Hi02c07-R gtt taa gca tce cga ttg aaa gg 108-150 2006
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A DNS szakaszok felszaporitdsa Applied Biosystems Thermal Cycler 2720 tipusi PCR
késziilékben tortént 25 pl végtérfogattal, DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) (Fermentas),
25 ng DNS, 0,2 uM primer hasznalataval. :

Ennek megfelel6en egy PCR csobe a kovetkezd mennyiségek keriiltek:
¢ Dream Taq Green PCR Master Mix: 12,5ul
e Forward primer (10x): 2ul
e Reverse primer (10x): 2ul
o Steril desztillalt viz: 7ul
e DNS: 1,5ul
végtérfogat: 25ul

Azonban minden egyes minta esetében csdvenként elkésziteni a mintat iddigényes, igy
minden primer esetében egy Master mix segitségével gyorsabb és legaldbb olyan hatékony munkat
végezhetiink.

A primerenkénti Master mixet megfelel6en feliratozott eppendorf csévekbe allitjuk Ossze,
azonban a DNS nem keriil bele ebbe a mixbe. A DNS mennyiséget PCR csovenként adagoljuk,
csovenként 1,5 ul mennyiséget. Ez utdn adjuk bele a 23,5 ul Master mixet a mar DNS-t tartalmaz6
PCR csobe. A DNS szakaszok felszaporitasa Applied Biosystems Thermal Cycler 2720 tipusii PCR
késziilékben tortént 25 pl végtérfogattal Galli et al. (2005) altal alkalmazott programmal (2.

tablazat). A program kivalasztasa utan indul a folyamat, mely 6sszesen 1,5-2 6rat vesz igénybe.

2. Tablazat. A PCR reakci6 sordn alkalmazott program (Galli et al. 2005)

Ciklusszdm Folyamat HoOmérséklet IdStartam
Elddenaturacié 94°C 2 perc
Denaturicio 94°C 20 mésodperc
35x Primerek bekotése 56°C 30 masodperc
Lanchosszabbitas 72°C 1 perc
Utdbefoltozas 72°C 5 perc
Hiités 4°C o0

A PCR-termékeket el0zetesen 1%-os agardz gélen GR Safe (Lab Supply Mall) festéssel UV
fényben teszteltilk. A fluoreszcens festékkel (JOE; FAM) jelolt PRC termékbdl a kiilonbozo
fragmentumok detektalasat ABI Prism 3100 Genetic Analyzer és ABI 3130xI (Applied Biosystems)

szekvendld késziilékkel a Biomi Kft. (Go6dolld) készitette. A fragmentumok hossziisdginak
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meghatirozdsa, eredmények kiértékelése GenoGrapher 1.6 és Peak Scanner v1.0 szoftverek

segitségével késziilt.

3.3.2. Flow Cytometria

A mintak elkészitéséhez két-harom darab, nvekedésben 1€vo hajtascsucsi legfiatalabb levél
cstcsi részét (mintegy 1 cmz—nyi levéldarabot) egy 5 cm atmérdjii Petri csészében borotvapengével
1 ml izoldlé puffer jelenlétében apréra daraboltunk. A vizsgilathoz leginkdbb megfelel6 méret

elérése érdekében apritdsi sort készitettiink. A levélkéket 3 méretre vagtuk Ossze 4 kiillonbozo

mennyiségben (3. dbra).

3. dbra Minta el6készités (Fotd: Kirdly)

A sejtmagok izoldlasdhoz elsé alkalommal egy széles korben elterjedt izoldld puffert
alkalmaztunk (Galbraith et al., 1983) melynek 0Osszetevdi 20 mmol/l 3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid, 34 mmol/l Naj citrat valamint 45 mmol/l MgCl,. Masodik alkalommal mér az
LBO1-es puffert, mely alkalmasabbnak bizonyult a vizsgédlat sordn, melynek Osszetevoit a 3.
tablazatban tiintettem fel.

3. Téblazat. LBO1 puffer receptje

Osszetevék Mennyiség
TRIS 15mM 366.4 mg
Na2EDTA 2 mM 149.9 mg
Spermine 0.5 mM 20.2 mg
KCI 80 mM 1.193 g
NaCl 20 mM 233.8 mg
Mercaptoethanol 15 mM | 220 ul
TRITON X-100 0,1 % |200 ul
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Ezt kdvetden a szuszpenzidt egy 30 um-es CellTricks (Partec GmbH) atsziirtiik, s a mintdkat
bemérésig 4°C-on hiitve taroltuk. A DNS jelolésére szolgald fluoreszcens festéket (propidium-
jodid) kozvetlenill a mérés eldtt adtuk a mintdkhoz (20 pl/minta), igy a propidium-jodid
koncentraciéja a mintdkban 4 pg/ml. A miiszeres mérést az MTA Szegedi Biotechnolégiai Intézet
FACSCalibur (Becton Dickinson) dramlési citométerével (4. dbra) Kotogany Edit és Fehér Nora
irdnyitasaval végeztiik el. A diploid kontroll 200-as sdvra lett kalibralva és ehhez képest a triploidok
300-ndl, mig a tetraploid fajtdk varhat6an 400 koriil adnak csdcsot. A vizsgalatot az Osszes fajtan
elvégeztiik, diploid kontrollként a ’Jonathan’ fajtat haszndltuk, mig triploidként a ’Jonagold
Wilmuta’ fajtat.

4. abra. FACSCalibur aramlasi citométer

3.3.3. Keresztezés

A szabadfoldi vizsgalatokat az alma virdgzdsanak kezdetétol (4prilis) az érési idoszak végéig
(szeptember) végeztiik 2011-ben és 2012-ben.

Anya partnerként *Jonathan M41°, "Watson Jonathan’, ’Szatmarcsekei Jonathan’, valamint
’Jonathan Csany 1’ fajtdkat hasznédltam. A kombin4cidkat az 4. és 5. tdbldzat tartalmazza. Pollenad6
fajtdnként mindegyikkel 100 virdgot poroztam be fogpiszkal6 vagy fiiltisztitd palca segitségével.
Azonban a beporzds megkezdése el6tt a megporzandd virdgot szirombimbé stddiumban kasztralni
kellett a koriilotte 1évé tobbi bimbot vagy virdgkezdeményt pedig kicsipni. Virdgzatonként egy,
maximum kettd virdgot hagytunk. Kasztralds sordn fontos volt, hogy ne tdl mélyen végezziik, mivel
azzal a bibe konnyen megsérthetd lenne. Azokat a vesszoket, melyeken keresztezést végeztem,
faiskolai cimkével jeloltem, valamint keresztezési adatlapokra is felvezettem az adatokat.

A keresztezést kovetden az egyes kombindcidkban a terméskotddés mértékét harom
id6pontban értékeltiik. Az elsd kotddés értékelését a tisztuld hullds utdn végeztiik, amikor a nem

termékenyiilt terméskezdemények lehullottak néhany héttel a keresztezés utdn. A masodik
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értékelést a juniusi gyiimolcshullds utdn végeztiik. Az elsd két alkalommal csak megszamoltam a

keresztezésbOl szarmazé kotddott gyiimolcsoket, mig harmadik szdmolds akkor volt, amikor

vizsgélat céljabol begytlijtottem Oket.

4. Tablazat. 2011 évi keresztezési kombinaciok

Anya

Apa

Csany 1

Daniel féle renet

Jonathan Csény 1

Cordelia

Jonathan Csény 1

Entz Rozmaring

Watson Jonathan

Entz Rozmaring

Watson Jonathan

Cigany alma

Jonathan M 41 Liberty
Jonathan M 41 Kanadai renet
Jonathan M 41 Nyari Fontos

Szatmarcsekei Jonathan

Vajki alma

5. Tablazat. 2012 évi keresztezési kombinaciok

Anya Apa

Jonathan M 41 Cordelia
Szatmdrcsekei Jonathan Cordelia
Szatmdrcsekei Jonathan Cordelia

Szatmarcsekei Jonathan

Entz Rozmaring

Szatmarcsekei Jonathan

Entz Rozmaring

Jonathan Csény 1

Liberty

Watson Jonathan

Daniel féle renet

Watson Jonathan

Cigédny alma

Watson Jonathan

Kanadai renet
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3.3.4. Kotédott gyiimolcsok magtartalmanak vizsgalata
A beérett gyiimolcsokben megszamoltuk az ép és 1éha magvakat, hogy az a 5. dbrdn is
lathat6. A vizsgalatban azok a gyiimolcsok szerepeltek melyek az 4. és 5. tdblazatban lathat6 sziilok

keresztezésébdl szarmaztak.

5. dbra Gyiimolcsok magtartalmanak vizsgéalata

3.3.5. Pollenmorfologia

A vizsgalat 2011-ben tavasszal, mig 2012-ben az 6szi honapokban zajlott le. A masodik
vizsgdlati évben a polleneket felhasznélas el6tt 5 honapig fagyasztéban taroltuk.

A modszer itt is a targylemezre fiiltisztitoval felvitt pollenekkel kezdddik. Azonban a
tovabbiakban csak 3-4 csepp kdrminecetsavat csoppentek rd és lezdrom targylemezzel. Ez esetben
is legalabb 1 hét varakozasi iddre van sziikség a vizsgalat kiértékeléséhez. A vizsgalat értékeléséhez
sziikséges fényképek Zeiss Axio Vision tipusi mikroszképpal késziiltek differencial-
interferenciakontraszt (Nomarski-DIC) médban. A vizsgdlatban szerepld fajtakat a 6. tablazat

tartalmazza.

3.3.6. Pollen csirazo képesség

A vizsgélatokat 2011 tavaszan, valamint masodik évben 2012 6szén végeztiik.

Tavasszal a virdgzds meginduldsakor, illetfleg eldtte 4prilis honapban ballon stidiumu
virdgokat gytjtottiink Ezekbdl a teljesen kifejlett virdgokb6l mdr életképes polleneket tudtam
kinyerni. A virdgok begyilijtése utdn azonnal kiszedtem a portokokat. Fajtidnként elszepardlva
legalabb 3-4 napig szdritottam Oket hiivos, szaraz, napfénytdl védett helyen, mig a portokokbdl el
nem kezdtek a pollenek kiszérédni. Ezek utdn jol zarhat6é vattdval kibélelt miianyag dobozban

taroltam a portokokat egészen a felhasznélasukig. Az els6 évben a friss mintdval készitettem el a
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csirdztatdst, mig idén a masodik évben fagyasztott mintdkkal dolgoztam a 6. tdbldzatban felsorolt
fajtakkal.

A mdédszer pontos menete a kovetkezd:

A vizsgalat els6 évében iiveg keverdpdlca segitségével kozvetlen a targylemezen tortiik fel a
portokokat. A kovetkezd évben fiiltisztito palca segitségével vittem fel a polleneket a targylemezre.

A pollenek megfeleld felvitele utdn a targylemezek stabil, lehetdleg hdboritatlan, vizszintes
helyre keriiltek, hogy a tovdbbiakban ne kelljen mozgatni 6ket. A pollenekre 10 és 15%-os
cukoroldatbdl csoppentettiink 6-8 cseppet. A csOppentés utdn legaldbb 6 6rat hagyni kellett allni,
kozben folyamatosan tigyelve arra, hogy az oldat ne szdradjon fel réla. A 6 6rds varakozds utan 3-4
csepp karminecetsavval festettem meg a mdar elOkészitett polleneket. A megfestett mintat
feddlemezzel lezartam és minimum 1 hétig hagytam dllni a megfeleld szaradés érdekében. Teljesen
széraz éllapotban vizsgdltam Olympus BX41 fénymikroszkop alatt tobbféle nagyitdssal (10, 20,

40x), valamint fényképeket készitettem 20-szoros nagyitds mellett.

6. tdblazat Pollen csirdzas és pollen morfoldgia vizsgdlatban szerepld fajtak

2011 2012

Kanadai renet

Kanadai renet

Daniel féle renet

Daniel féle renet

Entz rozmaring

Entz rozmaring

Cigéany alm Cigany alma
Nemes sévari Nemes sévari
Vajki alma Vajki alma
Liberty Liberty

Nyari fontos Cordelia

Cordelia
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4. Eredmények

4.1. Molekularis markerezés mikroszatellit (SSR) markerekkel:

Azok a fajtdk tekinthetok triploidnak a kisérlet szempontjabol, melyeknél egy l6kuszon
harom fragmentet is kaptunk.

A markerezés eredményét bemutatd tdblazatokat az 1. szimud mellékletben kozoltem nagy
terjedelme miatt itt csupan az dsszegzett adatokat kivinom bemutatni. ’Cigdny alma’ 7, ’Déniel féle
renet’ 7, "Entz rozmaring’ 10, ’Kanadai renet’ 10, "Nemes sévari’ 12, *Nyari fontos’ 6, *Vajki alma’
6 mig a ’Liberty’ 2 fragmentnél mutatott triploiditast a 19-bdl. A *Cserepdnya’ 9, *Csikos Orids

halasi’ 4 fragment esetében bizonyult triploidnak a 12-bdl (7. tdblazat).

4.2. Flow Cytometria

A ploiditas mérésenek ezt a modjat 2012-ben végeztiik. Hazai kutatok (Bodor, 2009, Halasz,
2011) is lefrtdk mar, és mi is azt tapasztaltuk, hogy vizsgalat sikere olyan mértékben fiigg a minta
elokészitéstol, hogy csak hosszadalmas elOkisérletek utdn, nagy rutin esetén lehet sikeres
eredményeket kapni. Négy alkalommal kiilonféle apritdsi nagysdg és tobbféle mennyiség
hasznélataval kisérleteztiink. Az els6 mintaelOkészités utdn azt tapasztaltuk, hogy a kevésbé zsenge
levelek apritdsa nehezebb, és nem tartalmaz megfeleld6 mennyiségii, osztodasban 1évo sejtmagot. A
nagy mennyiségii minta szintén keriilend6, mert sokkal tobb szennyezddés (egyéb sejtalkotok) keriil
igy a pufferbe, és a flow cytométeres mérést lehetetlenné teszi. A kovetkezd mintaelokészitések
soran mar csak a csucsi, legzsengébb, még 6sszesodrott allapoti leveleket hasznéltuk. Ezekbdl kb. 1
cm?” feliiletii levéldarab elegenddnek tlint. A kdvetkezé megoldésra var6é probléma az apritdsi méret
volt. Haromféle apritisi méretet készitettiink: kb. 1 mm, 0,5 mm, és egy 0,5 mm-nél kisebb
nagysagu darabokra vagott mintét teszteltiink. Azt tapasztaltuk, hogy a kisebb mértékii apritas (tehat
a nagyobb szemcseméret) nem adott megfeleld mennyiségli, mérhetd sejtmagot. A tdl kicsi
szemcseméretli (0,5 mm alatti) minta viszont til sok szennyezddést tartalmazott, ami zavarta a
mérést.

A mdsodik alkalom utdn mér be tudtuk éllitani a megfeleld levélmennyiséget és az apritdsi
mértéket. Ezt alkalmaztuk a kdvetkezd mintaelOkészités soran. Sajnos ekkor sem kaptuk egyértelmi
eredményeket a miiszeres mérés soran, igy folytattuk a probléma okdnak keresését. Ekkor (jinius
kozepén) a vartndl kordbban bekdszontott a kdnikula, és tartésan 30 fokndl melegebbek voltak a

nappalok, viszont még taldltunk fejlédésben 1€v6 leveleket, igy tovabb probalkoztunk.

25



7. tdblazat Molekularis markerezés eredményei (X-el jelolt 16kuszokon 3 allélt detektaltunk)

slz|g|elzlzlzlalzlzlelzl8]e|s|s|als|s|ass

Fajta slsl|lalge|glg2|g|lgleg|g|8l&gl|lzsls|2|2|alr|g|=ts

E|E|5|5|2|8|E|2|5|3|8|8|8|E|5|8|°|c|¢=|cEF
Cordelia 0/19
Jonathdan M 41 0/19
Cigany alma X X X X X X X 7/19
Daniel féle renet X X X X X X X 7/19
Entz Rozmaring X X X X X X X X X X 10/19
Kanadai renet X X X X X X X X X X 10/19
Nemes Sévari X X X X X X X X X X X X 12/19
Nydari fontos X X X X X X 6/19
Vajki alma X X X X X X 6/19
Liberty X X 2/19
Cserepanya X X X X X X X X X 9/12
Csikos 6rids halasi | x X X X 4/12
Marosszéki piros 0/12

26



Az eldkészitett mintdkat eddig jégakkun - a mintdk és a jégakku kozé papirt helyezve -
szallitottuk Szegedre, a miiszeres mérés helyszinére. A mintdk nagyon érzékenyek a melegre (4 °C
az optimdlis tarolasi és szallitdsi homérséklet), és megfagyni sem szabad a szuszpenzionak. Az
esetleges helytelen szallitasi koriilmények kikiiszobolése érdekében a negyedik alkalommal csak
par elore elkészitett mintat vittiink, és elvittik a maradék levélmintdkat is Szegedre. Az eldre
elkészitett mintdk szintén nem voltak bemérhetdek, de a kutatd intézetben segiték sem tudtik
megmondani, mi lehet a probléma. Ezért a helyszini mintael6készitést is kiprobaltuk az eddig
alkalmazott Galbrith puffer, és egy eltérd Osszetételi LB-01 puffer haszndlatival. A Galbrith
pufferrel el6készitett mintdk {gy sem voltak bemérhetdk. Az okdt nem tudjuk. Viszont az LB-01
puffer néhdny minta esetében sikeresen mukodott. A kontroll *Jonathan’ nagyon szépen adta 200-
ndl a csucsot (6. dbra) ami a diploid fajtdkra jellemzd, mig Entz rozmaring’ 300-ndl mutatta a
cstcsot vagyis triploidként értékelhetd a *Vajki alma’ 400 koriili csicsot adott (8. 4dbra), amibdl
kovetkeztetni lehet, hogy a fajta vélhetéen tetraploid. Ertékelhetd eredményt kaptunk a *Marosszéki
piros’(I1l/a melléklet) esetén melynél 200 koriili csticsot kaptunk tehét a fajta diploid valamint 300-
ndl adott cstcsot a *Jonagold Wilmuta’ (7. dbra) mely érték szerint triploid, tovabba a *Csikos 6rids’
és a ’Cserepanya’ fajtanal kozel 400-as érték szerint vélhetden tetraploid. Az utébbi két fajta

mérésének képet a I1I. szdmu melléklet tartalmazza.
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6. abra *Jonathan’ (diploid kontroll) Flow cytometria eredménye
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8. dbra *Vajki alma’ Flow cytometria eredménye

4.3. Keresztezés

2011-ben végzett keresztezés (8. tdblazat) eredményein jol latszik a 3 hullasi periédus, mely
sordn a rosszul kot6dott gylimolcsoket a fa lerigta. A legtobb gylimélcs, mely a keresztezésbol
szarmazott, a diploid kontrollként haszndlt *Cordelia’ fajtibdl maradt a fan. Azonban a legtébb
triploidnak vélt fajtaval vald keresztezés eredményeként 0 vagy épp csak 1-2 gyiimolcs maradt.

2012-ben az eredmények mar sokkal kaotikusabban, hisz a diploid kontrollként hasznalt
Cordelia fajtaval valé keresztezés utan kevesebb gyiimolcsot kaptunk, mint némelyik triploidnak
vélt utdn. A lehetséges magyardzat a tavasszal, dprilis 10-én bekovetkezett minusz 7°C-os majd az
aprilis 14-én tortént -4°C-os lehiilés, amely néhiny fajtin jelentds fagykarokat okozott. A 9.
tiblazatban jol latszik, hogy az els6 alkalommal, aprilis 23-4n végzett keresztezések nagyon
alacsony kotddési szdzalékot mutattak. Ennek oka, hogy a fagy bekovetkezte utdn néhany nappal
lehullanak a karosodott bimbdk, illetve virdgok, és ezeket értelemszerlien mar nem tudjuk
keresztezni. Viszont a fagy fellépésének idejéhez kozelebbi keresztezés elvégezhetd volt, mert

gyakran a bibéken nem latszott a fagykar, ennek ellenére karosodhatott a termd.
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8. Tablazat. 2011-es keresztezé€s kombinacioi €s részletel

Osszesen | Kotodott
Kijelolt I I ML Keresztezés
Anya Apa ) kijelolt | gyliimolcs | )
Virdg (0ssz) | (0ssz) | (szedés) id6pontja
Virag (szedés)
Daniel féle
100 44 5 4 100 3% 2011 04 21
renet
66 23 2 1
Entz rozmaring 101 1% 2011 04 21
35 10 0 0
Cigany alma 114 19 3 1 114 1% 2011 04 21
Liberty 82 50 7 3 82 4% 2011 04 21
Jonathan
Kanadai renet 102 47 4 1 102 1% 2011 04 21
Nyari Fontos 58 26 4 0 58 0% 2011 04 21
Vajki alma 119 50 0 0 119 0% 2011 04 21
Cordelia
(diploid 98 32 6 5 98 5% 2011 04 21
kontroll)
9. Téablazat. 2012-es keresztezés kombinacidi és részletei
Osszesen | Kotddott
Kijelolt I II III. Keresztezé
Anya Apa kijelolt | gytimdlcs
Virag (0ssz) | (0ssz) |(szedés) s id6épontja
virag (szedés)
Daniel féle
102 42 6 5 102 5% 2012 04 26
renet
42 31 7 2
Entz rozmaring 103 2% 2012 04 23
61 26 0 0
Cigany alma 109 82 11 4 109 4% 2012 04 26
Jonathan
Liberty 101 47 4 3 101 3% 2012 04 23
Kanadai renet 102 30 5 5 102 5% 2012 04 26
Cordelia 26 15 2 1
(diploid 24 14 0 0 101 2% 2012 04 23
kontroll) 51 27 5 1
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4.4. Kotodott gyiimolcsok magtartalmanak vizsgalata

A keresztezésbol szarmazd gyiimolcsoket mindkét évben laboratériumban vizsgéltuk
magjaik szdma és életképessége szempontjabol.

2011-ben a gyiimolcsokbol szarmazé magok(10. tablazat) tobb mint 95%-a ép és telt volt,
mig csak alig 5% volt a 1éha magok szdma. Fajtakra levetitve mindez csupdn annyit jelent, hogy az
"Entz Rozmaring’ és a ’Daniel féle renet’ ’Jonathan Csdny 1’-el val6 keresztezésein kiviil masbol
nem kaptunk 1éha magvakat. Az ez évi atlagos ép magszam a gylimolcsokben 4 darab volt. A
legnagyobb magszdmot a ’Liberty’-vel val6 keresztezés eredményezte, az Gsszes gyiimolcsben 23
mag volt taldlhat6, egy gyiimolcsben pedig dtlagosan 7 mag volt, tovdbbd ebbdl a keresztezésbol
olyan gyiimélcs nem maradt a fan, melyben 1éha mag volt. A legkevesebb mag a ’Kanadai renet’-tel

val6 keresztezésbdl szarmazd egyetlen gytimolesben taldlt 2 ép mag volt.

10. Téblazat. Gylimolcsok magtartalma 2011

. Telt Léha
Vizsgalt Telt Léha Osszes
Anya Apa magvak magvak
gyiimolcs magok magok mag
szdma szdma
0 1
Daniel féle 3 0
4 db 11 10 1
renet 5 0
2 0
Kanadai renet 1db 2 0 2 2 0
7 0
Liberty 3db 7 0 23 23 0
9 0
Jonathén
Entz
1 db 1 2 3 1 2
Rozmaring
Cigény alma 1db 3 0 3 3 0
5 0
3 0
Cordelia 5db 5 0 19 19 0
5 0
1 0

30




11. Téblazat. Gyiimolcsok magtartalma 2012

Vizsgalt Telt Léha Osszes Telt Leha
Anya Apa I magvak magvak
gyiimdlcs magok magok mag p -
szdma szama
3 1
Daniel fél > !
aniet fele 5 db 5 2 29 23 6
renet
3 1
7 1
5 1
7 0
Kanadai renet 5db 4 2 31 27 4
5 0
6 1
Jonathan 3 6
Liberty 3db 6 0 21 15 6
6 0
Entz 2 db > ! 11 9 2
Rozmaring 4 1
2 1
- 8 0
Cigany alma 4 db 7 0 22 21 1
4 0
Cordelia 2 db 4 0 11 11 0
7 0

A 2012-ben elvégzett gyiimolcs vizsgalatokbol (11. tablazat) kideriil, hogy az Osszes
vizsgélt mag mintegy 82 % az, mely ép, mig a 18 % 1éha magnak szamit. Az el6z6 évhez képest
2012-ben sokkal tobb gyiimolcs vizsgélatdndl taldltunk 1éha magvakat. Az dtlagos ép magok szdma
5 db volt gyiimdlcsonként, mig a 1éha magoké 1 db. A vizsgélt gyiimolcsok koziil a *’Kanadai renet’
emelkedett ki a legtobb telt maggal, 32 darabbal melyb6l 5 db bizonyult 1éha magnak. A
legkevesebb telt mag az *Entz rozmaring’ fajtaval vald keresztezésbdl szarmazott minddssze 9 db.

A legtobb 1€ha magot a *’Kanadai és a Daniel féle renet’, valamint a ’Liberty’ fajta tartalmazta.

4.5. Pollenmorfologia

A vizsgalatot kitevd két évben egy fajta kivételével ugyanazon fajtakkal sikeriilt
elvégezniink a kisérletet. 2012-ben rajtunk kiviildllé okokbdl (fagy, alternancia) a 'Nyéri fontos
fajtakrol” pollent nem tudtunk gytijteni.

A vizsgélat sordn a ’Cordelia’ diploid kontroll fajta pollenjéhez (9. dbra) hasonlitottam

hozza a tobbi pollenbdl késziilt mintat. Teljesség igénye nélkiil az eredmények részbe csak egy fajta
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a ’Cigany alma’ pollen morfoldgia fotdjat tettem kozzé (10. dbra) a tovabbi morfoldgia képeket a II.

szamu mellékletekben kozoltem.

9. dbra. Cordelia fajta pollenmorfolégidja (Fot6: Erds-Honti)

——100um

10. dbra. Cigany alma pollenmorfol6gidja (Fotd: Erds-Honti)

Mindkét évben arra az eredményre jutottunk, hogy a pollenek méretében, valamint alakjaban
kiilonbség nincs a triploid fajtdk, valamint a kontroll diploid fajta ko6zott. Azonban teljes 100%-os
megegyezés nem mondhaté a fajtdkra, hisz alak tekintetében az enyhén hdromszogletiitdl a
gdmbolydedig minden forma megtaldlhat6, azonban a legtdbb esetben az enyhén haromszogletes
pollenek vannak domindns tobbségben. Méret tekintetében kevésbé szembetiindek a kiilonbségek, a
pollenek tilnyomé tébbsége 15-30 um nagysdg kozott valtozik. A legnagyobb a ’Cordelia’ fajta
pollen mérete 30-35um nagysdggal mig a ’Liberty’ esetében a legkisebbek a pollenszemcsék 15-20
um-rel. A tobbi fajta tekintetében a nagysdg minden esetben 25-35 pm kozé esik. A mellékletekben
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kozolt tovabbi morfoldgiai képeken is jol lathatéak, hogy szinte minden esetben eléfordulnak

zsugorodott, tilsdgosan deformalddott, valdsziniileg életképtelen pollenek.

4.6. Pollen csirazo képesség

A két vizsgalati évben kismértékben eltéré mddszereket hasznaltunk az ,,Anyag é€s modszer”
fejezetben leirtak szerint. Eredményeink alapjdn a minta el6készités akkor eredményesebb, ha a
pollenszemeket nem iiveg keverOpalcaval, hanem fiiltisztitd palca segitségével vissziik fel a
targylemezre, valamint a portokokat nem torjilk meg, hanem néhdny nap vérakozds utdn azok
maguktdl felrepednek.

Egyik évben sem mutattak a fajtdk jelentds csirdzast. Azon fajtdk esetében ahol mégis
tapasztaltunk csirdzast, ez az érték mindig 5% alatti volt. Azonban a legtobb esetben egyaltaldin nem
mutattak csirdzast a fajtdk. A diploid kontrollként haszndlt ’Cordelia’ fajta 15%-o0s csirdzést
mutatott, mig a triploid fajtdk egy kivételével egyik évben sem mutattak semmilyen csirdzast a
kivétel a ’Liberty’ fajta volt, melynél 5%-os csirazas volt lathaté. A vélhetden tetraploid fajta

(’Vajki alma’) esetében 1% csirdzas volt megfigyelhetd (11. abra).

11. dbra Pollen csirazas (Balrdl: Kanadai renet’ (3n), ’Cordelia’ (2n), ’Vajki alma’(4n))
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5. Kovetkeztetések

Eredményeink meggydzden bizonyitjak, hogy a single-16kuszos mikroszatellit markerek jol
alkalmazhatéak a fajtdk ploiditds szintjének ellendrzésére. A triploid és tetraploid fajtdk
leleplezhetok azzal, ha tobb mint 2 allél taldlhat6 egy l6kuszon. A diploid fajtdk 2 fragmentet
mutattak minden 16kuszon. Ahol csak egy fragment volt detektalhatd ott homozigétanak tekintettiik,
de a null allél jelenléte nem rekeszti ki azt, hogy heterozigéta legyen (Garkava 2008)

Haldsz et al. (2011) régi magyar almafajtdk S-allél Osszetételének, valamint ploidszint
alapjan, mig Kirdly et al. (2011, 2012) mikroszatellit markerekkel végzett vizsgdlata alapjdn a
"Nemes sovari’ és "Kanadai renet’ fajtdkat triploidnak talélta. Broothaerts (2004) S-allél vizsgalatok
tekintetében a Kanadai renet fajtat triploidnak taldlta. Tehat a szakirodalmi lefrdsok és az atalunk
kapott SSR markerezési eredmények megegyeznek.

Tovabbi pontositasra szorulnak a ’Liberty’ fajta sz6ban forgd genetikai adottsagai, hiszen
Sakurai (2000) S-allél alapjan diploidnak irta le a fajtat, mig Broothaerts et al. (2003), T6th (2009)
és Hegedis (2010) a harom S-allél alapjan triploidnak. E fajtaval kapcsolatos SSR markerezési
eredményeink alapjan a fajta diploidnak mutatkozik.

A ’Vajki alma’ esetében a molekularis markerezés nem bizonyitotta, hogy a fajta tetraploid
volna. Azonban Halasz (2011) S-allél és flow cytométeres mérései alapjan- melyek eredménye
egyezik az altalunk kapott flow citométeres mérés eredményével- a fajta vélhetoen tetraploid.

Az ’Entz rozmaring’, a *’Kanadai renet’ és’Cserepanya’ fajtak esetében a 16kuszok tobb mint
50%-a esetén triploidnak mutatkoztak. A kisérletben szerepld tobbi fajtanal ("'Daniel féle renet’,
"Czigany alma’, ’Nydri fontos’, ’Csikos 6rids halasi’), pedig a 16kuszok 30%-ban jelentkezett 3
allél. Flow cytometrids méréssel sikeriilt még a ’Jonathan’, Vajki alma’, ’Entz rozmaring’,
"Marosszéki piros’,’Jonagold Wilmuta’ fajtak ploiditdsat meghatdrozni. Sikeriilt még bemérniink a
"Csikos 6rids’ és a ’Cserepdnya’ fajtdkat. Mindkét esetben tetraploidnak tiinnek a fajtdk hisz kozel
400 koriili értéknél adtak csucsot.

Ahogy mér az eredményeknél is emlitettem a flow cytometriavizsgédlat szempontjabol
tokéletes modszert még nem sikeriilt kikisérletezniink. A legjobban miikodd puffert megtalaltuk, de
a hajtascsicsok kordn bekovetkezett csicsriigyben zarédasa miatt tobbszor méar nem tudtuk
megismételni a kisérletet. Hisz a til meleg id6ben a sejtek osztodasa ledllt, és a hajtas ndvekedés is
megsziint. Célunk, hogy jovo6 tavasszal a lombfakadds utdn folytassuk a vizsgélatot.

Az els6 évben végzett keresztezés végén a szakirodalommal egybecsengd eredményeket
kaptunk, vagyis hogy a triploid fajtdk termékenyité képessége alacsonyabb a diploidokhoz
viszonyitva. Mdasodik évben a triploid keresztezésekbdl szarmazo adatok ismét aldtdmasztottak a

szakirodalom 4llitasat, miszerint a triploid fajtdk rossz pollenaddk, sok pollenszem steril tehat
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gyenge terméskotddés varhaté (Nyéki, 1980, Pethd, 1984). Azonban a masodik vizsgélati évben a
diploid kontrollal valé keresztezésb6l kevesebb gyiimolcsot kaptunk, mint a triploid
keresztezésekbdl. Erre egyetlen logikus magyardzatként a virdgzas ideje alatt sijto kései fagykart
tudjuk felhozni. Ugyanis Davary-Nejad (1992) dolgozatiban beszdmol egy, a kisérlete alatt
jelentkez6 fagykarrdl a viragzas eldtt. Es az azt kovetd keresztezés elsé értékelésekor 70-80%-os
terméskotodésérol ir. A masodik értékelés idopontjara is csak 15-25%-al csokkent a kotddés értéke.
Ezt kovetdéen azonban felgyorsult a hullds és a fajtdk tobbségénél 10% alatti volt a beérett
gylimolcsok ardnya szemben a fagymentes években tapasztalttal. A 2012-es keresztezési adatokat
nézve ez a mi esetiinkben is helytallo.

A kotddés vizsgdlatdhoz szorosan hozzdtartozik a beérett gylimolcsok magtartalmanak
vizsgélata is, hiszen a gyiimolcsok életképes telt magtartalma és a terméskotddés mértéke kozott
pozitiv Osszefiiggést figyelhetiink meg. A kis magtartalom mellett alacsony mértékii a kotddés.
Kozepes (5-7 db/gyiimdlcs) magtartalom elegendd a gyiimolcs normélis fejlddéséhez. A megfeleld
magtartalom nélkiilozhetetlen feltétele a terméskezdemények fan maraddsdnak (Davary-Nejad,
1992). Esetiinkben a beérett gylimolcsok ép magtartalma mindkét évben a diploid konrollnél
beleesett a kozepes tartomédnyba, a triploidnak vélt fajtdk koziil sokndl fordult elé a harom vagy
kevesebb telt vagy a nagy szamu 1éha mag. A gyiimoélcs fejlodésének elsd szakaszdban a magok
szama kedvez0 hatasat gyakorol a gylimolcs méretére (Deveronico-Marro 1980). A magtartalmat a
virdgok elhelyezkedése, illetve a termékenyiilési viszonyok befolyasoljak leginkabb (Silbereisen
1970). A gyiimdlcsonkénti sziikséges magtartalom anndl tobb, minél nagyobb a virdgslriiség és a
megtermékenyiilt virdgok ardnya. B6 termés esetén a hdromndl kevesebb magot tartalmazé
gylimolcsok lehullanak (Teskey és Shoemaker 1972). A gylimodlcsonkénti magkezdemények szdma
szintén befolyésolja a hullds mértékét (Davary-Nejad, 1992)

A pollenmorfoldgia vizsgdlatok elsddleges célja az volt, hogy feltirja az esetleges
kiilonbségeket a triploid és diploid fajtdk pollenjei kozott. A pollenek mérete és feliileti
mintazottsaga tobb szerzé Fogle és Faust (1975), Maas (1977), Westwood (1978), valamint Martens
és Fretz (1980) szerint alkalmas gyiimolcsfajok és fajtdk megkiilonboztetésére. Megfigyeléseink
szerint azonban a diploid és triploid fajtak pollenjének alakja egyforma, illetéleg nagyon hasonld és
a méretbeli kiilonbségek is igen csekélyek. Davary-Nejad (1992) is megerdsitte dolgozatdban, hogy
fénymikroszképos vizsgélattal kiillonbség nem mutathaté ki egyes fajtdk pollenmorfolégidjaban.
Véleménye szerint a pollenszemcsék mérete és alakja egy adott fajta esetében teljesen egyforma, és
a diploid almafajtakkal torténd Osszehasonlitis esetén a triploid fajtdk semmilyen kiilonleges
sajatossagot sem mutatnak. Azonban a pollenek jellegzetességei segitségiinkre lehetnek a fajtdk
azonositdsdndl abban az esetben, ha mas pomoldgiai ismertetdjegyekkel kombindljuk 6ket (Marucci
et al, 1984). Seilheimer és Stosser (1982) szerint egyes triploid fajtakndl nagy szdmu a szabélytalan
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alaku pollenszemek ardnya. Tulajdonképpen minden fajta esetében megtaldlhatdak voltak deformalt
pollenek, de a szamuk igencsak elenyészo volt, valamint ez a szabdlytalan alak betudhaté mind a
triploiditdsnak, mind annak, hogy a szorosan Osszetapad6 pollenek alakvaltozast idéznek eld
egymason.

Fontos célja volt dolgozatomnak a kijelolt fajtdk pollenjének csirdzé képességének
vizsgélata, labor koriilmények kozott ezzel is aldtdmasztva a szabadfoldi kisérletek eredményeit.
Hisz ha laborban idedlis koriilmények kozott a pollen rossz csirdzd képességet mutat, akkor a
természetes koriilmények kozott, ahol a koriilmények nem tokéletesek, sem mutathat jobb
eredményt. A legtobb vizsgdlat arr6l szdmol be, hogy a triploid almafajtidk gyenge csirdzé
képességliek és rossz termékenyitd tulajdonsdggal rendelkeznek. Egyes triploid fajtdkndl viszonylag
magas a normdlisan fejlédott pollenszemek ardnya, a pollencsirdzds mesterséges tdptalajon és a
bibén lényegesen csekélyebb, mint a diploid fajtdkndl (Lalatta, 1982). A triploid almdk fajtanként
kiilonb6z6 mértékben szabdlytalan és nem csirdzoképes pollent hoznak (Kobel, 1954). Brojanov és
Donneveri (1984) szerint is a triploid almafajtak pollenjének csirdzdsa igen gyenge, ezek a fajtak
csak 5-10 %-os csirdzési eredményt adnak. Ezt az éllitast vizsgalataim alapjdn megerdsithetem, hisz
mindkét évben tobbszori ismétlés utan is arra jutottunk, hogy az édltalunk vizsgélt vélhetden triploid
fajtak pollen tomlohajté képessége sem haladta meg sosem a 10 %-ot, st legtobb esetben csirazast
alig mutattak. A mérsékelt pollentomlé novekedés a triploid almafajtdk esetében valdsziniileg a
pollenszemek kiegyensilyozatlan kromoszéma viszonyaira vezethetd vissza (Lalatta, 1982). Tehat
szinte az 0sszes szakirodalom, valamint vizsgdlataink eredményei azt tdmasztjak ald, miszerint a
triploid fajtdk pollentomldfejlesztd képessége kicsi, ezért megtermékenyitésre alkalmatlanok. A
triploid almafajtdkat a megporzds biztositdsa érdekében diploid fajtdkkal javasoljdk telepiteni

(Krapf, 1975, Soltész, 1982).
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6. Osszefoglalas

Dolgozatom célja a kivalasztott torténelmi almafajtdk ploiditdsanak vizsgdlata kiilonb6zo
modszerekkel. Valamint az ezekbdl szdrmazé eredmények szakirodalommal valé Osszevetése.
Tovabba azt is vizsgaltam, hogy a kiilonféle médszerek mennyire alkalmasak a ploiditds mérésére.
Hisz ha tjra termesztésbe szeretnénk vonni a régi fajtdkat, a termesztésiikhoz elengedhetetlen
ismeret a megporzdsi viszonyaik, ezen beliil a ploiditasuk is.

A vizsgilatokat a Budapesti Corvinus Egyetem Gyitimolcstermé Novények Tanszék
soroksari génbanki gylijteményében, a tanszéki laboratériumokban valamint az MTA Szegedi
Biotechnoldgiai Intézetében végeztiik. 2011 és 2012 tavaszan és 6szén.

Végeztiink keresztezést, SSR markerezést, Flow cytometrit, valamint vizsgéltuk a pollenek
morfoldgidjat és csirdzo képességét.

Azok a fajtak, melyeken az Osszes vizsgdlatot sikeresen végrehajtottuk egyik vagy masik
évben a kovetkezOk voltak: *Czigdny alma’, Ddniel féle renet’, ’Entz rozmaring’, Kanadai renet’,
"Nemes sévari’, ’Nydri fontos’, *Vajki alma’,’Liberty’ és a diploid kontroll a ’Cordelia’. A
"Cserepanya’, ’Csikos 6rids’, "Marosszéki piros’ fajtdk csak az SSR markerezésben és a flow
cytometrias vizsgalatokban szerepelnek, mivel elegendd virdgot nem hoztak a tobbi vizsgalathoz. A
Liberty ugyan nem torténelmi fajta, vizsgalatira azért van mégis sziikség, mivel tobb szerzo is S
allél alapjan triploidnak tartja azonban SSR markerek szerint diploid.

Az eredményekbdl is kitlinik, hogy a pollen morfoldgia vizsgilata nem alkalmas a diploid és
triploid fajtak elkiilonitésére, valamint a csirdztatds sem ad megfeleléen biztonsagos eredményt. A
keresztezés eredményeibdl konzekvens megdllapitdst nem tudtunk levonni hisz a két év eredményei
igen eltéroek voltak vélhetéen a masodik évben tapasztalt fagy miatt. Azonban az SSR és a flow
cytometria vizsgdlatok megbizhaté eredményt adnak.

Bar a legtobb eredményiink biztos kijelentéséhez tovabbi vizsgdlatok sziikségesek, de
vélheten a ’Kanadai renet’, ’Nemes sovari’ és a tobbi vizsgalt torténelmi fajta triploid, kivéve a
’Vajki alma’, ’Cserepdnya’, *Csikos orids halasi’, melyek valdsziniileg tetraploidok. A ’Liberty’

fajta ploiditds szintjének biztos megéllapitisira tovdbbi vizsgdlatok sziikségesek.
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9. Mellékletek

I/a. szamu melléklet: Molekularis markerezés eredménye

2 2 g 2
Fajta = S S S
=
@) 5 & 5
MR-12 180 208 112 118 165 179 231 241
Jonathan M 41 | 208 208 114 130 173 177 251 259
Cziganyalma | 170 180 188 | 112 116 129 157 231 239
Déniel féle renet | 170 180 188 | 112 116 129 157 231 239
Entz Rozmaring | 170 184 112 112 171 185 191 | 243 247 253
Kanadai renet | 184 206 104 126 130 | 167 177 181 | 231 247 253
Nemes Sévari | 180 184 206 | 116 116 141 149 179 | 231 243 255
Nydri fontos | 184 188 112 130 129 179 231 243 255
Vajki alma 170 180 206 | 114 130 141 157 183 | 231 249
Liberty 180 206 114 120 173 173 229 237
Cserepanya 180 184 206 | 116 118 120 | 141 149 179 | 231 243 255
CSﬂgos ords | 470 180 206 | 114 130 141 157 183 | 231 249
alasi
Marosszéki piros | 180 182 112 122 179 179 243 251
I/b. szamu melléklet: Molekularis markerezés eredménye
(s0) o — o~
(@) (e} — (e]
O [$] he) on
Fajta 8 = 8 S
T T T T
@ O @ @
MR-12 166 178 185 197 169 171 126 166
Jonathan M 41 | 162 184 187 197 173 175 116 120
Czigdny alma | 162 172 197 205 175 187 120 126 170
Diniel féle 162 172 197 205 175 187 120 126 170
renet
Entz Rozmaring| 162 172 190 | 193 197 203 | 187 195 205 | 116 124 126
Kanadai renet | 164 178 198 | 187 197 201 | 171 175 116 124 152
Nemes Sévari | 158 162 190 | 197 205 171 173 177 | 116 120
Nyéri fontos | 160 172 197 223 171 181 187 | 116 126
Vajki alma 162 172 199 203 171 175 122 126 170
Nem
Liberty rickelhets 179 199 173 2011 120 126
(valészintileg
null allél)
Cserepanya | 158 162 190 | 197 205 171 173 177 | 116 120
Csikos 6rids | 1o 17p 199 203 171 175 122 126 170
halasi
Marosszéki | 1o 19q 193 205 175 195 122 166
piros
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I/c szamu melléklet: Molekuléris markerezés eredménye

— [e2e] [a\] <t
— S ] o
Q o < Q
Fajta S S S =
i an an i
O QO O O

MR-12 228 232 209 255 133 179 185 199
Jonathdn M 41 228 234 231 257 119 133 185 185
Czigany alma 216 220 211 217 255 135 145 179 207

Déniel féle renet | 220 216 211 217 255 | 135 135 179 207
Entz Rozmaring | 222 232 211 217 247 135 145 185 207
Kanadai renet 218 228 230 213 225 229 121 137 185 185
Nemes S6viri 206 218 234 | 211 213 247 | 135 145 185 199 207
Nyari fontos 218 220 234 211 225 135 145 179 257
Vajki alma 206 218 226 | 225 255 119 133 185 203
Liberty 224 236 211 255 119 133 149 | 185 207
Cserepédnya 206 218 236 | 211 211 137 145 157 | 185 199 207
Cstkos Orids | 506 218 226 | 225 255 119 133 185 203
halasi
Marosszéki piros | 216 216 255 255 181 181 199 209
I/d szdmu melléklet: Molekularis markerezés eredménye
£ o
= z 3 3
Fajta = P g g
an o) T an
@) Q )] @]

MR-12 137 159 97 97 107 107 174 210
Jonathdn M 41 171 171 89 97 109 111 174 202
Czigédny alma 137 171 89 97 109 119 133 174 182 210

Daniel féle renet | 157 171 89 97 109 119 133 174 182 210
Entz Rozmaring | 169 171 89 101 95 105 109 174 182 210

Kanadai renet 137 171 179 89 97 105 111 174 210
Nemes Sévari 137 159 89 97 107 119 133 202 210 222

Nyéri fontos 137 159 171 89 109 105 109 133 174 174
Vajki alma 137 171 89 103 105 109 174 202 210

Nem
Liberty 171 179 89 111 105 107 értckelhetd
(valésziniileg
null allél)
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I/e szamu meléklet: Molekularis markerezés eredménye

~ [ S 8

— < 5 O

Fajta I A Q S

@) O = 5

MR-12 149 183 132 152 106 114 174 210

Jonathan M 41 | 149 149 132 150 106 112 148 | 174 202
Cziginyalma | 149 151 183 | 132 152 106 110 148 | 174 182 210
Déniel féle renet | 149 151 183 | 132 152 106 110 148 | 174 182 210
Entz Rozmaring | 151 153 132 134 152 | 106 112 174 182 210

Kanadairenet | 139 149 183 | 138 138 112 114 174 210
Nemes Sévari | 149 151 155 | 138 140 152 | 110 114 202 210 222

Nydri fontos | 139 151 183 | 140 152 106 110 174 174
Vajki alma 149 151 138 148 150 | 106 112 174 202 210

Liberty 149 151 132 150 106 114 118 émizﬁeté
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[I/a. *Daniel féle renet’” pollen morfoldgia:

II/c. ’Kanadai’ renet pollenmorfoldgidja:

-
100 pm '

II/e.” Nemes sovdri’ pollenmorfoldgidja:

S
5 X
&

100 pm

II/b. ’Entz rozmaring’ pollenmorfoldgidja:

100 pm

II/d. ’Liberty’ pollenmorfolégidja:

o0

100 pm

II/f. *Vajki alma’ pollenmorfolédgidja:

100 pm

- €
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[II/a *Marosszéki piros’flow cytometria III/b ’Cserepédnya’ flow cytometria

2012.07.11.007 2012.07.11.012
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[Il/c *Csikos 6rids’ flow cytometria
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