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1. BEVEZETES

A csonthéjas  gyumolcsfdk  termésbiztonsdga  genetikailag ~ meghatarozott
mechanizmusoktol €s a kornyezeti tényezoktol fiigg. Az egyik legfobb befolyasolo faktor a
termékenyiilési képesség, illetve a csonthéjas gylimdlesfajok tilnyomo tobbségére jellemzo
onmedddéség. Az eddig ismert legtobb informacié a diploid fajokra korlatozodik (pl.
6szibarack, mandula, cseresznye), mig hazankban gazdasagi szempontb6l a csonthéjas
gytimolcsfajok koziil a tetraploid meggy €s a hexaploid europai szilva tekinthetd kiemelkedo
jelentdséglinek. Jol ismert, hogy mindkét poliploid fajnak szdmos Onmeddd és
ontermékenyiild fajtajat termesztik.

A meggy termékenyuiléset iranyitd molekularis hattér megismerését célzo vizsgalatok
2001-ben indultak el japan és amerikai kutatok részvételével, és 6t év elteltével sikerult
tisztazni a jelenseg genetikai alapjait és a legfontosabb termesztett fajtak
onmeddd/ontermékenyiilé fenotipusat kialakitd, Ugynevezett S-genotipusat. Ezzel szemben
azonban mind a mai napig csak alig néhany eur6pai szilvafajta S-genotipusat sikerilt
meghatarozni. Tekintve, hogy Magyarorszagon a szilvat széles kdrben szaporitottdk hosszabb
id6n at ivaros uton, jelentds, genetikailag valtozatos novényanyag alakult ki, ami jo lehetoségeket
kindl az Onmeddd/Ontermékenyiilé fenotipust meghatarozé lokusz variabilitasanak vizsgalata
terén.

Az ilyen vizsgalatok a termékenyulési fenotipus megismerésén, vagyis e gazdasagilag
fontos tulajdonsdg molekularis héatterének tisztdzasan kivil a fajok kultdrevollcios
kapcsolatairol is szamos informéacidval gazdagithatja a gyimdélcsfajokra vonatkozd biologiai
ismereteinket, hiszen az eredmények akar a Prunus domestica régota vitatott eredetének

tisztdzasaban is segithetnek.



2. CELKITUZES

Vizsgalatunk az alabbi {6 kérdések koré szervezodott:

e hény S-allél azonosithatd a hexaploid szilvafajtakban?

o talalhatok-e kordbban nem azonositott, U S-ribonukleaz allélok?

o talalunk-e atfedést a szilva és a feltételezett sziiléfajok S-alléljai k6z6tt?

e a szilva S-allélok adnak-e informaciét az 6nmedddséget kialakitd 10kusz evolucidjara
vonatkozban?

e kimutathatok-e olyan mutéacidk az S-RN-az allélok vizsgalt szakaszan, amely kapcsolatba

hozhat6 az 6ntermékenyuléssel?

Ha vizsgélataink sikerrel végzdédnek, értékes informaciot nyerhetiink egy rendkiviil
komplex genommal rendelkezd kultirnévényrdl, melynek ploidszintje a buzdhoz hasonld
(hexaploid), ugyanakkor a szilva kromoszémaszama nagyobb (2n = 6x = 48), mint a buzéaé
(2n = 6x = 42), és a buzaval ellentétben a poliploid genom komponensei, azok eredete sem
ismert. Ez nyilvanval6 nehézséget jelent, ugyanakkor nagyban ndveli az elérhetd eredmények

Ujdonsagértéket.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Onmeddéség a névények vilagaban

A novények kiilonbozé mechanizmusokkal képesek megakadalyozni az
ontermékenyulést, ezzel biztositva a genetikai valtozatossdg fenntartasat (Haldsz, 2007). A
gametofitikus inkompatibilitds az idegentermékenyulést tdmogatdé és az oOntermékenyitést
gatldé mechanizmus (Weinbaum, 1985), melynek {6 célja a genetikai variabilitds fenntartasa
(Felipe és R. Socias i Company, 1992). A ndvények szamara ez egy igen hasznos szelekcios
elényt jelent, termesztési és gazdasagi szempontbol azonban az O6nmedddség hatranyos
tulajdonsagnak tekinthet6 (Halasz, 2007).

A gylimolestermé novények egyik legfontosabb termesztés-technologiai tulajdonsaga az
ontermékenyiilési képesség. Onmeddd fajtak termesztése esetén elengedhetetlen, hogy az
ultetvénybe a szikséges megporzést biztositd egyedeket telepitsiink, melyek nélkil a
gazdasigilag megfeleld mértékii gyiimolcskotddés nem érhetd el. Ontermékenyiild
gyumolcsfak hasznalatdval megtakarithato a pollent ado egyedek eldallitasa-fenntartasa soran
jelentkezé valamennyi koltség, egyszerlisodik szamos munkafolyamat az iiltetvényben, igy
azonos meéretli termdteriileten nagyobb és egyontetli termésmennyiség érhetd el. A genetikai
leromlads nem nyilvdnul meg a tovabbi generaciokban, hiszen a szilvafajtakat nem

magvetéssel szaporitjak.

3.2. Az onmeddoség genetikai hattere

A gametofitikus inkompatibilitas (GSI) tobb ndvénycsalad fajaira jellemzd mint a
genetikai valtozékonysagot fenntarté molekularis rendszer. Az onmedddség (SI — self-
incompatiblity) mechanizmusa két csoportra oszthato a ndévényvildgban: gametofitikus
inkompatibilitas (GSI) és sporofitikus inkompatibilitas (SSI). Mindkettd a ,,sajat” vagy
inkompatibilis  (genetikailag megegyezd) pollen elutasitasan alapuld mechanizmus
(Sankaranarayanan és mts., 2013). Sporofitikus inkompatibilitasi rendszer alakult ki a
Brassicaceae, Asteraceae és Convolvulaceae csaladokban. A gyumodlcsfajok kozil a
mogyordra (Corylus avellana) jellemz6, de ennek molekularis hattere még nem ismert. A
napjainkig legtlizetesebben a Brassicaceae csaladra jellemz6 SSI rendszert vizsgaltak,
amelyben egy, a bibében kifejez6dé S-receptor-kindz (SRK) gén jatszik kdzponti szerepet a
sajat pollen felismerésében és elutasitdsaban (Takayama és Isogai, 2005; Allen és mts., 2011).



A gametofitikus inkompatibilitas feltchetéen a legszélesebb korben elterjedt
mechanizmus az onmedddséget (SI) kialakitd rendszerek kozott, melyben két csoportot
kulonitenek el: az egyik az S-ribonukleaz (S-RN-4z) alapu rendszer, mely tobbek kozott a
Solanaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae, Plantaginaceae és Campanulaceae csaladokban
van jelen (Liu és mts., 2014; Sassa és Hirano, 2006). A masik egy komplex, a Papaveraceae
csalddban miikodd rendszer, mely egy jelatviteli kaszkad elinditdsdval az inkompatibilis
pollentomlék esetén azonnali novekedésgatlast és programozott sejthalalt okoz (Franklin-
Tong és Franklin, 2003; Minamikawa és mts., 2014). Az 6nmeddé fenotipust egyetlen 16kusz,
az un. S-l6kusz alakitja ki. A multiallélikus 16kusz egyrészt egy ribonukledz enzimet (S-RN-
az) (McClure és mts., 1990), masrészt egy S-haplotipusra specifikus F-box fehérjét kddol (Lai
és mts., 2002). Elébbi a bibe, utobbi a pollen fenotipusanak meghatarozasaért felelés. A
mechanizmus alapja e két fehérjetermék kozott lejatszoédd folyamat. A két fehérjét kodolo
gének kozotti tavolsadg kevesebb, mint 70 kb, ami a rekombinécid valdszinliségét minimalisra
csokkenti (Ushijima és mts., 2001; Charlesworth, 2010). Diploid névények esetében a pollen
fenotipusat haploid genotipusa hatarozza meg. Ha a pollenszem S-allélja megegyezik a bibe
két S-alléljanak barmelyikével, gatolt lesz a pollentomlé fejlodése, és a termékenyiilés nem
jon létre. Abban az esetben, ha a két gén barmelyikében bekdvetkezik egy mutacid, melynek
kovetkeztében a fehérje hibasan szintetizalodik vagy a fehérjeszintézis egyaltalan nem
lehetséges (pl. egy korai stop kodon kialakuldsa miatt), a termékenyiilés még azonos allélok
jelenléte esetén is 1étrejohet és a mutaciot hordozo egyed dntermékenyiild lesz. Ez a genetikai
elérehaladas szempontjabdl hatranyos tulajdonség, viszont termesztés-technoldgiailag igen
elényos. A pollenszemek mindkét esetben kicsirdznak a bibe feliiletén, de csak a kompatibilis
pollentomlé jut el az embridzsakig. Az inkompatibilis pollentomld fejlodése mar a
bibeszalban ledll, ennek kovetkeztében nagy mennyiségli kalloz halmozddik fel, ami
mikroszkdp segitségével jol tanulményozhaté (Halasz és mts., 2007; Milatovi¢ és Nikolic,
2007).

Az S-l1okusz altal kodolt gének a fejlodés soran valdsziniileg egylitt alakultak ki, a két
gén koevollcidja azonban egyelére nem bizonyitott. A Rosaceae, Plantaginaceae és
Solanaceae csaladokba tartozo fajok korében elvégzett vizsgalatok alapjan feltehetden a
pollentomldben kifejez6dd SFB fehérjéket kodolo allélok késdbb alakultak ki, mint a bibe S-
ribonukleaz alléljai (Newbigin és mts., 2008). A japanszilva egyike volt azon csonthéjas
fajoknak, melyeknél az S-RN-az génszekvenciajat meghataroztak. A szekvenciak filogenetikai
vizsgalata azt mutatta, hogy a Rosaceae csaladban talalhaté S-RN-4zok az alcsaladokra torténd
szétvalast kovetden, de a fajok kialakuldsat megel6zéen jottek 1étre (Yamane és mts., 1999).



Az S-l16kuszt kajszinal, mandulénal, &szibaracknal ¢€s cseresznyénél is a 6-0S
(Dirlewanger és mts., 2004), mig az Asteraceae csalddban a mezei katdngnal a 2-es
kapcsoltsagi  csoportba  térképezték (Gonthier és mts., 2013). Az Gszibarack
talalhato (,,Phytozome v9.1: Home” 2014). Alméanal az S-16kusz a 17-es kromoszdéman, azon

belul szintén a szubtelomérikus régidban talalhaté (Minamikawa és mts., 2010).

3.2.1.Az S-allél-rendszer bibekomponense: az S-RN-az enzim

Az S-RN-éaz egy ribonukledz aktivitasu (RNS-t hasitd) enzim és egyben glikoprotein,
mely a bibesejtekben szintetizalodik, és ezt kovetden kivalasztodik a sejten kiviili térbe,
pontosabban a bibeszal transzmisszids szévetébe (Cornish és mts., 1987). Ez a pollentomlé
novekedesenek helyszine, a bibeszal sejtkdzotti allomanya, mas néven stigmatoid szOvete,
ahol kialakul a gametofitikus inkompatibilitasi kapcsolat (Anderson és mts., 1989). Az S-
glikoproteinek igen nagy mennyiségben fordulnak el6 az érett bibe transzmisszids szoveteben,
de mennyiségiket befolyasolhatja a bibe fejlodési allapota is. A Nicotiana alata érett
virdgaiban az S-RN-azok nagyobb expresszidjat merték, mig éretlen bibékben ezek
expresszios szintje Kisebb volt (Cornish és mts., 1987). A Prunus salicina S-RN-az génjének
transzkripcids szintjét vizsgalva azt tapasztaltak, hogy Ontermékenyiilé fajta esetében az S-
RN-az transzkripcio szintje joval csekélyebb volt, mint az 6nmeddo fajtanal. Ezzel szemben a
pollen SFB génje mindkét esetben azonos transzkripcios szintet mutatott (Watari és mts.,
2007). Az S-ribonukleaz nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a ,,sajat” vagy inkompatibilis pollen
felismerésében és elutasitdsaban (Huang és mts., 1994). Glikoprotein természete ellenére nem
a cukorrész vesz részt a felismerési folyamatban, hanem maga a fehérje (Karunanandaa és
mts., 1994). Citotoxikus hatasa van a pollenre, tehat a sajat pollentomlébe bejutva képes
annak RNS molekulait lebontani, mig az idegen pollentomlé ndvekedésére nincs hatassal. Az
rRNS molekulak degradalasaval a fehérjeszintézist gatolja, ezt kovetden a pollentdmld
novekedeése leadll (McClure és mts., 1990; Liu és mts., 2009).

Az S-RN-az gén egy szignalpeptidet, két intront és 6t konzervativ régiét (C1, C2, C3,
RC4 és C5) tartalmaz, melyek a Rosaceae csaladban azonosak. Az RC4 régid kulénbozik a
Solanaceae C4 régiojatél, a tébbi homoldg a két csaladban. A szignélpeptid es a C1 régio
kozott talalhatd az 1. intron, a C2 és C3 régio kozott taldlhato a 2. intron, mely a
hipervariabilis régioba (HRV) ¢ékelddik. A hipervariabilis régi6é hidrofil aminosavakbdl all,
mely a globuldris fehérje felszinén elhelyezkedve szerepet jatszik az allélspecifikus



felismerési reakcioban. A C1, RC4 és C5 régiok biztositjak a fehérje szerkezeti stabilitasat,
nagy ardnyban tartalmaznak hidrofob aminosavakat (Ushijima és mts., 1998). A két intron
mérete allélspecifikusan valtozik, de a Prunoideae alcsaladban a 2. intron mérete altalaban

meghaladja az 1. intron méretét (1. abra).

5'—Szignalpeptid RHV .:-:.}3'

1. abra: A Rosaceae S-RN-az génjének felépitése (Sonneveld és mts., 2003). C1-C5 és RC4:
konzervalt régiok, RHV: hipervariabilis régio.

3.2.2. Az S-allél-rendszer pollenkomponense: az F-box fehérje

Elséként japankajszinal (Prunus mume) irtak le az F-box gént (Entani és mts., 2003)
mandulanal pedig elnevezték a gén altal kodolt fehérjét SFB-nek (S-haplotipus-specifikus F-
box fehérje) (Ushijima és mts., 2003).

Az F-box fehérje a portokban fejezddik ki, azon beliil is a tapétum szdvetében, a
mikrospdrakban, tovabba a pollenszemekben is megtalalhatd (Lai és mts., 2002). A F-boksz
fehérjék gyakran az E3 ubikvitin-ligdz enzimkomplex részei, igy feltételezték, hogy a I6kusz
altal kodolt, a pollenben kifejez6d6 fehérje dontd szerepet jatszik az S-RN-az enzimek
lebontasaban. Az F-box fehérje a 26S proteaszoma rendszer részvételével a nem sajat S-RN-
a4z molekulakat poliubikvitindlhatja, ami kivaltja ezek lebontasat a proteaszoma rendszerben.
Tehat az idegen fehérjék felismerésével tdmogatja az eltérd S-allélt hordoz6 pollentdmldk
fejlodését (Entani és mts., 2014; Ushijima és mts., 2004).

A magyar ‘Alex’ cseresznyefajta részletes vizsgalata azonban feltarta, hogy az idegen S-
RN-4z enzimek lebontasaban nem jatszanak szerepet a pollen SFB fehérjéi (Sonneveld és
mts., 2005). Ezt a feladatot ugyanis a pollentomlékben miikodd, az S-l6kusszal semmilyen
kapcsolatban nem all6, Un. altalanos fehérjelebontd rendszer végzi el. Inkompatibilis
kapcsolatnal a pollen SFB fehérje és az azonos allél altal kodolt S-RN-4z kozott stabil

intermolekularis kapcsolddas alakul ki, ami megvédi az S-RN-azt az altalanos fehérjelebonto



rendszert6l, igy megtorténik a pollentomlé RNS-einek degradalodasa, a megtermékenyités
elmarad. A lebontas sebességét értékelve azt tapasztalhatjuk, hogy a termékenyitést kovetd
18. dréban az S-RN-4zok még megtalalhatéak a pollentomlében mind kompatibilis, mind
inkompatibilis megporzast kovetden. A 24. 6rdban azonban mar majdnem valamennyi S-RN-
az degradalddott a kompatibilis keresztezésnél (Boivin és mts., 2014).

Az SFB és az S-RN-az gének gyakran forditott orientacioban helyezkednek el, és az SFB
gén egyetlen intront tartalmaz. Az eddig vizsgalt kajszi haplotipusok SFB génjének
orientacioja megegyezik (Romero és mts., 2004), mig a vizsgalt cseresznye, meggy, mandula
és japankajszi haplotipusok esetében ellentétes volt az S-RN-az génnel (Yamane és mtsai.
2003; Koichiro Ushijima és mtsai. 2003; Entani és mtsai. 2003). A gén egy F-box motivumot,
harom variabilis régiot (V1, V2, Vn) és két hipervariabilis régiot (HVa, HVb) tartalmaz (2.

abra).

52 [EBOK [V T )

2. dbra: Az S-haplotipusra specifikus F-box gén szerkezeti elemei. V1, V2 és Vn: variabilis régiok,
HVa és HVb: hipervariabilis régiok.

3.2.3. A gametofitikus inkompatibilitas poliploid fajoknal

A meggy (Prunus cerasus L.) allopoliploid névény, mely a csepleszmeggy és a cseresznye
hibridjeként alakult ki (Stockinger és mts., 1996). A poliploid fajokra is az ismert
inkompatibilitasi rendszer —milikddése érvényes, de a testi sejtek tObbszoros
kromoszomaallomanya miatt a pollenszemek sem lesznek haploidok. A pollenszemek tébb S-
haplotipust tartalmaznak, melyek csak akkor lesznek képesek eljutni az embriozsakig, ha az
allelok kozul egyik sem egyezik meg a bibe egyetlen S-alléljaval. Poliploid fajok kozil eddig
a meggy (Prunus cerasus) S-allél-rendszerét és mitkodését vizsgaltak részletesebben. Tobb S-
allélt és S-haplotipust azonositottak (Hauck és mts., 2002; Hauck és mts., 2006a; 2006b;
Yamane, és mts., 2006; Tsukamoto és mts., 2006; Yamane és mts., 2003). A meggy tetraploid
tulajdonsaganak koszonhetben eltér a diploid fajok S-allél-rendszerétdl: a pollenszem diploid,
mig a bibe négy S-alléllal rendelkezik. A sikeres Ontermékenyiléshez legalabb két
funkcioképtelen S-haplotipusnak kell jelen lennie a pollenben (Hauck és mts., 2006b). Az
eddig azonositott S-haplotipusok kozil 6t funkcidképes (Si, S4, Se, S, Sz6) VOIt, mig nyolc

10



funkcioképtelennek (S1’, Sem, Semz, S13°, Siam, Sa, Sq illetve Sqy) bizonyult (Hauck és mts.,
2002; Hauck és mts., 2006a; 2006b; Tsukamoto és mts., 2006; Yamane és mts., 2003). A
funkcioképtelen haplotipusok kozul harom a bibe oldalardl (Sem, Sem2 €S Si3m), ketté a pollen
oldalardl (S;’, Si3’), egy pedig mindkét oldalrol (Snu) mutansnak bizonyult. Ezeknél az
alleloknal tobb deléciot, inszerciot és szubsztiticiot azonositottak.

Az Spui haplotipus funkcioképtelenségét feltételezhetGen az S-l6kusz egészét, vagy
jelentds részét atfogd delécio okozza, mivel nem volt kimutathaté sem a bibe, sem a pollen
fenotipusat meghatarozo gén jelenléte (Hauck és mts., 2006b). Az SFB gén funkcidvesztését
az Sp’-allélnal egy 615 bp Ds elem okozza (Hauck és mts., 2006a), mig az S;3’-allél esetében
1 bézispar szubsztitucidja stop kodont eredményez (Tsukamoto és mts., 2006). Az Sgm-
haplotipus egy 2,6 kb inszerciét tartalmaz az S-RN-&z gén kodold részében (Yamane és mts.,
2003), mig az Sgmo- €s Sizm-allélok esetében 1 illetve 23 bazisparos delécié okozott stop
kodont (Tsukamoto és mts.,, 2006). A fentiek szerint az S-allélok funkciovesztése
leggyakrabban valamilyen inszercios esemény kdvetkezményeként alakult ki (Hauck és mts.,
2006a; Halasz és mts., 2014), ami arra utal, hogy a mozg6 genetikai elemek jelentds evolUcios
hajtoerdt képeznek, ami szamos esetben vezetett az Snmedddség megsziinéséhez.

A meggy oOntermékenyulése a funkcidoképtelen S-haplotipusok genomon beldli
felhalmozodasa kovetkeztében alakult ki, ami alapvetéen eltér a Solanaceae csaladba tartozo
poliploid novényekre jellemz6 Ontermékenyiilés genetikai hatterétél (3. abra). Ez utobbi
esetben minden olyan pollenszem, mely két kiilonbozé S-allélt hordoz, képes az
ontermékenyitésre még akkor is, ha mindkét allél jelen van a bibeszévetekben is. A meggy
esetében a heteroallélikus pollenszemek azonban nem képesek éntermékenyitésre, vagyis a
pollentomlében és a bibeszovetekben kifejez6dd S-allélok mikodése valtozatlan. Az
ontermékenyulés akkor alakulhat csak ki, ha a meggy négy S-haplotipusa koziil legalabb kettd
elveszitette funkcidjat valamilyen mutécié kovetkeztében. Amennyiben a pollentomldben és a
bibeszovetben kifejez6dd két kozos S-haplotipus egyike sem miikodoképes (akar a
pollentomlében, akar a bibében), nem alakul ki a specifikus felismerés az azonos
alléltermékek kozott, igy az dntermékenyulés lehetséges.

Erdekes jelenség, hogy a cseresznye hibridjeként kialakult meggy fajban talalhatd
szamos cseresznye S-allél, melyek funkcidvesztése cseresznye esetében mindezidaig nem volt
kimutathatd, meggy esetében azonban igazolddott. Ennek magyardzata a meggy tetraploid
genomjaban kereshetd, a poliploid faj esetében ugyanis a bekovetkezett egyetlen mutaciéo nem
valtoztatja meg a pollen fenotipusat (nem lesz képes dntermékenyitésre), hiszen a masik alleél
funkcioja sértetlen. Ezért a sérilt allélok szelekcids kovetkezmény nélkil felhalmozddhattak a
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meggypopulaciokban, és az dntermékenytilés csak akkor alakult ki, ha olyan egyed jott létre,
mely két mitkodésképtelen S-alléllal rendelkezett (Hauck és mts., 2006; Tsukamoto és mts.,
2006).

A Solanaceae

—
Poliploidia

5,8, 5,5,5.5,

W

Poliploidia Els6 mutacio

B Prunus

S8, 5,8,558, 5,5,558; 5,5,555,

3. &bra: A gametofitikus inkompatibilitds miikodése a poliploid Solanaceae (A) és Prunus (B)
fajokndl. A Solanaceae csaladban a heteroallélikus pollen kdvetkeztében kdzvetlendil
ontermékenyiilové valik az egyed. A Prunus fajokndl nem sziinik meg azonnal az
onmedddség, mert tetraploid fajoknal minimum két, funkcioképtelen S-haplotipusra van
szikség az ontermékenylés kialakulasahoz (Hauck és mts., 2006a). A miikodésképtelen
allélokat betiivel (a, b) jeloltik.

3.2.3.1 Prunus salicina Lindl. - japanszilva

A japanszilva diploid faj, mely Kinabdl szarmazik, de késObb Japanban termesztették
jelentés mértékben. A XIX. szazad végén atkeriilt Eszak-Amerikaba, ahol nemesitési céllal
keresztezték néhany amerikai szilvafajjal (Faust és Suranyi, 1999). A termesztett japanszilva
faj képvisel6i igy tulajdonképpen interspecifikus hibridek, melyek pedigréjében a Prunus
salcinan kivll megtalalhaté a P. americana, P. hortulana, P. munsoniana, P. simonii és P.
cerasifera is (Okie és Weinberger, 1996).

Els6ként a ‘Sordum’ fajta S-genotipusat hataroztak meg (S.Sp) (Yamane és mts., 1999).
Guerra és mts., 2009). Tébb mint 100 fajta S-genotipusa ismert, melyeket 19 inkompatibilitasi
csoportba soroltak (Haldsz és mts., 2007; Guerra és mts., 2009). Ontermékenyiilé fajték is
ismertek, melyek tobbsége az Sc-allélt hordozza. Tudott, hogy a pollen SFB gén miikddése
sérilt, de az ontermékenyilés molekularis hattere japanszilva esetében a mai napig nincs

tisztazva.
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3.2.3.2. Prunus cerasifera Ehrh. - cseresznyeszilva

A cseresznyeszilva tobbségében diploid, de tetraploid és hexaploid valtozatok is
vannak. A cseresznyeszilva elsé 6t S-RN-az alléljat Sutherland és mts. (2004b) irték le.
Késobb, 25 cseresznyeszilva vizsgalataval az ismert allélok korét 15-re bovitették (Sutherland
és mts., 2008; 2009). Meghataroztdk az S-RN-az gén két intronjanak, illetve az SFB gén
intronjdnak méretét, az S-RN-az allélok DNS szekvencidjat, és konnyebb azonositasuk
érdekében allélspecifikus primereket terveztek (Sutherland és mts., 2009). Mikroszkdpos
pollentomlé-ndvekedési vizsgalat soran 12 egyedbdl nyolc ontermékenyiilének bizonyult,
melyek kozott feltételezhetéen homozigota genotipusok is voltak (S;S;). Az Sp-allél
funkcioképtelen és funkcioképes valtozatat is megvizsgaltak, de az dntermékenyilést okozo
RN-az promoter régidjaban, vagy az SFB génen belul illetve annak kdzelében kovetkezhetett
be.

3.2.3.3. Prunus spinosa L. - a kokény

A kokény allotetraploid, 2n = 4x = 32, 6nmedd6é faj (Nunes és mts., 2006).
Ploidszintjevel kapcsolatban jelentds variaciorol szdmoltak be: 2n = 16, 24, 32, 40, 43, 44, 48,
53, 56, 59, 64 (Baiashvili, 1980). A Kaukazus-hegységben talalt kokényegyedeknél szintén
eltéré kromoszomaszamokat azonositottak: 2n = 16, 32, 48, 64 és 96 (Zohary, 1992). Nunes
és mts. (2006) huszonegy SFB-allél DNS-szekvenciajat hataroztak meg, melyek kozul hét

esetben a teljes haplotipust (SFB + S-RN-az gén) szekvenalasat is elvégezték.

3.2.3.4. Prunus domestica L. — hexaploid szilva

A P. domestica hexaploid (2n = 6x = 48), hatszoros kromoszomaallomannyal rendelkez6 faj.
Hozzéavetdleg az ismert fajtdk fele 6nmeddd, masik fele ontermékenyiild. Eddig harom S-
alléljat azonositottak, melyeket Ss-, Sg-, Sg-allélokként jel6ltek (Sutherland és mts., 2008). Az
Ss-RN-az génjenek 2-3. exonja és SFB génje ker(lt azonositasra, a tébbi S-ribonukleaz allel 1-
3. exonjat és SFB génjét publikaltak (Sutherland és mts., 2008).
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3.3. A szilvafélék jellemzése

Az eurdpai szilva (Prunus domestica L.) a Rosaceae csaldd Prunoideae alcsaladjaba tartozo,
gazdasagi szempontbol jelentds faj. A csaladon beliil tobb fajcsoport 1étezik, melyek koziil
egyik az Euprunus. Ide tartozik példaul a damaszkuszi szilva (damson), az eurazsiai szilva
(bullace), a z6ld-ringld, a kokény, valamint az eurdpai szilva (Prunus domestica) is, melyet
elsésorban Kozép-Eurdpaban termesztenek csonthéjas terméséert.

A szilva egyike lehetett az els6 gyliimolcstermd novényeknek, melyek felkeltették az
ember érdeklédését. A harom, jelenleg legfontosabb faj a szilvafélék kozott a Prunus
domestica, Prunus salicina (japanszilva) és a Prunus simonii (kinai szilva). Ezek vadon nem
fordulnak el6, igy valdsziniisithet, hogy igen koran termesztésbe vették éseiket, és emberi
beavatkozasnak koszonhetéen jottek létre. A P. domestica termesztésbe vétele Kelet-
Eurdpaban kezdddhetett meg, mig a P. salicina és P. simonii fajok Azsia teriiletén kezdtek
hoditani.

A Prunus nemzetség botanikai jellemzésekor tébb elmelet is szlletett. A XVIII. szazad
elején John Ray, Joseph Pitton de Tournefort, Johann Jacob Dillenius, és Herman Boerhaave
botanikusok a Prunus nemzetségbe egyediil a szilvaféléket helyezték. Linné ezt koveten
bévitette ki a Prunus nemzetséget ide sorolva még a cseresznyét, a kajszit és hét masik

csonthéjas gyliimolcsot termd fajt (Faust és Suranyi, 1999).

3.3.1. Az europai szilva (Prunus domestica) szdrmazasa

A Rosaceae csalad elvalasa a Rosales rend tobbi tagjatdl 63-72 millié évvel ezelétt tortént
meg a Kréta korban Eszak-Amerika teriiletén. A Prunus nemzetség Kelet-Azsiaban jelent
meg mintegy 56-67 milli6 évvel ezelétt a Bering-foldhid jelenlétének koszonhetéen. Az
eurdpai szilvafélek (Prunus spinosa, Prunus cerasifera, Prunus domestica) az eurazsiai
szilvafélékt6l 31 millid évvel ezel6tt valtak szét (Chin és mts., 2014).

A Prunus domestica szarmazasarol tobb elmélet is 1étezik, irodalmi adatok szerint sei
kozott szerepelhet a Prunus cerasifera (cseresznyeszilva) és a Prunus spinosa (kdkény)
(Crane és Lawrence, 1934). A két faj — ahogy sokan a Prunoideae alcsaladban — képesek
egymassal hibridizalni. A Kaukazus-hegységben mindkét faj megtalalhatd, keresztezésiikbol
steril, triploid egyedek keletkeznek (Rybin, 1936). A két faj mesterséges keresztezésébol
szarmazo triploid utédok mellett megjelend nagyobb és robusztusabb egyedeket az eurdpai

szilva jboli eldallitasanak konyvelte el. Rybin azt az elméletet is fenntartotta, mely szerint az
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eurdpai szilva a duplikalddott P. cerasifera és a tetraploid P. spinosa hibridje lenne (Rybin,
1936). Ujabb keresztezési Kisérlet soran az elsé generacié még majdnem teljesen steril volt,
mig a késébbi generaciok 50%-a mar hexaploid és fertilis lett (Endlich és Murawski, 1962).

A Prunus cerasifera, kdzismert nevén cseresznyeszilva, vagy mirobalan, az eurdpai
szilva legelterjedtebb alanya. Gyenge novekedésii, gyakran tovises bokorszerii fa. A balkani
teriileten, a Kaukazus-hegységben és Délnyugat-Azsidban Gshonos faj. A cseresznyeszilva
diploid, de talalhatok tetraploid és hexaploid valtozatok is. Képes keresztezddni szilvafélékkel
és mas Prunus fajokkal, igy sok hibridjét tartjak szamon (Watkins, 1981).

A Prunus spinosa, vagyis a kokény tetraploid, szintén tovises, bokor habitusu faj. Kis,
sotétkék termése savanykas-fanyar izii. Mind a P. cerasifera, mind a P domestica képes vele
keresztez6dni. A P. spinosa x P. domestica keresztez6désébdl jellemzden pentaploid, steril
hibrid keletkezik, mely P. fruticans (Weihe) néven ismert. Az eurdpai szilva szarmazasa
meglehetésen komplex, hiszen a P. spinosa is feltehetéen allopoliploid faj, két kiilonb6zo
genomot tartalmaz (Salesses 1973). Egy maésik elmélet az eurdpai szilva allopoliploid
szarmazésat céfolja, mely szerint az egyediili 6s a P. cerasifera 2x, 4x, vagy 6x
kromoszomaszammal rendelkez6 valtozata lehet (Zohary, 1992).

Horvath és mts. (2011) a harom faj (Prunus domestica, Prunus cerasifera és Prunus
spinosa) genetikai szerkezetét hasonlitottdk Ossze Kkloroplasztisz DNS és SSR markerek
segitségével. Osszesen 80 szilva, 36 cseresznyeszilva és 14 kokénygenotipus szerepelt a
vizsgalatban. Az eredményeket tekintve nagyobb allélgazdagsagot talaltak a P. cerasifera és
P. spinosa egyedeknél, mint az eurdpai szilvanal, ahol csak o6tféle cpDNS-haplotipust
azonositottak, melyek kozll az egyik 80%-ban fordult el6. A haplotipusokat csoportositva a
Prunus spinosa kiilon, mig a Prunus domestica és a Prunus cerasifera kzos csoportba kertlt.
Egy Prunus domestica haplotipus volt csak kozelebb a Prunus spinosa haplotipusahoz. Az
SSR analizissel egyértelmiien megkiilonboztetheté volt a harom faj. Az eredmények nem
zartdk ki, hogy a Prunus domestica a Prunus cerasifera és a Prunus spinosa hibridizacioja
sorén jott létre, de a Prunus cerasifera minden bizonnyal az egyik Os, legalabbis anyai
vonalon (Horvath és mts., 2011). Ujabb eredmények szerint az eurdpai szilvafélék (Prunus
spinosa, Prunus cerasifera, Prunus domestica) k6zos 0st6l szarmaznak, mely a Turgai-tenger
eltiinését kovetdn terjedt tovabb Nyugat-, majd Kozép-Azsia teriiletére az oligocénban (Chin
és mts., 2014).
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3.3.2. A szilva termesztése, jelentésége

Vilagviszonylatban a szilvafélék évi atlagos termésmennyisége 11 millié tonna koruli értéket
ért el 2012-ben (Faostat, 2014). Ebbe beletartozik az eurdpai szilva mellett az USA-ban, Dél-
Eurépaban és Azsiaban széles korben termesztett japanszilva és a kevésbé jelentés kokény
termésmennyisége is. A szilvatermesztésben elsé helyen all Kina, melyet Romania és Szerbia
kovet. Magyarorszagon a terméteriilet az elmualt hisz évben drasztikusan lecsdkkent: mig a
90-es években 20 ezer hektar feletti volt a terméteriilet, 2001-ben 10 ezer hektarra, 2012-ben
pedig kozel 6 ezer hektarra csokkent. A termésmennyiség hazankban ezzel parhuzamosan
csokkent, az évi atlagos termes 40 ezer tonna. A csonthéjas gyumdolcsok kozott a szilva igen
elokeld helyet foglal el, ehhez hasonldé mennyiséget csak meggybdl termesztiink (Faostat,
2014).

3.4. Az europai szilva (Prunus domestica) S-allél-rendszere

Ha az oOntermékenytlés molekularis hattere azonos a meggy esetében leirt
mechanizmussal, ahol minimum két funkcidképtelen S-haplotipusra van szlkség az
ontermékenyilés kialakulasahoz, akkor a hexaploid Prunus domestica esetében csak harom

funkcidjat vesztett haplotipus egyiittes jelenléte okozhat dntermékenyiil6 fenotipust (4. abra).

pollenszemek

123 496

ab4 abe

pollentémlé
maghaz

85,5555, 8,5,5.5,5:5;

4. abra: A gametofitikus inkompatibilitas feltételezett miikodése a hexaploid Prunus domestica
esetében: egy, vagy két mutans allél (a,b) még nem okoz ontermékenyilést. Ha a pollen mindharom
allélja funkcioképtelen (a,b,c), létrejohet az dntermékenyulés.
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A poliploid fajok haplotipusaiban gyakrabban fordulhatnak el6 mutaciok, amivel
megmagyardzhatd lehet az eurdpai szilva fajtainak tobbségere (Besztercei szilva, Haroma,
Jojo) jellemz6 Ontermékenyiilés (Nyéki és mts.,, 2012). Feltételezhetdé, hogy az
ontermékenyiilés genetikai hattere a meggyhez hasonloan a funkcioképtelen S-haplotipusok
genomon belili felhalmozodasanak koszonhetd, jollehet erre a mai napig nincs kdzvetlen

bizonyiték.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. Vizsgélt névényanyag
A kisérletek soran 17, gazdasagi szempontbdl jelentés eurdpai szilvafajtat (Prunus domestica

L.) vizsgaltunk (1. tabldzat). A mintdk a Budapesti Corvinus Egyetem Soroksari Kisérleti

Uzem és Tangazdasag iiltetvényébdl szarmaznak.

1. tablazat: A vizsgalt fajtak pedigréje, termékenyiilési viszonya és javasolt pollenaddi (Nyéki

és mts., 2012. ; Suranyi, 2006)

Termékenyulési viszonya

Javasolt pollenadoi

Fajtanév Pedigré
. Althann ringlé nem ismert
Stanley x
. Bluefre .
President

~ Wangenheimer
. Cacanska lepotica .
x Besztercel

Fellenberg x
. Elena
Stanley
. Empress -
Cacaks Beste x
. Haganta
Valor
) President x
. Hanita
Auerbacher
(Ortenauer x
. Haroma Stanley 34) x
Hanita
. Ortenauer x
. Jojo

Stanley

onmeddo6

részben ontermékenyiild

részben ontermékenyiild

(21%)

ontermékenyiild
onmeddo

részben ontermékenyiild

ontermékenyiild

ontermékenyiild

ontermékenyiild

Ageni, Cacanska rodna,
Debreceni muskotaly,
Sermina, Zold ringlo.

Besztercei szilva,
President, Ruth
Gerstetter, Stanley.
Cacanska rana,
President, Montfort és
Ruth Gerstetter.

President
Cacanska lepotica,

Hanita és a Katinka.
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Fajtanév Pedigré Termekenyulési viszonya Javasolt pollenadoi
Ortenauer x
10. Katinka Ruth ontermékenyiil6 -
Gerstetter
Ortenauer x
11. Presenta ) ontermékenyiild -
President
Althann ringld, Bluefre,
Cacanska lepotica,
12. President nem ismert onmeddo Cacanska rodna,
Debreceni muskotaly,
Sermina, Stanley.
o Ageni, Althann ringlé,
_ . regiolasz
13. Sermina (ringld) it onmeddo Cacanska rana,
ajta . .
Debreceni muskotaly.
Besztercei szilva,
Agen x .
14. Stanley (részben) 6ntermékenyiilé6  Bluefre, President, Ruth
Grand Duke
Gerstetter.
Cacaks Beste
15. Topend Plus ontermékenytild -
x Valor
Cacaks Beste
) Auerbacher, Cacanska
16. Topfive X részben Ontermékenytiild ]
lepotica
Auerbacher
Cacak's
17. Tophit Beste x részben Ontermékenytiild -
President

4.2. DNS-alapu vizsgéalatok

4.2.1. DNS-kivonas

A novények genomi DNS-tartalmat DNeasy Plant Mini Kit segitségével vontuk ki a

levelekbdl (Qiagen). Az extrakciot kovetden GeneQuant II RNA/DNA spektrofotométerrel

mértiik meg a DNS-koncentraciot (Pharmacia Biotech).
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-z =7

A PaConsl-F, (fluoreszcens jelolés: FAM) és EM-PClconsRD az elsé intronrégid
amplifikécidjahoz (Sonneveld és mts., 2003; Ortega é€s mts., 2005), mig a masodik intronrégio
amplifikaciéjadhoz az EM-PC2consFD és az EM-PC3consRD konszenzus primerpart
hasznaltuk (Sutherland és mts., 2004) (2. tablazat). A PCR elegy 25 pl végtérfogatban
készult 40-60 ng DNS, PCR puffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 mM primerek és
0,625 U Tag-polimerdz (Fermentas) felhasznélasaval. A PCR-t PTC 200 (MJ Research)
tipusu késziilékben végeztiik a primerekhez kozolt, eltéré protokollok alapjan.

A PCR-t kovetéen 1%-0s TBE agaroz-gélelektroforézis segitségével valasztottuk el a
fragmentumokat (45 perc, 85 V). Etidium-bromid és UV-fény segitségével tettilk lathatova a
DNS-t, mely utan kivalasztottuk a kiilonb6z6 hosszusagu fragmentumokat.

Az S-RN-az elsé intronrégiot tartalmaz6d PCR-fragmentumok méretének meghatarozasa
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata DNS-szekvenatorral
tortént, amihez az 5’ végen fluoreszcensen jelolt forward primereket hasznaltunk a PCR

sorén. A kapott adatokat a Peak Scanner programmal (Applied Biosystem) elemeztuk.

2. tablazat: A PCR soran hasznalt primerek nukleotidsorrendje

Primer Szekvencia 5'-3' Forras
PaConsl-F MCT TGT TCT TGS TTT YGC TTT Sonneveld és mts., 2003
CTTC

EM-PClconsRD GCC AYT GTT GMA CAA AYT GAA Ortega és mts., 2005
Sutherland és mts.,
EM-PC2consFD TCA CMATYC ATG GCC TATGG 2004
Sutherland és  mts.,
EM-PC3consRD AWS TRC CRT GYT TGT TCC ATT C 2004

Az S-RN-&z masodik intronrégiojat tartalmazo PCR-fragmentumok esetében DNS-

szekvencidjukat hataroztuk meg.
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4.3. PCR-termékek klénozasa

4.3.1. Ligalas
Kovetkez6 1épésként a masodik intronrégio alapjan kivalasztott PCR-termékeket ligaltuk 4°C-
on egy ejszakan keresztul a pTZ57R/T Easy Vector System (Fermentas) vektor, 20-50 ng
PCR-termék, 5x ligalo puffer, 3 U T4 DNS-ligaz és MilliQ viz felhasznélaval.

4.3.2. Transzformalas
A ligacios termekeket a JIM109 kompetens sejtekkel transzformaltuk. A ligacios terméket
tartalmaz6 csovek lecentrifugalasat kovetden jégen tartva Ovatosan hozzdadtunk 50 pl
kompetens sejtet. LAgyan megkopogtatva a csdveket 6sszekevertiik az elegyet majd 20 percre
jégre tettiik. Ezt kovetden 45-50 masodpercig tettik 42°C-os vizflirdébe, majd rogton jégre 2
percig. Hozzaadtunk 950 ul LB folyékony, ampicillinmentes taptalajt, majd 30 percig
inkubaljuk 37°C-on 150 rpm fordulatszammal razatva.

4.3.3. Szélesztés
A transzformalt sejtkulturdkbol 50 és 100 pl-nyi szuszpenzidt —szélesztettiink
LB/ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalajon: 10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztikivonat,
10 g/l NaCl, 7 g/l agar, 100 ng/ml ampicillin pH=7. A plate felszinén 100 nl 100mM IPTG-t
és 50 nl 50 mg/ml X-galt oszlattunk szét. A plate-eket 37°C-on inkubaltuk forditott
helyzetben egy éjszakan at.

4.4.4. Kék-fehér szelekcio, kolonia PCR
A plate-eken megjelend kék és fehér telepek koziil a fehér szintiek tartalmazzak a plazmidot,
igy ezeket egy fogpiszkalo segitségével egyenként eltavolitottuk és hozzdadtuk a PCR-
elegyhez. Ezt megel6zéen hozzaérintettiik egy LB/ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalaju
plate-hez, (gynevezett masterplate-hez. A masterplate-re mentett telepek biztonsagi
tartalékként szolgalnak a plazmid DNS-izolalasa soran.

A kolonia PCR elegye a primert (M13) leszamitva megegyezik a masodik intronrégio

PCR elegyének 0sszetételével. Az amplifikaciot kovetéen 1%-0s TBE agar0z gélben
vélasztottuk szét a PCR-termékeket, a kiilonb6z6 méretli fragmentumokat jeldltiik ki a DNS
izolalaséra.

4.4.5. Plazmid DNS izolalas, szekvenalas, szekvenciaelemzés
A plazmid DNS-eket a Plasmid Mini Kittel (Qiagen) izolaltuk. A sikeres szekvenalashoz
szilkséges 100 ng/ul koncentracioji DNS-mennyiseget GeneQuant 1l RNA/DNA

spektrofotométerrel ellendriztiik.
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Az izolalt DNS-ek szekvenalasa az ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied 22
Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) automata DNS-szekvenatorral tortént. A DNS-
szekvenciak homoldgiavizsgélatdhoz az NCBI BLAST szoftveréet (Altschul és mts., 1990), a
szekvencidk illesztéséhez a BioEdit 7.2.0. (Hall, 1999) és a filogenetikai analizishez a
MEGAG6 (Tamura és mts., 2013) programot hasznaltuk. A szomszéd-6sszevono (neighbor-
joining) modszerrel készitett kladogram statisztikai ellenérzéséhez bootstrap-analizist
hasznaltunk 1000 ismétléssel.

Az evolvalodas tlitemét jelzd molekularis ora vizsgalatot Tajima 1D (Tajima, 1993)
maodszerével végeztik el a MEGADS szoftverrel (Tamura és mts., 2011). Ha P<0,05, elvethet6
az azonos ltemul evolvalddas a vizsgalt leszarmazasi utvonalakon. A vizsgéalatban harom

=77

hézagok kiveételével.
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2. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Az eurdpai szilva hexaploid gylmdlcsfaj, melynek fajtdi kozott egyarant ismerlink
ontermékenyiild ¢és 6nmeddd fenotipusuakat. A termékenyilési fenotipust szabalyozd S-
I6kusz allélvaltozatai kozil eddig minddssze harom S-RN-az allél azonositasarol szamoltak
be, melyeket Ss, Sg €s Sg néven irtak le (Sutherland és mts., 2008). Tovabbi S-RN-az allélok
kimutatasahoz a gén két intronrégiojanak PCR-amplifikalasat alkalmaztuk.

-7z

Az 1. intron amplifikalasahoz fluoreszcens jellel ellatott primerpéart hasznaltunk, a PaConsl-F
(Sonneveld és mts., 2003) és az EM-PClconsRD (Ortega és mts., 2005) primereket. A
fragmentumok hosszat automata szekvenator segitségevel hataroztuk meg a fluoreszcens jelek
detektalasaval (ram). A szilva hexaploid tulajdonsaga révén vart 6 fragmentum ellenére a
meghatarozott fragmentumok szama mintanként 3 és 5 kozott volt. Az amplifikécio a
‘Cacanska lepotica’ fajta esetében nem volt sikeres. Osszesen 18 db fragmentumot
amplifikaltunk, melyek mérete 232 és 416 bp kozott valtozott. Fajtanként 3-5 fragmentumot

detektaltunk. A fajtanként detektalt fragmentumok szama és hossza az 5. abran lathato.
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5. &bra (1. rész): A 16 szilvafajta automata szekvenatorral meghatéarozott 1. intronok méretei (bp): 1.
‘Althann ringlé’, 2. ‘Bluefre’, 3. ‘Cacanska lepotica’, 4. ‘Elena’, 5. ‘Empress’, 6. ‘Haganta’, 7.
‘Hanita’.
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5. abra (folytatas): A 16 szilvafajta automata szekvenatorral meghatéarozott 1. intronok méretei (bp):

8. ‘Haroma’, 9. ‘Jojo’, 10. ‘Katinka’, 11. ‘Presenta’, 12. ‘President’.
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5. &bra (folytatas): A 16 szilvafajta automata szekvenatorral meghatarozott 1. intronok méretei (bp):
13. ‘Sermina’, 14. ‘Stanley’, 15. ‘“Topend Plus’, 16. ‘Topfive’, 17. ‘Tophit’.

A leggyakoribb allélméretek 376 bp és 404 bp hosszusaguak voltak, melyeket 11
fajtdban taldltunk, valamint a 374 bp és 384 bp, melyek 6 fajtaban voltak azonosithatok (3.
tablazat). A 325 bp fragmentum 5 fajtaban, a 232 bp, 365 bp és 416 bp DNS-szakasz 3

26



fajtaban, a 328 bp, 388 bp, 390 bp, 393 bp, 410 bp, 411 bp fragmentumok 2 fajtdban, mig a
296 bp, 350 bp, 372 bp és a 382 bp fragmentumok csak egy fajtaban voltak jelen.

5.2. Az S-RN-4z gén 2. intronrégidjanak analizise

A masodik intronrégio felszaporitasa az EM-PC2consFD és az EM-PC3consRD primerekkel
val6sult meg (Sutherland és mts., 2004b), mely a C2 és C3 régidk kdzotti szakaszt érintette a
hipervaridbilis régioval és az ebbe ¢kelddd 2. intronnal. A fragmentumok mérete joval
nagyobb variabilitdst mutatott 288 és 3000 bp kozotti értékekkel, fajtankent 4 és 6 allél volt
kimutathato (6. abra, 3. tablazat). A 6-ndl kevesebb allélt mutatd fajtdknal ezen
vizsgalatokkal nem lehet megallapitani, hogy van-e olyan allél, amely toébb példanyban van
jelen (homozigéta formaban), vagy esetleg az alkalmazott primerekkel nem volt sikeres az
amplifikacio.

A Kkldnozéas és a szekvenalas 14 fajtanal volt sikeres, igy mintanként 1-4 fragmentum
nukleotidsorrendjét tudtuk meghatarozni. Szdmokkal jel6ltik Sio-tdl Sie-ig azon allélokat,
amelyeknek meghataroztuk DNS-szekvenciajat (6. é&bra), és valamennyi allélt
keresdszekvenciaként haszndlva BLASTN homologiavizsgalatot végeztink az NCBI

GenBank adatbéazisan.

2000
1500

1000
750

500

250

6. abra: Szilvafajték Prunus S-RN-&z gén maésodik intronrégiojat amplifikalo, konszenzus
primerekkel (EM-PC2consFD és az EM-PC3consRD) végzett PCR-vizsgalatanak eredményei. 1.
‘Althann ringlo’, 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’.
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A ‘Haganta’ fajta esetében (6.) csak egy allél szekvenalasa €és azonositasa sikeriilt, mig
‘Katinka’ (10.) esetében 4 allél nukleotidsorrendjét hataroztuk meg. A Sutherland és mts.
(2008) altal korabban azonositott harom szilva S-allélt is kimutattuk az altalunk vizsgalt
fajtakban, igy az 1-4., 10-12., 15. és 16. fajtak az S¢-allélt hordoztak, mig a ‘Haganta’ fajta az

Ss, a ‘Jojo’ fajta az Sq-allélt.
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3. tablazat: Az els6 és a masodik intronrégiok méretei alapjan meghatarozott S-genotipusok a 17 szilvafajtaban.

Fajta

1. intronrégié méretei 2. intronrégié méretei

Althann ringld

S-genotipus

Bluefre

S6512517522

Cacanska

S6511514516

Elena

Se

562 |

Empress

S6512516917

LTl 1465

Haganta

S11513514518

497

Hanita

S5512514516520

X IN|O NI WIN e

Haroma

S11512514S16

9. Jojo

S12514516

10. Katinka

S9510512515516

11. Presenta

S6512518919510

810 ~2000

12. President

S6510914915520

~2000

13. Sermina

S6511514516520

14. Stanley

S12513516S18522

15. Topend Plus

16. Topfive

17. Tophit

S10512514S16521

S6512516517520521

S6512516917

S6514520921522

crer

mutatja, melyek DNS-szekvenciajat meghataroztuk.
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Az elsé intronrégiok méreteinek meghatarozasa és a masodik intronrégiok mérete,
valamint nukleotidsorrendjeinek ismerete kelld informaciot nyhjt a két régié egymashoz
rendeléséhez, tehat az esetek tobbségében lehetséges volt az adatok alapjan az egyes S-RN-az

allélok egyedileg jellemz6 exon-intron szerkezetének meghatarozésa (7. abra).

s R —B |
s, (1384 — 483 |

s, e —22 ]

S, 1388 1332

sy PR 10 .' |
s, [ 404 } 774 I

s, [ 393 ] 685 |

A T e N — T3000. s ] |

7. dbra: Az europai szilva kordbban publikalt (Ss, Ss; Sg) €s altalunk azonositott (S;o-S,5) S-
ribonukledz alléljainak szerkezete. A négyzetek az exonokat, a vonalak az intronokat jelolik. A
szaggatott vonallal jel6lt intronok nukleotidsorrendje nem ismert, méretilket az agar6zgél-
elektroferogram alapjan becsiltik. A szdmok az intronrégidk méretét mutatjak (bp).

A mar ismert 3 szilva S-allél 1. intronrégié méreteit eddig még nem kdzolték,
eredményeink alapjan az Ss esetében 382 bp, az Sg esetében 384 bp, mig az Se-allélnal 388 bp
hosszi. Az Ss-allelt korabban a ‘Bluerock’ fajtaban, az Sg-allélt a “Verity’ fajtaban
azonositottak (Sutherland és mts, 2008). A szekvenciadatok alapjan az eddig ismeretlen
allélok elnevezését a korabbi szamsort kdvetve Sio-t6l Sie-ig adtuk meg. Harom allél az 1. és
2. intronrégio méretei alapjan egyértelmiien Ujnak tekinthetd, és bar szekvenciaadat nem all
rendelkezésiinkre, a megkiilonboztethetéség miatt Syg, Sp1 €S Sy névvel jeldltik ezeket. Az
elsé intronrégiok koziil a leggyakoribb 376 bp hosszd fragmentum feltételezhetéen a masodik
intron alapjan elnevezett Sig-allél. Az Sy-allél, mely az elsé intronok alapjan a ‘Presenta’,

‘President’, ‘“Topend Plus’, ‘“Tophit’ fajtakban van jelen, a masodik intronrégiokrol készitett
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agardz gél fragmentumai alapjan valdsziniisitheté, hogy ez az allél ugyanugy megtalalhato a
‘Haganta’, ‘Jojo’, ‘Katinka’, valamint a ‘Tophit’ fajtakban is. A plazmid-alapu vektorokkal
2000 bazispar feletti, és ritkan sikeres az ilyen méretii PCR-fragmentumok transzformacioja.
Az Syi-allél egyértelmiien elkiilonithetd mind az els6, mind a masodik intronrégiok
mérete alapjan. A ‘Stanley’, ‘Topend Plus’ és ‘Tophit’ fajtakban van jelen, mely allél
masodik intronjanak hossza 300 bp koruli. Az Sig-allélt tekintve az elsé intron alapjan az
klonozasa csak a ‘Katinka’ esetében volt sikeres, viszont a gélen jol azonosithato, hogy ez a
fragmentummeéret megtalalhaté a méasik két fajtdban is (6. abra). Az Sy,-allél harom fajtaban
van jelen. A kromatogramok alapjan a ‘Sermina’ és a ‘Tophit’ tartalmazza a 365 bp méretli
elsd intront, a méasodik intron tekintetében ez a 3000 bp feletti fragmentum lehet, melynek

klonozasa és szekvendlasa egyik fajtanal sem volt sikeres (6. abra).

5.3. Az eurgpai szilva S-RN-az allélszekvencidinak elemzése

A nukleotidsorrend ismerete nélkiil, illetve a nyilvanos adatbazisban szerepld
allélszekvenciakon elvégzett homoldgiavizsgalat hianyaban minden kétséget kizaré6 modon
nem erdsithetd meg az allélazonossag. Osszesen 34, az S-RN-az gén masodik intronrégidjarol
amplifikalt PCR fragmentumot klonoztunk, majd 2-3 ismétlésben meghatéroztuk ezek DNS-
szekvencidjat. A fragmentumok 13 S-RN-az allélt reprezentaltak 14 fajtdban. A szekvenciakat
BLASTN homologiavizsgalattal ellendriztilk, ami igazolta, hogy az adatbazisban szerepld
harom S-RN-az allélon (Ss, Sg és So) kivil 10 tovabbi, eddig nem ismert allélt talaltunk. Ezek
mindegyikét egyedi szekvencia jellemzi, kilonos tekintettel az allélspecifitas kialakitasban

dont6 szerepet jatszo (Matton és mts., 1997) hipervaridbilis régiora (8. abra).
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2.intron

10 20 40 50 60

S5 FTI I-G_V\PSI\ESNPTKPS CNGSS1=0x PINL RSKLKRSWPDVESGNDT[gFWEGEVWNKHGT | 63

S6  |FTI HOLVPSNYSNPRVPSNCTGSCOPKKENEYPYYESKL KI SWPDVESGNDTISFWEGEVRKHGT | 63
S9__ _IFT1 HA_WPSNYSNPRVPSKCTGS % Gy P8l RSDLKI SWPDVESGNDTIEFWESEWAKHCR | 63

S10  [FTI HAWPSNY SNPKRPSNCA( Pl YKL KI"SWPDVEDGNDTRFVWEGEVWNKHGT | 63
S11  [FTI HELWPSNYSNPTMPS P8l RSPLKI SWPDVESGNDTRFWEGEVWKHGT | 63
S12  [FTI HALWPSNYSNPTIPSNCTGPORK- [ [ISP8L RSSLNRSWPDVESGNDT(EFVWAGEWNKHGT | 62
S13  [FTI HALWPSNYSNPRKPS FTKV RVKL KRSWPDVESGNDTRFWEGEWRKHGT | 63
S14  [FTI HALWPSNYSNPKMPSNCI GSQRNESEVYPYLRPKLKI SWPDVESGNDTRFWEGEWNKHGT | 63
S15  |FTI HALWPSNYSNPRKPSNCNGSOFBAEKVSPEL RSKL KI SWPDVEGGNDTISFVEGEWRKHG- | 62
s16  |FTI HELWPSNYSNPTMVPSNCT GSRANETKIISPRL RNKL KRSVILIVESGNDTIEL WEHEWAKHGT | 63
S17  [FTI HELWPSNYSNPTMPSNCNGJQ Kr\,E W=rY| RS5L KYSWPDVESGNDTRFVESEWRKHGT | 63
S18  |FTI HELWPSNYSNPTVPSNCNGIFK! [SNTEPYLRSKLKI SWPDVESGNDTIRFWEREVWNKHGT | 63
S19  [FTI HELWPSNYSNPTKPSNCNGPQHNF TKVYPEL REIPL KKSWPDVESGNDTRFWEGEVWKHGT | 63

Cc2 RHV c3

8. abra: Az ismert (Ss, Sg és So) illetve Gjonnan azonositott eurdpai szilva S-RN-az allélok részleges,
kovetkeztetett aminosav-szekvenciajanak illesztése. A gén C2 és C3 konzervativ régidit kék, a
hipervariébilis (RHV) régiét piros keret jelzi Ushijima és mts. (1998) alapjén A fekete héttér a

crer

adatbanki azonositdja: AM746946 (Ss), AM746947 (Se) €s AM746948 (So).

A részleges szilva S-RN-az allélok kozotti azonossag mértéke 0,714 és 0,920 kozott
valtozott az aminosav-hasonlosagi matrix alapjan (4. tablazat), ami tovabb igazolja az

altalunk azonositott eurdpai szilvaallélok egyediségét, illetve Gjdonséagat.

4. tdblazat: A részleges szilva S-RN-az allélok kdvetkeztetett aminosav-szekvenciajanak azonossaga
(%).

SS S6 SQ SlO Sll SlZ S13 Sl4 S15 S16 S17 SlB Slg

Ss | ID

Ss | 0,746 | ID

Sy 0,777 | 0,777 | ID

S0 0,777 10,777 1 0,809 | ID

Su 0,873 10,809 | 0,857 | 0,841 | ID

Sy 0,746 | 0,761 | 0,730 | 0,714 | 0,761 | ID

Si3 0,857 | 0,777 | 0,793 | 0,825 | 0,809 | 0,746 | ID

Sus 0,777 10,841 | 0,793 | 0,857 | 0,841 | 0,730 | 0,793 | ID

Sis 0,809 | 0,777 | 0,809 | 0,809 | 0,857 | 0,746 | 0,825 | 0,793 | ID

Si6 0,746 | 0,714 | 0,714 | 0,777 | 0,746 | 0,714 | 0,793 | 0,777 | 0,714 | ID

Siz 0,746 | 0,841 | 0,746 | 0,730 | 0,809 | 0,777 | 0,730 | 0,793 | 0,746 | 0,730 | ID

Sis 0,777 10,857 | 0,761 | 0,746 | 0,809 | 0,793 | 0,761 | 0,809 | 0,777 | 0,746 | 0,920 | ID

S1g 0,809 | 0,761 | 0,809 | 0,857 | 0,873 | 0,777 | 0,841 | 0,825 | 0,809 | 0,746 | 0,793 | 0,777 | ID

A szilvaban taldlhatd S-allélok vizsgalata jo kiindulasi pont lehet e gyiimolestermd
novény eddig ismeretlen szarmazasanak felderitéséhez is. Jollehet 6nmagaban nem igazold
erejli, a kozel rokon fajok barmelyikével egyez6 S-allélok valdszinisithetik, hogy az adott faj
hozzajarulhatott a hexaploid faj genomjanak kialakuldsadhoz. Egyéb Prunus S-allélokkal val6
egyezés és az egyezés mértékének elemzése az S-RN-az allélok evolucidjara vonatkozéan
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adhat értékes informaciot. Osszesen tiz S-RN-az allélt izolaltunk eurdpai szilvabol. Ezek kozil
100 %-os egyezést mutattak az Sio-, S11- €S Sis-allélok egy-egy P. salicina alléllal a C2-C3
régioban, vagyis az RHV motivumuk és intronszekvenciajuk is azonos volt (5. tablazat). Az
Sis-allél egy kokényalléllal is teljes mértékii egyezést mutatott. Az S;; €s Siz allélok
kovetkeztetett aminosav-szekvencidja megegyezett két P. salicina alléllal, tovabba az S;s-allél
egy kajszi S-RN-4z alléllal volt azonos.

Az eurdpai szilva eredetérél szolé szamos, mind a mai napig nem bizonyitott
hipotézisek egyike a Prunus fajok szélesebb korének részvételét feltételezte a faj
kialakulasahoz vezetd interspecifikus keresztezodések soran, példaul a P. cerasifera, P.
spinosa, P. salicina, P. armeniaca, P. persica and P. microcerasus fajokét (Eryomine, 1991).
(nukleotidszubsztiticiok, inszercid-delécid) gyakorisaga — hiszen azok szelekcios
szempontbdl semleges hatdstak (Patthy, 2008) —, az eurOpai szilvanak a P. salicina, P.
spinosa és P. armeniaca allélokkal 100%-ban egyezé intronszekvenciai viszonylag recens
introgresszids események lenyomatanak tekinthetfk, ami aldtdmasztand az eurdpai szilva
komplex eredetét.

A tobbi négy szilva S-allél (S16-Si19) jelentds mértékii egyezést mutatott mas Prunus S-
RN-&z allélokkal, de kisebb-nagyobb eltérések mutatkoztak mind a kodol6, mind a nem
kodold régidkban, ezért ezek allélspecifitasa feltehet6en kiilonb6z6, és ennek alapjan Uj
Prunus S-RN-az alléloknak tekinthetok.
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5. tdblazat: Az azonositott P. domestica S-RN-az allélok dsszehasonlitasa a legkdzelebbi homolég
szekvenciakkal.

Szilva S-RN-4z | Legkdzelebbi Azonosséag Eltérések*

allél homoldg aminosavszinten (%)

S10 Prunus salicina S7 100 -

Si1 P. salicina Sy 100 -

S12 P. salicina Sy 100 2 nt-szubsztiticio

Si3 P. salicina Sy, 100 3 indel és 1 nt-
szubsztiticio

S1a P. spinosa S3.» 100 —

P. salicina Sys 100 —

Sis P. armeniaca S 100 3 indel és 25 nt-
szubsztiticio

Si6 P. pseudocerasus S, | 96 2 AS-csere, egyik az RHV
régioban

S17 P. cerasifera Si; 84 10 AS-csere

Sis P. simonii S, 86 9 AS-csere

S19 P. cerasus Sy 88 21 %-os lefedettség

*AS: aminosav, nt: nukleotid, RHV: hipervariabilis régio

A szilva Sg allélja tobb fajtaban is jelen van (‘Althann ringld’, ‘Bluefre’, ‘Cacanska
lepotica’, ‘Elena’, ‘Katinka’, ‘Presenta’, ‘President’, ‘Topend Plus’, ‘Topfive’), ennek az
allelnak a kovetkeztetett aminosav-szekvencidja teljes mértékii egyezést mutatott a P. salicina
Sa-RN-azzal (Sutherland és mts., 2008). Az altalunk elvégzett BLASTN-analizis alapjan
tovabbi jelent6s, bar kisebb mértékii hasonlosagot mutattunk ki a Prunus avium Szg, P.
persica Sy, P. mira S,, P. dulcis Sy;, P. webbii S,, P. dulcis S3; és P. cerasifera S;; RN-az
allélszekvencidkkal. A szekvencidk illesztését kovetden lathatova valt, hogy az eltérések
(kisebb-nagyobb méretli indelek, nukleotidcserék) jelentds része az S-ribonukleaz gén

masodik intronrégidjaban halmozddott fel (9. abra).
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10 20 30 40 50
S6- Pdom  AACCCAAGCATCGCCCACTAATTCCACACCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA B 79

Sa- Psal AACCCAACCATCCCCACGTAATTCCACACCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA : 79
S16- Parm AACCCAACCATCCCCACTAATTCCACACCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA B 79
S1-Ppers AACCCAARCATCCCCAGTAATTCCACACCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA B 79
S2-Pmir AACCCAARCATCCCCACGTAATTCCACACCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA : 79
S30-Pav  AACCCAACCATCCCCACGTAATTCCACTCCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA B 79
S21-Pdul  AACCCAACCA CCCACTA 8 TCCACTCCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA B 83
S2-Pweb  AACCCAACCA CCCACTA 8T CCACTCCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA : 83
S32- Pdul  AACCCAACCATYCCCACTAAETCCACTCCCTCCCAATTTAACAAACACAATTTCCTATCTA : 83
S11-Pcer AACCCAACHETRCAIAGTAATTCCACTGCGTCCCAATTTAACALIACAGAATTTCGTATCTA B 90

100 110 120 130 140 150 160 170 180
S6- Pdom  TACAAAATTACATTC

TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAAATTTTATCCTCCCAG

159
Sa- Psal TACAAAATTACATTC [TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAAATTTTATCCTCCCACY 159
S16- Parm TACAAAATTACATTC TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAAATTTTATCCTCCCACY 159
S1-Ppers TACAAAATTACATTCT ‘TCTGAAAAIEQTATAAACTTTTGAATAAATTTTGGGTGTTACATAAAATTTTATGCTGGCAO— 161
S2-Pmir TACAAAATTACATTCT! a TCTCAAAATIEATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAAATTTTATCCTCCCAGY 161
S30- Pav  TACAAAATTACATTCT TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAAATTTTATCCTCCCA 159
S21- Pdul  TACAAAETTACATTCT TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAAETTTTATCC SN 158
S2- Pweb  TACAAASTTACATTCT [TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAAANETTTTATC S 158
S32- Pdul  TACAAASTTACATTCT TCTCAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTCCCTCTTACATAANETTTTATC( 158

S11-Pcer TACGAAAATTAGATTCT TCTGAAAATAATATANRITTTTCAATAAATTTTGCASCTIIACATAAAAT TTTATGCTCCAOIAINNEE: 177

1|90 | 2|00 | 2|10 | 2|20 | 2|30 | 2|40 | 2|50 | 2|60 | 2|70
S6- Pdom : AT AAAGT TRCARGTACATTTATATACGTATTTTATAATAATATATCCAATCATTTAATAAATGGATTTACCACTTTCT 248
Sa- Psal : €ATAAACTTCCAACTACATTTATATACCTATTTTATAATAATATATCCAATCATTTAATAAATCCATTTACCACTTTCT 248
S16- Parm : aATAAACTTCCAACTACATTTATATACCTATTTTATAATAATATATCCAATCATTTAATAAATCCATTTACCACTTTCT 248
S1- Ppers : aATAAACTTCCAACTACATTTATATACCTATTTTATAATAATATATCCAATCATTTAATAAATCCATTTACCACTTTCT 250
S2-Pmir : a A TAAACTTCCAACTACATTTATATACCTATTTTATAATAATATATCCAATCATTTAATAAATCCATTTACCACTTTCT 250
S30- Pav B ATAGACTTCCAAGTACATTTATATACTATTTTATAATAATATATCCAATCATTTAATAAATGGATTTACCACTI®TGT 248
S21- Pdul ATAAACTTCCAACTACATTTATATAAGEATTTTATAATAATA TCATTTAATAAATCCATTTACCALETTCT 239
S2- Pweb ATAAACTTCCAACTACATTTATATARGSATTTTATAATAATA TCATTTAATAAATCCATTTACCALETTCT 239
S32- Pdul ATAAAGTTCCAACTACATTTATATARCEATTIRTATAATAATA TCATTTAATAAATCCATTTACCAILETTCT 239

S11- Pcer : SATAAAGTTCGAAGTACATTTATATACGSATTTTATARTAATATHTIIEATCATTTRATAAATGGATTTACCAITTTCT 266

280 290 300 310 320 330 340 350 360

S6- Pdom
Sa- Psal ACTACGCCTATATAA
S16- Parm ACTACCCTATATAA

S1- Ppers

S2-Pmir

S30- Pav

S21- Pdul

S2- Pueb

S32- Pdul

S11- Pcer

aro | 3FO | | | | |

S6- Pdom EEETCTTATCCAATAATCAAAATCTAACTCTCCCTTRICCCTTTTTACTTTTTTCTGE BICTCACTAC 349
Sa- Psal Bl T CTTATCCAATAATCAAAATCTAACTCTCCCTTECCCTTTTTACTTTTTTCTG BICTCACTAC 349
S16- Parm EEETCTTATCCAATAATCAAAATCTAACTCTCCCTTECCCTTTTTACTTTTTTCTG BICTCACTAC 349
S1-Ppers EEITUATATCCASTAATCAAAATCTAACTCTCCCTTRCCCTTTTOACTTTTTTCTG BICTCACTAC 398
S2-Pmir Bl T JATATCCAGTAATCAAAATCTAACTCTCCCTTECCCTTTT@ACTTTTTTCTG BICTCACTAC 398
S30- Pav BRI TCTTATCCAATAATCAAAATCTAACTCTCCCTTRCCCTTTTTACT TTT T TCT ERICTCACTAC 396
S21- Pdul [NeTCTTATCCAATAATCAAAATCTAACTATCCCTTIIECCTTTTTACTTTTAACT (VY VARRVAVIVAINICOIRIETIIEeCTCACTAC 386
S2- Pweb IGITCTTATCCAATAATCAAAATCTAACTATCCCTTIHECCTTTTTACTTTTAACT (VYA VARRVA VIV RICORICTIIE6CTCACTAC 386
S32- Pdul  AGITCTTATCCAATAATCAAAATCTAACTIATCCCTTIECCTTTTTACTTTTIACT (CNVYA VANV VIV RICHRICENNE6CTCACTAC 386
S11- Pcer e ATCEAATAATGAEAATCTAAC AT CCCTTRACCTTTTTACTTTTTTCTCEAYIACAVAVIVAIRICHRICII(EOCTCACTAC 394

[ 4|60 [ 4|70 [ 4|80 | 4|90 | 5|00 [ 5|10 | 5|20 [ 5|30 [
S6-Pdom  CCTTATATCCAATCCAAACTCAAGATATCTTCCCCCCACCTCCAAACT CCCAATCATACAAAATTTTCCCAACCCCAATCCAACAAAC 437
Sa-Psal  CCTTATATGCAATCCAAACTCGAAGATATCTTCGCCCCACCTCCAAAGT CCCAATCATACAAAATTTTCCGAACCCCAATCCAACAAAC 437
S16- Parm CCTTATATCGCAATCCAAACTCAAGATIITCTTCCCCCCACGTCCAAACTCCCAATCATACAAAATTTTCCCAACCCCAATCCAACAAAC 437
S1-Ppers CCTTATATCCAATCCAAACTCAAGATATCTTCCCCCCACCTCCAAACT CCCAATCATACAAAATTTTCCCAACCCCAATCCAACAAAC 486
S2-Pmir  CCTTATATGCAATCCAAACTCGAAGATATCTTCGGCCCCACCTGCAAAGT CCCAATCATACAAAATTTTCCGAACCCCAATCCAMIIAAAC 486
S30-Pav  CCTTAATGCAATCCAAACTGAAGATATCTTCGCCCCACCTGCAAAGT CARAATCATACAAAATTTTCCGAACCCCAATCCAACAAAC 484
S21-Pdul  CCTTATRTGCAATC CTCAACARATCTTCCCCCCACCTCCAAACT CABAATCATACAAAATTTTCCCAACCCCAATCCAACAAAC 474
S2-Pweb  CCTTATRTGCAATC CTCAAGAATCTTCGCCCCACCTCCAAAGT CASAATCATACAAAATTTTCCGAACCCCAATCCAACAAAC 474
S32-Pdul  CCTTATYTCCAATC CTCAACA&ATCTFCCCCCCACCTCCAAACTC SAATCATACAAAATTTTCCCAACCCCAATCCAACAAAC 474
S11- Pcer  CCTTATETHAEATAIAAACTCAAGAT ABCTTCCCCCCACCT CCAAACT CBAATCATACAAAATTTTCCCANIGCCAATCCAACAAAC 482

9. dbra: Az europai szilva Sg-RN-&z allél részleges DNS-szekvencidjanak illesztése az adatbazisban
fellelhetd, legnagyobb mértékii egyezést mutaté Prunus S-allélokkal. A fekete hattér a variabilis
aminosavakat jel6li, a kék nyil az intron hatérait.
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A P. domestica, P. salicina és P. armeniaca allélok DNS-szekvenciaja 99-100 %-0s
egyezést mutatott, ahogyan két tovabbi csoport, a P. persica és P. mira, illetve a P. dulcis Sy,
Sz, €s P. webbii S,. A legkisebb egyezést a P. cerasifera S;; mutatta a P. persica S; és P. mira
S, allélokkal (6. tablazat). A jelenség, hogy a kiilonb6zé fajok S-alléljainak DNS-
szekvenciaja nagyobb mértékii egyezést mutathat (pl. Sg-Pdom és S,-Psal, 6. tablazat), mint
ugyanazon faj két kiilonboz6é S-allélja (pl. az eurdpai szilva barmelyik két allélja, 4. tablazat)
régota ismert (Sassa et al., 1996). Az ilyen, Ugynevezett transz-specifikus allélok jelenléte arra
utal, hogy az allélok kialakuldsa megel6zte a fajok kialakulasat. Sutherland és mts. (2008)
korabbi vizsgalatdban ugy taléltak, hogy a szilva transz-specifikus alléljai 90,3-99,1%
azonossagot mutatnak méas Prunus fajokban megtalélhat6 testvéralléljaikkal, mig a nem
transz-specifikus allélok azonossaga 74,3 és 81,8 % kozott valtozott. Ennek alapjan az Se-
Pdom és S,-Psal, az S1-Ppers, S,-Pmir és Szp-Pav, valamint az S,-Pweb, Sy1-Pdul és Ss,-Pdul
allélok tiinnek transz-specifikus allélparoknak. Felmerul azonban a kérdés, hogy a kozel 90%-
os hatarérték megbizhatéan hasznalhat6-e a transz-specifikus allélparok azonositasahoz, és
bizonyosan kizérhatd-e a transz-specifikus kapcsolat az Sg-Pdom és S,-Psal és Si-Ppers, S,-
Pmir és Szp-Pav csoportok kozott, ahol az egyezés mértéeke ugyan nem éri el a 90%-ot, de
jelentdsen megkozeliti azt. A kérdés megvalaszolasa érdekében részletesebb bioinformatikai

analizist végeztlnk.

6. tablazat: A részleges szilva Sg- és vele jelentds mértékli azonossagot mutatd Prunus S-RN-az
allélok kovetkeztetett aminosav-szekvencidjanak azonossaga (%)

Se- Sa- S16- Si- So- S30- Sa1- So- Sz
Pdom | Psal Parm | Ppers | Pmir | Pav Pdul | Pweb | Pdul

Se-Pdom ID

Sa-Psal 0,990 | ID

Sie-Parm 10,990 | 0,995 | ID

S1-Ppers 10,880 | 0,884 0,884 |ID

Sy-Pmir 0,876 [0,880 |0,880 [ 0,995 | ID

Szo-Pav 0,876 0,882 |0,880 | 0,956 |0,952 | ID

Spi-Pdul | 0,794 0,800 | 0,798 | 0,752 | 0,749 | 0,769 |ID

Sp-Pweb | 0,794 | 0,800 | 0,798 | 0,752 | 0,749 | 0,769 | 1,000 |ID

Szp-Pdul | 0,792 0,798 | 0,796 | 0,750 | 0,747 | 0,767 |0,997 |0,997 | ID

Sy1-Pcer | 0,763 | 0,769 | 0,767 | 0,723 | 0,719 | 0,732 | 0,801 | 0,801 | 0,799

ID: azonos szekvenciédk, az allélt hordoz6 fajok roviditései: Pdom = Prunus domestica, Psal = P.
salicina, Parm = P. armeniaca, Ppers = P. persica, Pmir = P. mira, Pav = P. avium, Pdul = P. dulcis,
Pweb = P. webbii, Pcer = P. cerasifera. Zold szin jelzi a legnagyobb és narancssarga a legkisebb
mértéki szekvenciaegyezéseket.

Megvizsgaltuk, hogy a kodold régidban, a gén 2. és 3. exonjanak C2 és C3 kozotti
szakaszan mennyi nemszinonim mutacié halmozodott fel (10A. abra). Erdekes megfigyelni,
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hogy az allélspecifikus felismerésben dontd szerepet jatsz6 RHV régidban (Matton és mts.,
1997) csak a mandulafajok és a cseresznyeszilva szekvenciak mutattak eltérést. FeltiinG, hogy
a Prunoideae alcsalad filogenetikai viszonyaitol (Bortiri és mts., 2001) jelentésen eltérd
topoldgiat mutat az S-RN-az allélszekvencidk elemzésével kapott kladogram (10B. abra). A
Prunus alnemzetseég tagjai, a szilvafajok és a kajszi alléljai kozds kladot alkotnak, de az
Amygdalus alnemzetségbe tartozé Oszibarack- és mandulafajok alléljai két kiilonb6zo,
jelent6s bootstrap-tdmogatottsagl kladban kaptak helyet. Meglepé tovabbé, hogy az eurdpai
szilva feltételezett 6seként is szamontartott P. cerasifera S;i-allélja kerdilt a legtavolabbra a
tobbi szilvaszekvenciatol. Az eltérd topoldgia azt mutatja, hogy az evolvalddas iiteme nem
azonos az ¢élek mentén, ami ugyanakkor funkciobeli modosulasra utalhat. Ennek elso

szembet{ind jele az RHV régidban rdgzilt nemszinonim mutaciok jelenléte.
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A
| 1I0 | 2I0 I ?TO | Aio |

S6- Pdom  NPRVPSNCTGSQFKKQNL YPYMEKLKI SWPDVESGNDTKFWEGEVWN
Sa- Psal NPRVPSNCT GSQFKKQNL YPYMBEKLKI SWPDVESGNDTKFWEGEWAK
S16- Parm  NPRMPSNCTGSQFKKQNL YPYMBKLKI SWPDVESGNDTKFWEGEWAK
S1-Ppers  NPMPSNCTGSQFKKQNL YPYMBKLKI SWPDVESGNDTKFWEGEWAK
S2- Pm r NPINMPSNCT GSQFKKNL YPYMBEKL KI SWPDVESGNDTKFWEGEWAK
S30- Pav NPRVPSNCT GSQFKKQNL YPYMBKLKI SWPDVESGNDTKFWEGEWNK
S21- Pdul  NPREPSNCTGSQFKKQNLYP L KINSWPDVESGNDTKFWEGEWAK
S2-Pweb  NPREPSNCTGSQFKKQNLYP L KINSWPDVESGNDTKFWEGEVWAK
S32- Pdul  NPREPSNCTGSQFKKQNLYP L KINSWPDVESGNDTKFWEGEWAK
S11-Pcer  NPRYPSNCTGSQFKIIQNL YPYIRSKL KI WPDVESGNDTKFWESEWAK

B 63 S6-Pdom
52 ‘ _|: S16-Parm
99 Sa-Psal

100 K S1-Ppers
99— 52-Pmir
S30-Pav

ILVK | S21-Pdul
100 !iZ-Pweb

VIVRAS S32-Pdul

S11-Pcer
oo |

10. dbra: Az eurdpai szilva Sg-RN-az allél filogenetikai vizsgalata. (A) Az allélok részleges DNS-
szekvencigjanak illesztése az adatbazisban fellelhetd, legnagyobb mértékii egyezést mutatdé Prunus S-
allélokkal. A fekete hattér a variabilis aminosavakat jel6li, a piros keret a hipervariabilis (RHV) régiot.
(B) A vizsgalt allélok szomszéd-tsszevond (neighbour-joining) modszerrel készitett filogenetikai
vizsgalata az 50%-nal nagyobb bootstrap-értékekkel, és az ¢lek mentén megjelend, divergens
karakterallapotokkal (nemszinonim mutéciok, pirossal szinnel az RHV régidn belili valtozasok).

A szekvenciak valtozasanak litemét paronkénti 6sszehasonlitast kovetden a Tajima D1
index meghatarozasaval jellemeztiik. Konstans evolucios rata esetén a paronkenti eltérések
Osszefliggést mutatnak a divergencia id6tartamaval. A Pdom, Psal és Ppers csoportban
azonosnak mutatkozott az evolvéalédas titeme a (x> = 1,00, P = 0,32), mig a Se-Pdom és Sy1-
Pcer szekvencidk (S,-Psal kiilcsoporttal torténd) analizise igazolta, hogy a szekvenciak

evolvalddasanak titeme szignifikansan eltér (x* = 35,77, P = 0,00). Mindez alatamasztja, hogy
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crer

masfajta szelekcids tényezOok hatnak. Ilyen koriilmények kozott az evolucid sebessége a két
kladon bizonyosan nem lesz konstans, és bar az eurdpai szilva Sg-allélja €s az S,-Pweb, Sy;-
Pdul és Ss-Pdul illetve a cseresznyeszilva S;i-alléljanak kozOs eredete tovabbra is
vélelmezheté, mégsem tekinthet6k transz-specifikus alléloknak, hiszen funkciojuk
(allélspecifitasuk) mar nagy valdszintiséggel nem azonos.

Ezek a jelenségek értékes eredményeket adhatnak az S-allélok evolucidjara, az Uj
allélspecifitasok kialakulasara vonatkozoan. Az S-RN-az kevésbé valtozékony és plasztikus,
mint az SFB (Surbanovski és mts., 2007), ugyanakkor a szilvafajtak tobbsége (és az
Oszibarack valamennyi fajtaja) ontermékenyiild, ami megnovelheti a mutaciok gyakorisagat
tekintve, hogy a miikodésképtelen 10kusz miatt a bekovetkezd mutacidoknak nincs kdzvetlen
szelekcios hatdsa. A szilva S-RN-az allélokban nem talaltunk olyan mutaciét, mely
miikodésképtelenséget (Ontermékenytilést) okozna, ennek érdekében sziikséges a gén tobbi
mutacidja okozza az Ontermékenyiilést (Hegediis és mts., 2012), ennek vizsgalata szintén
fontos lesz. A szilvafajtdk nagy tobbsége azonban Ontermékenyiild, igy feltételezhetd az
elobbi forgatokonyv: az S-RN-a4z gén altal gyljtott mutaciok hatasara 0j funkcionalis
kapcsolat alakulhat ki a megvaltozott, mtiikodésképtelen SFB allélokkal, ami Gj allélspecifitas
kialakulasahoz vezethet. Erre utalo szekvenciavaltozasokat leirtak kordbban ontermékenyiild

kajszinal is (Halasz és mts., 2007).
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3. OSSZEFOGLALAS

A Prunus nemzetségen beliili 6nmeddéség kialakulasaban az S-l6kusz két génje jatszik
szerepet, az S-ribonukleaz (S-RN-az) és az S-haplotipusra specifikus F-box (SFB). A gének
szekvenciaiban jelenlévd variabilitds ad lehetdséget az allélspecifikus felismerési rendszer,
igy a gametofitikus inkompatibilitds mechanizmusanak kialakuldsahoz. Az eddig f6leg
diploid fajokban jellemzett rendszert e dolgozatban a poliploid névények esetében vizsgaltuk,
ezen belll a hexaploid szilva S-allél-rendszerének megismerése volt a célunk.

Osszesen 17, gazdasagi szempontbol jelentds szilvafajta S-genotipusanak részleges
meghatarozasat végeztik el. A kordbban azonositott harom eurdpai szilva S-allél mellett (Ss;
Se; So) 13 Uj S-RN-&z allélt mutattunk ki, melyek kozul 10 S-allél részleges
nukleotidsorrendjét sikeriilt meghataroznunk (Si10-Sig9). Az Si0-Sz, allélokat az els6, illetve
masodik intronrégiok nagymértékii variabilitdsa valamint a C2 és C3 régio kozotti szakaszok,
tehat a hipervariabilis régio (RHV) egyedi DNS-szekvenciaja alapjan azonositottuk.

Az azonositott allélok kozil az Sio, S11, S14 100%-0s egyezést mutatott a P. salicina
egy-egy alléljaval, melyek kozil az Sis-allél a P. spinosa egy masik alléljaval is 100%-ban
megegyezik a vizsgalt szakaszon. Az Sy, és Syz-allél szintén a P. salicina egyik alléljaval volt
homoldg, de 100%-0s hasonldsagot csak az aminosav-szekvencidban mutatott. Az S;s-ként
elnevezett allél egy kajszialléllal egyezett meg. Ezek viszonylag recens introgresszios
események lenyomatanak tekinthetok és alatamaszthatjak az eurdpai szilva komplex eredetét.

Az eurdpai szilva és a feltételezett sziil6fajok S-allél-készletének atfedése tekintetében a
kokény és a cseresznyeszilva S-alléljai csak egy-egy szilvaalléllal mutattak jelentds mértékii
egyezést. Ezzel szemben nagymértékii azonossadgot mutattunk ki a szilva Se-allélja és a P.
salicina, P. armeniaca, P. persica, P. mira, P. avium, P. dulcis, P. webbi és P. cerasifera
fajok egy-egy allélja kozott. A feltételezett transz-specifikus allélok C2 és C3 régidk kozotti
aminosavszekvenciainak illesztése és filogenetikai vizsgalata igazolta, hogy ha a kdzos
eredetli allél specifitisa valamelyik leszarmazasi agon megvaltozik, a szekvencidk
evolvalodasanak tliteme is eltérd lesz, ami diagnosztikus jelként értékelhetd a megvaltozott
allélspecifitas alatamasztasa érdekében.

Az eurdpai szilvafajtdk S-genotipusainak azonositasa az S-RN-az allélok variabilitasa
alapjan mind gyakorlati, mind kultdrevolucidés szempontbol értékes eredményeknek

tekinthetOk és fontos alapjat képezik tovabbi vizsgalatoknak.
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