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1 Bevezetés és célkituzések

A kajszibarack a torok hodoltsag idején érkezett hazankba, azota egyik legkedveltebb
gyuimolcsiinkké valt. Vilagszerte a harmadik legfontosabb csonthéjas gylimolcsfaj,
Magyarorszagon is jelentés mennyiségben termesztik. A globalis termdtertilet nagyjabol 560
ezer hektar, az éves termelés eléri a 4 millio6 tonnat. A kajszitermelés teriilete évrdl évre
novekszik, ami a termés mennyiségében is megmutatkozik. Az egyenletes és magas mindségi
termék elengedhetetlen a piaci stabilizdciohoz. A magyar kajszinak nagy eldnye, hogy a
spanyol, gordg ¢és olasz kajszik utdn érik, ez lehetévé teszi, hogy meg tudjunk jelenni a

piacokon.

Legtobbszor frissen, fagyasztva, aszalva fogyasztjuk, de késziilhet beldle tobbek kozott lekvar,
befétt és gylimolcslé is. A magjabol sajtolt olajat magas beltartalmi értékei miatt (A és E
vitamin) a kozmetikai ipar is szivesen hasznalja. Melegkedvel6 novény, t6liink északabbra nem
igazan ¢l meg. Termesztése a nalunk jellemzd mérsékelt 6vi éghajlaton nehézségeket rejt
magaban. A hideg telek és virdgzaskori tavaszi fagyok szinte minden évben kihivast jelentenek
a gazdaknak, mert a termésmennyiség a gondos miivelés és fagyvédelmi intézkedések ellenére

is jelentdsen lecsokkenhet.

A jelenleg ismert termesztési nehézségeken til a globalis éghajlatvaltozassal is szamolnunk
kell, melynek hatasait egy ideje mar sajat boriinkon tapasztalhatjuk. A kutatok homérséklet-
emelkedésre figyelmeztetnek, emellett a mostanitdl eltérd, szélsdséges iddjarasi viszonyokat
josolnak, melyek a megvaltozott agrodkoszisztéman keresztiil kihatnak majd a mezégazdasagra

is.

Az extrém hideg ¢s meleg id6jaras valtakozasa, a nagy homérséklet-ingadozas a ndvények
¢lettani folyamatait 6nmagaban is befolyasolhatja, emellett egyes kartevék, korokozok
eltlinhetnek, mig masok elszaporodhatnak, illetve Gjak jelenhetnek meg, ezzel ndvelve a
termesztés kockazatat.

A fenntarthatd mezdgazdasag elvei a vegyszerek altali kornyezetterhelés csokkentését
diktaljak, igy a jovore nézve egyarant megnovekedett szerepe lesz a fajtak biotikus (kérokozok,
kartevok) és abiotikus (hideg, meleg, szarazsag) stresszekkel szembeni ellendllosdganak.

A hazai nemesit6k munkajanak kdszonhetéen ma mar a piacon szamos kajszi fajtat taldlhatunk,

kozottik betegség ellenallo, rezisztens fajtakat és olyanokat is, melyek az 6si magyar fajtaknal



jobb fagytiirési képességgel rendelkeznek. A hagyoméanyos nemesitési folyamat hosszi, tobb
évet vagy akar egy évtizedet is feldlelhet, azonban a ndvényi biotechnoldgia eszkoztarat
segitségiil hivva ez toredékére csokkenthetd. A marker asszisztalt nemesitéssel (MAS) mar a
novényi fejlédés korai szakaszdban a novény barmely részébdl izolalt DNS mintabol
szelektalhatunk a nemesitési programban hasznos tulajdonsagokra. A forward genetika a
novény morfologiai jellemzdit vizsgalva kdvetkeztet a genotipusra, a reverz genetika Iényege
viszont az, hogy genotipusrdl kovetkeztetiink a fenotipusra. Ehhez molekuléaris markereket
hasznalunk, melyek lehetnek a genom kodold és nem kodold szekvenciai is.

Nagy elényiik, hogy kifejez0désiik nem fligg sem a kornyezeti hatasoktol, sem a novény
fejlettségi allapotatol. A molekularis markerek sokfélék lehetnek, az, hogy éppen milyen tipust

valasztunk, fligg az adott céltdl, elérhetdségtdl €s anyagi lehetdségektdl is.

Jelen kutatisunkban célul tiiztik ki, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Kertészettudomanyi Intézetének Gylimdlcstermesztési Kutatdé Kozpontjanak Ceglédi
Kutatoallomasa 4altal biztositott 18 kajszi genotipust elemezziik, meghatdrozzuk a
polimorfizmusukat 13 start kodont célz6 SCoT markerrel. Egy a kézelmultban megjelent
publikaci6 alapjan a COR47 gén Osszefliggésbe hozhato a kajszi hidegtiirésével, igy az altalunk
vizsgalt novényeket a génre tervezett primerekkel is analizaltuk. Célunk, hogy a két kiilonb6z6
markerrendszer haszndlatdval kapott eredményeket szakirodalmi adatokkal Osszevetve
esetlegesen kimutassunk a hidegtiiréssel kapcsolatban all6 DNS szakaszokat. Eredményeink
alapjan a markerek €s genotipusok szaméanak novelésével szeretnénk a jovoben olyan marker
asszociacios vizsgalatokat végezni, amelyekkel hatékonyabba tehetd az 0j fajtak nemesitése a

kiilonboz6 abiotikus stresszekkel, kiillondsen a hidegstresszel szemben.



2 Szakirodalmi attekintés
2.1 Termesztési nehézségek

A Prunus armeniaca, azaz kajszi rendszertani besorolasat tekintve a zarvatermok torzsének
Rosaceae (rozsafélék) csaladjaba tartozik (National Center for Biotechnology Information,
2024a), azon beliil a Prunoideae alcsalad tagja. Oshazaja Azsia. Hazankban mintegy 5000
hektaron termesztik, &m a betakaritott termésmennyiség nagyon valtozo lehet, ami a hideg

teleknek, foként a viragzas utani fagyoknak, illetve a nagy hdingasoknak tulajdonithato.

Az alacsony hémérsékletnek szamos negativ hatdsa van a reproduktiv fejlédés folyamatara,
amelyek kovetkeztében a termés mennyisége alacsonyabb lehet. Ezek kozé tartozik példaul a
rigyek ¢€s viragok befagydsa, a pollen sterilitdsa, a pollentomldk és embridzsakok torzulésa,
valamint a gyiimolcskotédés csokkenése (Németh, 2012). A kajszi olyan gyiimdlcsfaj,
amelynek virdgbiologidjaval kapcsolatban szamos probléma mertil fel, a terméshozam pedig
nem allando6 ¢és rendkiviil alacsony, ami az éghajlati alkalmazkodas hianyanak tulajdonithato
(Viti et al. 2006).

A virdgriigyfejlédés iiteme és a virdgzasi idépont kritikus fontossdgu a termésbiztonsag
szempontjabol, mivel a fenologiai folyamatok elérehaladtaval a reproduktiv szervek egyre
érzékenyebbek lesznek a fagyra. A fagy okozta karok kockazatat a lassabb viragriigyfejlodés

¢s a késobbi viragzas jelentésen csokkentheti (Németh, 2012).

A ndvénynemesités és agronomiai gyakorlatok fejlédése folyamatosan hozzéjarul a globalis
termelés novekedéséhez. Azonban a terméshozamok ndvekedése jelenleg elmarad azoktol a
céloktol, amelyeket a 2050-re prognosztizalt globalis népesség ¢€lelmiszerigényének
kielégitésére tliztek ki. Kiilonosen az abiotikus kornyezeti tényezoknek kitett ndvények, példaul
a vizhidny, so6ssadg és extrém homérséklet, gyakran csokkentett terméshozammal jarnak. A
hagyomanyos nemesitési programok altaldban a kozel optimalis feltételek mellett javitjdk a
terméshozamokat, nem pedig kifejezetten a stresszes korilmények kozotti stabilitasra

Osszpontositanak (Martin et al. 2019).

A gyiimolcsosokben tapasztalhatd terméskiesés 80%-at a tavaszi fagyok okozzidk. Bar a
globalis éghajlatvaltozas 0sszességében melegebb klimat eredményez, tovabbra is jellemzdek

maradnak a tavaszi, nagy lehuléssel jard, fagyos iddszakok. A melegedés kovetkeztében



korabban bekdvetkezd virdgzasi idészak miatt a tavaszi fagyok a megszokottndl nagyobb

karokat okozhatnak (Szabo, 2024).

2.2 Egyes Kkajszi fajtak hidegtiirési jellemzai

A kajszi hidegtlirése egyre tobbet tanulméanyozott teriilet. Az elmult 30 évben szdmos cikk,
publikacid jelent meg a témaban. A kutatdsi eredmények nagyban segithetik a nemesitok

munkdjat a megfeleld sziild alanyok kivéalasztasaban, a fajtanemesitésben.

Egy 1998-1999-es szigetcsépi tanulméanyban 20 kajszifajta viragriigyeinek fagyallosagat
vizsgaltak. A *Bergeron’ -16,81°C-os atlagos fagytiiréssel a ,,jo fagytiirésii” kategoriaba kertilt,
ezzel az 5. helyen végzett, mig a *’Ceglédi biborkajszi’ -15,55°C-o0s hdmérséklettel a rangsorban

a 17. lett és ,,fagyérzékeny kategoriaba” soroltak (Szalay, 2001).

Egy csaknem 10 évvel kés6ébb kezdddott, 2007 és 2020 kozott zajlo kutatas soran a kajszifajtak
viragriigyeinek fagykarosodasat vizsgaltdk a mélynyugalmi iddszakban bekovetkezett
lehiilések hatasara. A fajtakat 1-t61 5-ig osztalyoztak, ahol 1 a legrosszabb, 5 a legjobb
hidegtlrési tulajdonsagokat jelentette. A kutatds eredményeképp a *Rozsakajszi C.1406° fajtat
¢s a "Bergeron’-t a legjobb hidegtiirési, azaz 5. kategoriaba soroltak, a "Harcot’ fajta kdzepes
(3) mindsitést kapott, mig a ’Ceglédi biborkajszi’ az 1., azaz fagytlirés szempontjabol

legrosszabb kategoriaba keriilt (Szalay, et al. 2021).

A ’Bergeron’ és a ’Harcot’ fajtak télallosagat az aldbbi bekezdés tartalma is alatdmasztja,

ugyancsak itt olvashatunk a *H-11. 45/58” remek fagyttirési tulajdonsagairol is.

A ’Bergeron’ fajtat, még a nehéz tél és tavasz utan is, a jo termoéhelyeken ritkitani kell, a
’Mandulakajszi’ ¢és bizonyos védett fekvési fajtak, mint példaul a *Harcot’ és a *Harvee’, jol
teljesitettek. A kisérleti iiltetvények (Cegléd, Helvécia, Szigetcsép) kedvezotlen koriilmények
kozott helyezkednek el, szarazak és fagyjarta teriileteken, ami elsdsorban az 10 fajtdk
ellendrzésére és edzettségiik vizsgalatara alkalmas. Még a nehéz koriilmények kozott is
bizonyitott fajtak koz¢é tartoznak az ipari feldolgozasra szant "H—II. 45/58°, a nagyon korai
érésii *447-1/11°, a ’Kisinyovszkij rannyij’, az *1153/54°, a kés6i érésti *H 1. 20/6°, a *H-11.
6/42° és a késoi, nagy gyiimolesti *Selena’ fajtak. Egyes fajtak, mint példaul a *Polonais’ nem
bizonyultak megfelelonek, és elpusztultak a fagyok miatt. Tobb igéretes kiilfoldi fajta sem birta
ki az adott 1d6jarasi viszonyokat (Horvath, 1994).



A ’Ceglédi bajos’ a ’Ceglédi hajnalpir’ és a *Korai piros’ keresztezés magoncpopulaciojabol
szarmazik. Mindketté magyar tdjfajta. ElsO viragai a *Gonci 83’ virdgaival egy id6ben jelennek

meg, amelyek nagymértékben fagytiiréek (Mendelné Paszti és Mendel, 2021a).

A ’Harval’ 1969-ben a Harrow Kutatéallomason a *Veecot’ és a "HWA435’ keresztezésébdl
jott Iétre. A pollensziilét 1968-ban szelektaltak Harrow-ban egy New Jersey-i magoncbol. Ez
a genotipus egy késoi szezonban termesztett, hidegtiird, vonzo, kemény husu, kivald
mindségii fajta, melyet végiil 1989-ben vezettek be és Ontario friss piacara szantak (Layne,
1991).

Mendelné Pészti Edina és Mendel Akos (2021) 36 kajszi genotipust vizsgaltak. Evrél-évre
fajtanként 100-100 viragriigybol mutattak ki a megtermékenyitésre alkalmatlan viragok
szazalékos aranyat. A vizsgalatok alatamasztottdk, hogy mig a régi hagyomanyos magyar
kajszifajtak kevésbé alltak ellen a tavaszi fagyoknak (’Ceglédi biborkajszi’), addig az ujabb
fajtak jobb tulajdonsagokkal rendelkeznek a hidegtiirést illetéen. Ebbe a kategdriaba sorolhatd
a "Ceglédi szilard’, a *Ceglédi zamatos’ és a "H-11- 50/58” jeld hibrid is (Mendelné Paszti és
Mendel, 2021b).

A ’Farclo’ egy késéi viragzasu, ontermékeny fajta, fiatal gyltimolcsei ellenallnak a fagynak
(Krska és Vachtin, 2016). A Carmingo sorozat utols6 érésii, védett tagja. 55 nappal a *Bergeron’

utan érik (International Plant Selection, 2024).

A ’Bergeval’ 0j francia nemesitésii, ontermékenytild fajta. Késén, a *Bergeronnal’ egy idében
virdgzik, gyiimolcsei lédusak, junius masodik felében érnek. J6 hidegtlird képességgel

rendelkezik, sharka virus rezisztens kajszi (CEP Innovation, 2024).

A ’Magyar kajszi C. 256’ fajtat Cegléden 1953- ban szelektaltak Nyujtoé Ferenc és munkatarsai.
Ko6zépidében viragzik, ontermékenyiild. Téli és tavaszi lehlilésre kevésbé érzékeny. A "H-1V
11/14° egy Gj kés6i viragzast, fagytiird hibrid. Mendel Akos szelektalta Cegléden. A *H-111
10/21’ jelt hibrid a ’H — 1l. 45/46° szabadtermékenyiilésébdl szarmazik. A genotipust Kerek
Maria szelektélta, jo hidegtliré képességgel rendelkezik. Allami elismerése 2024-ben varhatd
(Mendel, 2024).

A ’Tsunami’ rendkiviil koran, junius elején éré, késoén viragzo, magas terméshozamu

sargabarack. Franciaorszagbdl szarmazik (Zahradnictvo Limbach, 2024).



A rendelkezésre allo szakirodalmi forrasok alapjan az altalunk vizsgélatba vont genotipusok

fagytiirési tulajdonsagait az 1. tdblazatban foglaltuk ossze. A késébbiekben a mintakat a

genotipus melletti szammal azonositjuk.

1. tablazat. A vizsgalatba bevont genotipusok fagytiirése szakirodalmi adatok alapjan.
(Forras: sajat munka)

Viragriigyek fagytiirése

Ssz. Genotipus Igen Gyenge | Kézepes 36 Nag}/on
gyenge 10
1. |’Bergeval’ X
2. |’Rodzsakajszi C. 1406’ X
3. |’Bergeron’ X
4. |’Gonci 83’ X
5. |’Ceglédi szilard’ X
6. |’Ceglédi zamatos’ X
7. |’Magyar Kajszi C. 256’ X
8. |’Ceglédi bajos’ X
9. |’Ceglédi biborkajszi C. 307° X
10. | ’Ceglédi biborkajszi’ X
11. |’Farclo’ X
12. |’Harcot’ X
13. [’Harval’ X
14, ’H-IV. 2/14’° X
15. |’H-111. 10/21° X
16. |’H-11. 45/58’ X
17. |’H-11. 50/58’ X
18. | "Tsunami’ X




2.3 Molekularis markerek

A novények meghatarozasahoz kezdetben morfologiai bélyegeket hasznaltak. Ilyen példaul a
levél alakja, formdja, Osszetettsége, mintdzata, viragszin, koronaforma, gyiimolcsforma,
gylimolcesszin, porzok szama, csészelevelek szama stb. Ezek szabad szemmel jol lathato,
elkiilonithetd tulajdonsdgok. Sztenderd morfoldgiai tulajdonsadgokkal azonban az egyedek
elkiilonitése nem konnyii. A morfologiai markerek a fenotipushoz kotédnek, azokkal csak a
DNS kodolo szakaszairdl kapunk informaciot, azonban ez a genomnak csupan kis szazalékat
adja. Molekularis markerek a genom kodold €és nem kodold szekvenciai is lehetnek. Fontos
kiemelni, hogy a nem kdédolo részrél csak molekularis markerekkel kaphatunk informéciot,
mellyel a DNS egésze felhasznalhatova valik az egyes genotipusok azonositasara. Az optimalis
molekularis marker polimorf, kodominans o6roklodésti (a heterozigbtak és homozigotak
elkiilonithetdk), a genomban gyakran és egyenletesen eléfordul, olcso, konnyen hasznélhato €s
helytdl és 1d6tol fliggetleniil ugyanazt az eredményt adja (a vizsgalat jol ismételhetd). Tokéletes
molekularis marker azonban nem létezik. Mindig az adott kérdésfelvetés, a rendelkezésre 4llo

ismeretek és er6forrasok, technikai feltételek dontik el, hogy milyen markerezési eljarast

felhasznalasat az 1. dabra mutatja be.

1. abra. A molekularis markerek evolucidja és azok felhasznalasi teriiletei.
(Forras: (Tripodi, 2023))

< hundreds > thousands >

n° of loci

DNA amplification Next Generation Sequence-based markers

RAPD SCAR TRAP SCoT REMAP SNP
RFLP AFLP CAPS SSR  SRAP SSAPs - ~
ISSR VNTR COS DAF  KASP Arrays RRLs
A \
DArT GBS 2bRAD SLAF
1980 1930 2000 GoldeGate 2010 RAD-seq ezRAD DArT-seq 2020

Infinium ddRAD  CROPS  SPET

Affymetrix mbRAD  MSG

Fingerprinting Geneticstructure Diversity analysis Phylogenesis
Assisted breeding QTL mapping GWAS

A kovetkezokben a PCR alapt markerekkel foglalkozunk, mely lehet ismert és ismeretlen

(random) szekvencia.
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2.3.1 Népszeri random technikak

A random markerek eldnye, hogy nem sziikséges eldzetes ismeret a faj genomjardl. Ezek
gyakran egyprimeres modszerek (nincs kiilon forward €s reverz primer), melyek vagy kelléen
rovidek, vagy olyan ismétloddést tartalmaznak, amelyek biztosan megtalalhatok a genomban

(mikroszatellitek vagy transzpozonok).

2.3.1.1 RAPD markerek

RAPD: Random Amplified Polimorfic DNA (random amplifikalt polimorf DNS). A PCR
megjelenése utani elsd markerezési modszer. Domindns 6roklddési, a primerek révidek, 6-8-
10 bp hosszuak. PCR terméket csak abban az esetben kapunk, ha a primer mindkét szalon
egymassal ellentétes irdnyban bekdt. Ismételhetdsége az alacsony specifitds miatt vitatott,
elképzelhetd, hogy a sok kotéhelybdl nem mindig taldlja meg az Osszeset. Amennyiben a két
kotdhely nagyon messze van egymastol, elképzelhetd, hogy nem kapunk terméket. Taq
polimerazzal altalaban maximum 2kbp DNS szakaszt amplifikalhatunk. Minimum 10-20
primer alkalmazasa javasolt és az eredményt az vizsgalatok Osszesitésébdl vonjuk le. A PCR
termékeket agardz gél elektroforézissel valasztjuk szét, melynek kiértékelése szubjektiv
modon, prezencia-abszencia tablazattal torténik (National Center for Biotechnology
Information, 2024b).

2.3.1.2 ISSR technika

ISSR: Inter Simple Sequence Repeats (egyszer(i Szekvenciaismétlédések kozotti régiok). Az
egyszerii szekvenciaismétlédéseket mas néven mikroszatelliteknek nevezziik, melyek
kozvetleniil egymés utan, tandem modon ismétlédnek. Ezzel a markerrel két szomszédos
mikroszatellit régio kozotti részt vizsgalunk. Olcsd, egyszeri, gyors, egyprimeres modszer,
mely altalaban 20 nukleotid hosszusagu, mig a vizsgalt ismeretlen régiok néhany szaz bazispart
Olelnek fel. Annak érdekében, hogy ugyanarrdl a régiordl ne képzddhessen kiilonbozo
hosszlisagu fragmentum, a primereket 1-2-3 db szelektiv nukleotiddal horgonyozzuk ki.
Dominans 6roklédésii marker, a RAPD-nal megbizhatobb (hosszabb, specifikusabb primerek,
magasabb tapadasi homérséklet). Agardz gél elektroforézist igényel (Gemmil és Grierson,

2021).
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2.3.1.3 AFLP mdédszer

AFLP:  Amplified Fragment Length Polimorphism (amplifikalt fragmentum hossz
polimorfizmus). Ez a modszer 6tvozi a PCR és a restrikcios enzimek hasznalatat. A
szekvenalasok eldretorése miatt ezt a technikat ma mar kevésbé hasznaljak. A maddszer elsd
1épésében a DNS-t restrikcios endonukledzzal emésztjiilk meg, ezzel a DNS szakasz két végének
szekvenciaja ismertté valik. A talnyulé néhdny nukleotidhoz adaptor molekulat ligalunk,
melyre primert terveziink. A DNS szakaszt ezutdn PCR technikéval felszaporitjuk (pre-
szelektiv PCR) masodik 1épésben pedig szelektiv nukleotidokkal meghosszabbitott primerrel
szelektiv PCR-t végziink, és csak ezutan valasztjuk szét a fragmentumokat poliakrilamid gélen.
Jol ismételhetd, szekvenciaismeretet nem igénylé modszer. Amennyiben a vizsgalat soran az
egyik primert fluoreszcens jeloléssel latjuk el, akkor a kiértékelés ALF-Express elektroforézis

késziilékkel automatikusan elkészithet6 (Vos et al. 1995).

2.3.1.4 MSAP modszer

MSAP: Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism (metilacion alapuldé amplifikalt
polimorfizmus). Ebben az esetben a DNS szekvenciaban nincs kiilonbség csak a DNS szalon
1év6 metil csoportok jelenlétében vagy hidnyaban. A Hpall és Mspl restrikcids endonukeazok
ugyanazzal a felismerdhellyel rendelkeznek (CCGG). Amennyiben a felismerdhelyen 1évo
barmely citozinon metil csoport taldlhato, a Hpall nem tud vagni, mig a kiilsé cititozin
metilaltsaga esetén az Mspl enzim miikddése akadalyozott. A PCR terméket poliakrilamid

gélen valasztjuk szét (Chwialkowska et al. 2017).

2.3.1.5 SCoT markerek

SCoT: Start Codon Targeted Marker (startkodont célzo6 marker) viszonylag 0j technika.
Kimondottan novényekre fejlesztették ki. Tobb mint 5000, ndvényekbdl izolalt gén vizsgalata
alapjan megnézték, hogy az ATG startkodon eldtt és utan jellemzéen milyen nukleotidok
szerepelnek, és ezek alapjan konszenzus szekvencia sziiletett. Géneket célzd egyprimeres,
dominans marker. Amplifikacio akkor torténik, ha a primer a két szalon egymassal szemben
bekot, vagyis az ellentétes szadlon ugyanabban a régioban a masik leolvasasi irdnyban is gén
talalhatd. A keletkezett PCR termék egyszerre 2 génrdl nyujt informaciot. Felhasznalasa

kiilondsen rezisztencia tulajdonsagok meghatarozasakor lehet érdekes, ilyenkor az érzékeny és

12



rezisztens fajtak kozotti fragmentum kiilonbségek olyan szekvenciakiilonbségekre utalhatnak,
melyek nagy valoszinliséggel valamely biotikus vagy abiotikus stresszel kapcsolatos
toleranciaért vagy rezisztenciaért felelés. A primerek 18-20 nukleotidosak, ez biztositja a jol

ismételhetdséget (Rai, 2023).

A marker technikdk egymassal is kombinalhatok. Erre példa a SAMPL és SASPL technika.

2.3.1.6  SAMPL technika

SAMPL.: Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci (mikroszatellit polimorf
lokuszok szelektiv amplifikacidja). A PCR soran az egyik primert az adaptorra (AFLP), a
masikat a mikroszatellit régiora (ISSR) tervezik. Dominans marker (Wotsenboer et al.1997).

2.3.1.7 SASPL technika

SASPL: Selective Amplification of Start codon Polymorphic Loci (startkodon polimorf
lokuszok szelektiv amplifikacidja). A PCR soran az egyik primert az adaptor molekulara
(AFLP), a masikat start kodonra (SCoT) tervezik. Jol elkiilonithetd tulajdonsagért felelds gén

azonositasara hasznalhaté dominans marker (Alsamman et al. 2017).

2.3.2 Specifikus primerek

A szekvencia-specifikus primerek alkalmazasi teriilete igen sokrétii lehet a molekularis
biologidban és a genetikai kutatasokban. Példaul RNS-interferencia sordn specifikus RNS-
fragmentumokat hoznak létre, hogy poszt-transzkripciondlisan elnyomjdk a gének
kifejez6dését. Az RNS-fragmentumok eléallitasahoz specifikus primereket hasznalnak (Shan,
2010). A szekvencia-specifikus primerek segithetnek a mutaciok azonositasaban ¢€s
elemzésében, mivel ezekkel a primerekkel célozhatok meg a potencialis mutaciok helyei a
DNS-ben (Bio-Rad Laboratories, Inc, 2024). Az RFLP Restriction Fragment Length
Polymorphism (restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus) az egyik legkorabbi molekularis
marker, amelyet genetikai térképezéshez fejlesztettek ki. A homoldg DNS szekvencidk kozotti
kiilonbséget specifikus restrikciés endonukledzokkal torténd emésztés utan, a kiillonb6zd
hosszisagu fragmentumok jelenléte alapjan allapitjak meg. Az RFLP marker specifikus egy

klon-restrikcios enzim kombinaciora. A jelolt DNS szekvencia Southern blot soran hibridizal
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egy vagy tobb fragmentummal a megemésztett DNS mintabol. A legtobb ilyen marker
kodominans és lokusz specifikus. A technika felhasznalhat6 példaul sziilé-utoéd kapcsolatok és
oroklott betegségek detektalasaban (Thermo Fisher Scientific Inc., 2024; Jarcho, 2001). A
legtobb RFLP marker kodominéns és lokuszspecifikus.

polimeraz lancreakcidval valos idében figyelik, melyhez szekvencia specifikus primerekkel
kombinalt fluoreszcens jeloloket hasznalnak. Ez a kvantitativ modszer lehetévé teszi a DNS

mennyiségének relativ vagy abszolut meghatarozasat a mintakban (Cepin, 2017).

A specifikus primerek tehat olyan részekre illeszkednek, amelyeket az adott kisérlet soran
vizsgalni szeretnénk. A primerek tervezése az elso fontos 1€pés a sikeres PCR érdekében, hiszen
a specifitds nagyban befolyésolja az amplifikalt termékek szamat, mindségét. A primertervezés
soran a legfontosabbak a primer hossza, a primer hosszanak kiilonbsége, a GC-tartalom, a
primer 3’ végének nukleotid-Osszetétele, az olvaddsi hémérséklet (Tm) és az olvadasi
hémérséklet-kiilonbség (Tm-diff). Figyelembe kell venni a masodlagos struktarakat, példaul
dimereket (cross €s self dimer) és a hajtii képzodést is. Az optimalis eredmény érdekében primer
tervez0 szoftverek alkalmazasa javasolt, melybdl ma mar szamos valtozat online, ingyenesen

is elérhet6 (Chuang et al. 2013).

A primer szekvencia degeneraltnak szamit, ha bizonyos pozicidokon tobb lehetséges bazispar is
szerepelhet benne. A primer degenerdltsdga azt jelenti, hogy hany egyedi
szekvenciakombinacidt tartalmazhat. Az ilyen primerek tervezése fontos feladat, amikor csak
részlegesen ismeriink egy géncsaladot, vagy ha kapcsolddo fajokkal foglalkozunk (Linhart és
Shamir, 2005). A degeneralt primerekkel végzett PCR specifitasat touch-down beallitassal
novelhetjiik. Ha az els6 két ciklusban a tapadasi hémérsékletet az olvadasi homérséklet folé
tessziik, gy nagyon kevés primer fog betapadni, viszont olyan helyekre, ahol tokéletes a
komplementaritas. A modszer Iényege, hogy az els6 tiz ciklusban mindig 1°C-kal lejjebb
vissziik a tapadasi hdmérséklet, ezzel névelve a primerek betapadasi aranyat és a specifikus
amplikonok szdmat. Az utolso 24 ciklusban az n. végsd kapcsolodasi homérsékletet allitjuk
be, ahol a primerek még éppen be tudnak kotni. Ezzel szintén a specifikus PCR termékek

felerdsodését tamogatjuk (Wunderlich, 2021).
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2.3.3 Kutatasban hasznalt markerek

Kutatdsunkban el6szor startkodont célzo primereket hasznaltunk, majd a kajszi genotipusokat
a COR génekre tervezett két tovabbi primerparral is analizaltunk.
A kovetkezOkben szakirodalmi példakat mutatunk be a SCoT markerek gyakorlati

alkalmazasaval kapcsolatban.

2.3.3.1 SCoT markerekkel szerzett tapasztalatok és azokkal elért kutatdsi eredmények

Az SCoT marker a startkodont szegélyezd régiot célozza meg, amely a novényi gének erésen
konzervalt régidja. Ezért képes megkiilonboztetni egy adott gén genetikai véltozatait, amelyek
egy adott tulajdonsdghoz kapcsolédnak. Ez egy egyszerli, ujszerli, koltséghatékony,
nagymértékben polimorf €s reprodukalhaté molekuldris marker, amelyhez nincs sziikség
elozetes szekvencia informaciora. A kdzelmultban a SCoT markereket szamos kereskedelmi
szempontbol fontos és alulhasznositott novényfajban alkalmaztdk, ideértve a genetikai
diverzitas elemzését, fajta, hibrid, faj azonositasat, az ivar meghatarozasat, a kapcsolddasi

térkép felépitését, szovettenyészetben nevelt novények asszociacios térképezését, analizisét,

crer

Altalanossagban  elmondhatd, hogy az SCoT-markerekkel végzett vizsgalatok
reprodukalhatoak, kiértékeléslik prezencia-abszencia (0,1) tipust téblazat alapjan torténik.
Collard és Mackill (2008) a kétmintas, kiilonboz6 napokon és kiilonbozé PCR gépeken
elvégzett kisérleteknél néhany primerrel nem kaptak reprodukalhato profilokat, ami arra utal,
hogy a primer hossza (18 nukleotid) és az olvadasi homérséklet (50°C) 6nmagaban nem
biztositjak a reprodukalhatosagot. Ez hangstlyozza annak sziikségességét, hogy gondosan
tesztelni kell az Gsszes, e technika alkalmazasaval eldallitott markert a RAPD-hoz hasonldan,
valamint a PCR koriilmények tovabbi optimalizalasara lehet sziikség. Megfigyelésiik szerint a

magasabb GC-tartalommal rendelkez6 primerek altalaban jobb reprodukalhatosaggal birtak.

A SCoT markerek hasznalatat rizs genotipusokon validaltak (Collard és Mackill, 2008), de
hasznalatukkal eredményeket értek el mogyoro (Xiong et al. 2011), sz616 (Guo et al. 2012) és
burgonya (Gorji et al. 2011) valamint orchidea genotipusok elkiilonitésében (Bhattacharyya et

al. 2013), és rozsafajtak genetikai diverzitasanak felmérésében (Agarwal et al. 2019) is.
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A SCoT markerek dominansak, miikodésiiket a kovetkez6 abran szemléltetjik (2. dbra)
(Collard és Mackill, 2008).

2. abra. A SCoT dominans markerek miikodése.
(Forras: Collard és Mackill, 2008)
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Guo és munkatarsai (2012) kutatasa szerint a SCoT technika nagyon informativ és nagyon
hasznos lehet a sz016 genetikai diverzitasanak vizsgalatdban. A kezdetben rendelkezésre allo
36 SCoT primer koziil elvetették azokat, amelyeknél csak kevés vagy tul sok fragmentumot
tapasztaltak, vagy amelyek rosszul reprodukalodtak az ismétlések soran. Végeredményben 64
sz6l6 genotipust analizaltak 17 SCoT markerrel. A PCR-hez Taq polimerazt és 50°C-0s
tapadasi homérsékletet hasznaltak. Az amplikonokat 1%-0s TBE agardz gélen valasztottak szét.
A markerek nagy aranyban voltak polimorfak, ami magas diszkriminacios képességet jelent. A
PIC értékek (polimorfizmus informaciotartalom) magasak voltak (0,75 ¢és 0,91 kozott
mozogtak), a kiértékelt 131 fragmentumbol 122 volt polimorf, ami jelzi a SCoT technika
nagyon magas megkiilonboztetd képességét. A tanulmany azt mutatta, hogy a sz6lében a
polimorf lokuszok ardnya és az atlagos polimorf lokuszok szdma magasabb, mint mas
novényfajoknal. A SCoT markerek nagyon informativak a sz616 esetében, még a SSR és mas
markerekkel szemben is. Az eredmények alapjan a SCoT markerek hatékonyan alkalmazhatok
a sz6lok filogenetikai kapcsolatainak tanulmanyozasara. Az Amerikabol €s Kinabol szarmazo

vad Vitis fajok ezzel a modszerrel jol elkiilonithetok.

Xiong és munkatarsai (2011) tanulmanyukban 20 mogyoro6 genotipust vizsgaltak, és szintén 36
SCoT primerbdl valasztottak ki azt a 18 primert tovabbi elemzésre, amelyek egyértelmii és
ismételhetd savmintazatokat mutattak. Ezek eredményeit hasznaltak fel a genetikai hasonlosagi

¢s csoportositasi elemzésekhez. A 18 primer 0sszesen 157 fragmentumot hozott 1étre, melyek
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koziil 97 jelen volt az 6sszes genotipusban, és 60 sav volt polimorf. A Pl érték (polimorfizmus
index) 0,09 (SCoT 19) és 1,65 (SCoT 15) kozott valtozott, atlagosan 0,82 volt, amely azt
mutatja, hogy bizonyos DNS-polimorfizmusok kimutathatok a foldimogyord botanikai

valtozatai kozott SCoT markerek hasznalataval.

Gorji és munkatarsai (2011) kutatasukban harom marker technika hatékonysaganak
Osszehasonlitasat végezték el (SCoT, ISSR, RAPD). Tanulmanyukhoz 24 burgonya fajtat
hasznaltak és 85 random kivalasztott F1 tetraploid egyedet. Az F1 nemzedékbdl kivalasztott
egyedek mindegyike a *White Lady’ és ’S440° keresztezésébdl szarmazott (Keszthely,
Burgonyakutatasi Kézpont). A genomi DNS-t in vitro mddon eléallitott novények szarabol és
levelébol Walbot és Warren (1988) eljarasa szerint vontak ki. A SCoT marker analizishez 12
primert hasznaltak, melyeket az egyes PCR-ek alkalmaval 15 féleképpen random mddon
Osszeparositottak. A 15 primerpar az F1 nemzedék egyedeinél 130 mig a fajtak esetén 187
fragmentumot amplifikalt. Az F1 egyedeknél atlagosan 8,7 mig a fajtaknal 12,5 polimorf
fragmentumot szamoltak. Az F1 genotipusok minden primerparjara vonatkozé polimorfizmus
szazalékos atlaga 20, mig a fajtak esetében ez az érték 61 volt. Az SCOT primerek koziil a S04-
12, S05-11, S11-16 és S13-14 primerparok tobb mint egy allélt mutattak egy adott lokuszon. A
kutatds alapjan végeredményben a markerek kozil a SCoT-ok bizonyultak a
leginformativabbaknak, 6ket kovették az ISSR és RAPD technikék.

Bhattacharyya és munkatérsai (2013) tanulményukban hat természetes populacidhoz tartozo,
hatvan orchidea egyedet vizsgaltak a meglévO genetikai valtozatossdg szempontjabol. A 16
SCoT marker 6sszesen 132 fragmentumot amplifikalt, amelyek 96,21%-0s polimorfizmust
mutattak. A PIC érték 0,78 volt. A polimorf lokuszok szdzalékos aranya (Pp) 25% ¢és 56,82%
kozott mozgott. A génaramlés értéke (0,37) €s a populacidk kozotti diverzitas (0,57). A
molekularis variancia elemzés (AMOVA) 43,37% -os valtozatossagot mutatott ki a
populéciokon beliil, mig 56,63% valtozatossagot mutattak ki a populaciok kézott. A csoport
analizis szintén magas genetikai valtozatossagot mutatott ki a genotipusok kozott. A jelenlegi
vizsgalatok azt mutatjak, hogy a SCoT technika érzékeny az alacsony szintli genetikai
valtozasokra, igy nagyon hasznos eszkozt biztosit a populacidgenetika széles kori elemzésére,
valamint fajok vagy populaciok azonositasara. Megallapitottak, hogy a SCoT markerrendszer
hatékony eszk6z a D. nobile genetikai valtozatossaganak becslésére, és eldzetes pontként
szolgalhat a jovobeli kutatdsokhoz ezen egészségiigyi fontossagu, veszélyeztetett orchidea faj

populécids és evolucios genetikajaban.
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Agarwal és munkatarsai (2019) 29 rézsafajta genetikai diverzitasanak felmérésére alkalmaztak
a SCoT markerrendszert. Kutatasukhoz genomi DNS-t hasznaltak. A 36 SCoT marker koziil a
legtobbnél szamos polimorf fragmentumot figyeltek meg, melyek 150 és 1200 bp kozott
amplifikalodtak. A primerek koziil a SCoT 21 eredményezte a legtdbb savot, a SCoT 17 és
SCoT 22 pedig a legkevesebbet. Négy primer nem eredményezett fragmentumokat (SCoT 7,
SCoT 9, SCoT 27, SCoT 32). A markerek hatékonysagat binaris tablazat alapjan allapitottak
meg. A PIC értékek 0,42 és 0,92 kozott alakultak. A prezencia-abszencia tablazat alapjan
dendrogramot is készitettek, melynek segitségével sikeriilt feltérképezniiik a vizsgalt fajtak

kozotti rokonsagi kapcsolatokat.

A kovetkezd alfejezetben ismertetjiik az STS koncepcid 1ényegét, majd a COR47 primerparok
gyakorlati alkalmazasara hozunk példakat, emellett az azokkal folytatott kutatasok eredményeit

ismertetjiik.

2.3.3.2 CORAT primerpdrok gyakorlati alkalmazdsa

Az STS koncepciot Olsonnak és munkatarsainak (1989) kdszonhetjiik, akik felismerték, hogy
az egyedi DNS szekvencidk markerként szolgalhatnak a gének genetikai és fizikai
feltérképezéséhez. Az STS régid néhany szaz bp hosszisagu, feltérképezett helyzeti DNS
szekvencia.

Az STS régiokra tervezett markerek altaldban kodominans 6roklédést mutatnak. Ezen DNS
szakasz két végén a szekvencidk egyediek, konzervaltak. Ide sorolhatok a mikroszatellitek
(SSR, STM, SSRP) de a SCAR, CAPS és ISSR markerek is (National Library of Biotechnology
Information, 2024c).

Kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra a ndvényekben kiilonb6zd fehérjék expresszalodhatnak
megvédve Oket az abiotikus stresszhatdsoktol. A novények hideg ellenallosaga mar régota
foglalkoztatja a kutatokat. A COR (Cold-Regulated) gént elészor Arabidopsis thalianaban irtak
le, majd az erre a géncsaladra irt primereket tobb ndvényben is kiprobaltak. Irena Zalunskaité
¢s munkatarsai (2008) kisérletében in vitro koriilmények kozott nevelt szamdcan alkalmaztak
a COR47X1F1 és R1 primereket. A szamocat laboratoriumi koriilmények kozott nevelték és 30
napos hideg hatasnak tették ki. Ezalatt 6t alkalommal (a 6.,12.,18., 24. és 30. napon) RNS-t
izolaltak, majd reverz transzkriptazzal és COR47X1F1 primer hasznalataval cDNS-t allitottak
eld. Ezutan a génexpressziot COR47X1R1 primerrel elkészitett PCR-rel vizsgaltdk. A

fragmentumokat agardz gél elektroforézissel valasztottak szét. Két jellegzetes fragmentumot
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detektaltak 600 és 250bp magassagban. A vizsgalatot cseresznyével és meggyel is
megismételtek és a kiértékelésnél a szamodeanal kapott eredményeket hasznaltak referenciaként.
A vizsgalat mindegyik fajnal mutatott polimorfizmust, de a kiértékelésénél azt talaltak, hogy
bar ezek a fragmentumok a vizsgalat ala vont fajok bizonyos egyedeinél megjelentek, azokat
mégsem tudtak egyértelmilen a hidegtiiré fenotipushoz tarsitani, mert e tekintetben

szabalyossdg nem mutatkozott.

A kozelmultban Hallajian és munkatarsai (2023) 28 kajszi genotipust vizsgaltak STS régiokra
tervezett primerekkel. A hidegtiirésért felelds gének, azaz COR gének polimorfizmusanak
kimutatasara két specifikus primerpart hasznaltak.

Az els6 primerpar (COR47X1R1 és COR47X1F1) hat fragmentumot amplifikalt a vizsgalt
fajtakban. Harom mutans klénban 295 bp magassagban egyedi savok jelentek meg, melyek a

hidegtiiréssel hozhatok kapcsolatba.

A masodik primer (COR47X2R1 ¢s COR47X2F1) tobb kiilonbséget mutatott a vizsgalt
genotipusok kozott. Négy polimorf allélt eredményezett egy tolerans fajtaban melyek 250, 350,
620 és 1180 bp hossziisaguak voltak. A 620 és 1180 bp méretii fragmentumok dsszefiigghetnek
a hidegtiirési tulajdonsagokkal. Ezen kiviil ez a primer két egyedi, 395 és 550 bp méretii
fragmentumot mutatott az egyik mutans klonban (’M40-11"), valamint harom egyedi savot 450,
620 és 700 bp magassagban harom mutans klonban (’M50-4’, *M50-6" és M50-2°). A

vizsgalatok alapjan ez utoébbi genotipusokat hidegtiird fajtaként regisztraljak.
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A jobb attekinthetdség érdekében a Hallajian és munkatarsai (2023) szerinti COR47X1 és

COR47X2 primerparokkal amplifikalt fragmentumokat tablazatos formaban is bemutatjuk
(2. tablazat).

2. tablazat. CORX1 és X2 primerparokkal amplifikalt fragmentumok.
(Forras: sajat szerkesztés Hallajian et al. 2023 nyoman)

bp | Hidegtiirés | Altalanos | Egyedi | Primerpar | Genotipusok

150 X 1 fagyérzékeny fajta
250 X fagyérzékeny fajtak
295 X CORA7X1. 3 muténs klon CM60-5°, "M60-15°, "M40-11°)
350 X fagyérzékeny fajtak egy kivétellel
580 X 2 fagyérzékeny fajta
1150 X 2 fagyérzékeny fajta
350 X fagytiird és fagyérzékeny fajték
395 X ’M40-11" muténs klén
450 X ’M50-4°, "M50-6°, ’M50-2° mutans klonok
550 X ’M40-11’ mutans klén
580 X COR47X2 |2 fagyérzékeny fajta

’Jahangiri fagytiir6 fajta’ és 3 mutans klon (’M50-4°, M50-
620 X 6°, ’M50-2°)

700 X ’M50-4°, ’M50-6°, ’"M50-2’
1150 X 2 fagyérzékeny fajta
1180 X >Jahangiri’ fagytlird fajta
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3 Anyag és modszer

A levélmintdkat 2023 tavaszan a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Kertészettudomanyi Intézetének Gyiimolcstermesztési Kutatdo Kozpontjanak Ceglédi
Kutatoallomasan telepitett iiltetvényekbdl gytijtottiik. A kisérletben 18 genotipust, ezek kdzott
4 hibridet vizsgaltunk (1. tdbldzaf). A vizsgalatokat a Magyar Agrar-és Elettudomanyi

Egyetem, Genetika és Biotechnologia Intézet laboratoriumaban végeztiik el.

3.1 DNS kivonas

A begytijtott, majd -20°C-on tarolt levelekb6l NucleoSpin Plant IT (Macherey-Nagel) protokoll
szerint DNS-t izolaltunk. A mintak eldorzs6lésénél késhegynyi PVP-t (polivinil-pirrolidon)
adagoltunk, melyet altalaban magas polifenol tartalmu novényeknél alkalmazunk, hogy
megakadalyozza a DNS fenolos vegyliletek altali szennyezddését. A dorzsolésnél végig
tgyeltiink ra, hogy a mintaink ne olvadjanak ki, ennek érdekében a mozsarat és a botokat
elézetesen fagyasztdban taroltuk. A dorzsolést addig folytattuk mig a mintdink liszthez hasonld
allagva valtak, ekdzben azokhoz sziikség szerint két-harom alkalommal folyékony nitrogént
adagoltunk. Az eldorzsolt novényeket alkohollal att6rélt spatulaval mintanként kiilon csébe
elézetesen elokészitett 400 uL PL1 lizis pufferbe kapartuk, majd Vortex segitségével
Osszekevertiik. Kovetkezd 1épésben az RNS-ek bontasat mintanként 10 pL  RNase
hozzaadasaval biztositottuk. Az igy elkészitett elegyet Vortex-szel kevertiik 6ssze, majd 30
percig 65°C-on inkubaltuk, ezt kdvetden 5 percig maximalis fordulatszamon centrifugaltuk.
Az Osszetort részek atsziréséhez lila Nukleospin filtert alkalmaztunk, melyet el6zetesen
gyljtécsobe helyeztiink. Miutén a feliiluszot atmértiik a lila csdoszlopra, 2 percig centrifugaltuk
(11.000x g).

Ezt kdvetdéen mintanként egy 1,5 ml kapacitasu Eppendorf csovet feliratozunk, abba 450 uL
PC puffert mértiink.

A DNS megkéttetését az alabbiak szerint végeztiik el. A z6ld cséoszlopot egy 1j, 2ml térfogata
gylijtdcsdbe helyeztiik, majd a mintakbol 650uL-t &tmértiink, centrifugaltuk (11.000x g), majd
ezt a két 1épést megismételtiik.

A z061d szilika membrant 3 1épésben mostuk at. Az els6 mosas alkalmaval a cs6bdl kiontottik
a folyadékot és az oszlopra 400uL PW1 puffert mértiink. A PW1 pufferes mintat 1 percre a
centrifugaba tettiik, majd a folyadékot kiontottiik a csébdl. A masodik mosast 700uL, a

harmadikat 200uL PW2 puffer hozzdadaséaval tettiik meg. A miiveletet mindkét esetben az elsd
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mosashoz hasonléan centrifugalassal fejeztiik be. Két mosas kozott a folyadékot mindig
kiontottiik a cs6bol. A DNS mosast 2 perces centrifugalassal fejeztiik be (11.000x g), melynek
alkalméval a csovet liresen (puffer adagolasa nélkiil) tettiik a késziilékbe. Amikor az etanol
elparolgott a mintainkbol, a DNS kivonast a leoldas 1épésével folytattuk.

A leold6 puffert elézetesen 65°C-ra elomelegitettiik. A zold cs6oszlopot uj Ependorf csébe
helyeztiik és az oszlop kozepére célozva S0uL PE puffert mértiink rd. A mintainkat 65°C-on 5
percre inkubatorba helyeztikk majd egy percig centrifugaltuk (11.000x g). Ujabb 50 pL PE
puffer hozzaadasa utan az utolsd két 1épést megismételtiik. A cs6oszloprol leoldott DNS-t

tartalmaz6 folyadékot a kovetkezd felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.2 DNS mintak mindségellenorzése

A novényekbdl kivont DNS mennyisége €és mindsége kihatassal van a késébbi vizsgalatok

kimenetelére, igy annak ellendrzésére még a kutatds elsd fazisaban sziikség van.

A mindség ellendrzéséhez 1%-0s TBE agaroz gélt készitettiink (Lonza, SeaKem LE Agarose),
abba 5 pL etidium-bromidot kevertiink. Parafilmre elézetesen mintanként 1 pL loading dye-t
mértiink. A mintakat pipettaval j heggyel felkevertiik, 5 uL-t a loading dye-hoz adagoltunk,
ezutan a zsebekbe toltottiik. Az utolsd zsebbe 2uL. Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp PLUS
DNS létrat tettiink. A kivont DNS intakt maradt, varakozasainknak megfeleléen mintanként
egy éles fragmentumot kaptunk (3. dbra). A zsebek jelolésénél a fajtanevek helyett az 1.

tablazatban kozolt szamot, ,,SSz.” hasznaljuk.

3. abra. DNS mindség-ellendrzés 1%-0s 0,5X TBE agar6z gélen, mintasorrend 1-18., mintak jeldlése az 1. szamu tablazat
alapjan. M: Gene Ruler 100bp plus DNS létra.
(Forrds: sajat munka)

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 12 13 14 1516 17 18 M

. —— — - ———

A DNS koncentraciét Nanodrop spektrométerrel (Thermo Scientific NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer) ellendriztiikk. A NanoDrop 1000 3.8.1 program elinditasa utan az érzékel6t
steril vizzel tisztitottuk majd a DNS leoldashoz hasznalt PE pufferrel kalibraltuk. A mérés el6tt
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a mintakat pipettaval Osszekevertiik. A vizsgalathoz az egyes mintakbdl 2 pL mennyiséget

hasznaltunk. Két minta felvitele kozott az érzékelOt szaraz papirtorldvel tisztitottuk.

3.3 PCR

A mintainkat kétféle markerrendszerrel analizaltuk. Elsé korben tizenharom SCoT markert
alkalmaztunk, hogy meghatarozzuk a kutatasba vont kajszi fajtak polimorfizmusat, majd
COR47 STS régiodra tervezett primerparokat hasznaltunk a hidegtiiréssel kapcsolatba hozhaté
DNS szakaszok kimutatasara. A PCR paraméterek beallitisanal mindkét markertipus esetén
szakirodalmi adatokra tamaszkodtunk. Vizsgalatainknal kétféle polimerazt - GoTaqG2
(Promega Corporation) és Phusion (Thermo Fischer Scientific) - hasznaltunk.

3.3.1 PCR SCoT markerekkel

A molekularis genetikai vizsgalatba Collard és Mackill (2008) publiké4cioja alapjan, az altaluk
kifejleszett SCoT markerek koziil 13-at vontunk be (3. tdbldzar). A primereket konszenzus
szekvenciakbol tervezték, ugy, hogy az ATG kodont +1, +2 és +3, a,,G”-t a +4 pozicidban, és
WA, C7-tés,,C”-ta+7, +8 és +9 pozicidban rogzitették. Minden primer 18 bazis hosszusagu és
a GC-tartalom tartoméany 50% ¢és 72% kozott mozog. A guanin és citozin kozotti harom
hidrogénkotésnek koszonhetdéen a primer erésebben tud kétddni, ugyanakkor a magas GC
tartalom magasabb olvadasi homérséklethez (Tm) vezet. A dimer ¢és hajtiiképzodési

hajlamossagot elézetesen ,,FAST PCR” programmal ellendrizték.

3. tablazat. Vizsgélatba vont SCoT markerek szekvencidja, olvadasi hémérséklete és GC tartalma.
(Forras: sajat szerkesztés Collard & Mackill, 2008 nyomdn)

Primer jelolés szekvencia Tm GC%
SCoT 1 5’-CAA CAA TGG CTA CCA CCA-3’ 52,6°C 50
SCoT 3 5"-CAA CAA TGG CTA CCA CCG-3’ 53,9°C 56
SCoT 12 5’ -ACG ACA TGG CGA CCA ACG-3’ 58,4°C 61
SCoT 13 5’-ACG ACA TGG CGA CCA TCG-3’ 58,0°C 61
SCoT 15 5'-ACG ACA TGG CGA CCG CGA-3’ 62,6°C 67
SCoT 18 5’ -ACC ATG GCT ACC ACC GCC-3’ 60,7°C 67
SCoT 19 5’ -ACC ATG GCT ACC ACC GGC-3’ 60,7°C 67
SCoT 22 5’-AAC CAT GGC TAC CAC CAC-3’ 55,0°C 56
SCoT 29 5’-CCA TGG CTA CCA CCG GCC-3' 61,7°C 72
SCoT 30 5’-CCA TGG CTA CCA CCG GCG-3’ 61,8°C 72
SCoT 31 5/-CCA TGG CTA CCA CCG CCT-3’ 60,4°C 67
SCoT 33 5’-CCA TGG CTA CCA CCG CAG-3’ 58,9°C 67
SCoT 34 5’-ACC ATG GCT ACC ACC GCA-3’ 59,7°C 61
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A SCoT markereket el6szor 3 mintdn teszteltik, majd amikor azok miikodésérdl
megbizonyosodtunk, a PCR-t az 6sszes mintankon elvégeztiik. A PCR reakciéhoz GoTaq G2
(Promega Corporation) DNS polimerazt hasznaltunk. A master mixet gyartéi protokoll
(Promega Corporation) alapjan allitottuk Gssze. A pontos mennyiségeket egy mintara a 4.

tablazat tartalmazza.

4. tablazat. PCR master mix Osszetétele egy mintara, GoTaq G2 DNS polimeraz és SCoT primer alkalmazasa esetén.
(Forrds: sajat munka)

Sorszam Komponens Mennyiség
(1]
1. Steril viz 4,45
2. 5X GoTaq Reaction Buffer 2
3. 2mM dNTP 1
4. Primer 15
5. GoTaq G2 DNS Polimeraz 0,05
6. DNS templat 1
Végtérfogat: 10

A reakciohoz Bioer - GeneExplorer Thermal Cycler késziiléket hasznaltunk.

A PCR paramétereit Collard és Mackill (2008) publikacioja nyoman allitottuk be. Ez alapjan
az el6-denaturalas 94°C-on 2 percig zajlik. A denaturalas 94°C-on fél percig tart. Ezt koveti a
primer tapadas, melynek optimalis hémérséklete a primer olvadasi hdmérséklete alatt 5°C-kal
talalhato (50°C). A ciklus harmadik fazisa a lanchosszabbitdas. A 2 perces 72°C-0S
lanchosszabbitési szakasz alatt a GoTaq G2 DNS polimerdz maximum 2 kb hosszisagua DNS
szakaszt masol le. Az utd-lanchosszabbitas 5 percig tart (72°C). A ciklus 35-szor ismétlodik. A
PCR termékeket a késziilékbdl valo kivételéig 16°C-on tartottuk (5. tdbldazat).

5. tablazat. PCR protokoll SCoT marker és GoTaqG2 DNS polimeraz kombinacidjahoz.
(Forrds: Sajat munka)

l. I1. 11R V. V. VI.
El6-denaturalas Denaturalas Primer tapadas Lanc- Uto-lanchossz. Aztatas
hosszabbités
94°C 94°C 50°C 72°C 72°C 16°C
2:00 0:30 01:00 2:00 5:00 o0
35X
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3.3.2 PCR CORA47 primerparokkal

Vizsgéalatainkat a COR géncsaladra tervezett COR47X1 ¢és COR47X2 primerparokkal

folytattuk. A primerparok szekvenciait a kdvetkez6 tablazat tartalmazza (6. tablazat).

6. tablazat. STS régiokra tervezett (COR47) primerparok szekvenciai.

(Forras: sajat szerkesztés Hallaijan et al. 2023 nyomdn)

Primer jelolés Szekvencia

COR47X1F1 5’ -ACRTTCCCGAGCACGAGACH-3’
COR47X1R1 5’ -CTCCAARATACCCTTCTTYTCC-3'
COR47X2F1 5’ -ACRTTCCCGAGCACGAGACH-3"
COR47X2R1 5’ ~CCAWRATHCCCTTCTTYTCCKYSG-3’

3.3.2.1 PCR GoTaq G2 polimerdzzal

A PCR reakciohoz elészor GoTaq G2 (Promega Corporation) DNS polimerazt hasznaltunk. A

master mixet gyartoi protokoll (Promega Corporation, 2024) alapjan allitottuk 6ssze

(7. tibldzat).

7. tablazat. Gyartoi javaslat a GoTaq G2 DNS polimeraz sztenderd alkalmazasdhoz 1 mintara, a master mix Osszetételének

¢és az Osszetevok aranyainak meghatarozasahoz.

(Forras: sajat szerkesztés Promega Corporation, 2024 nyomdn)

Komponens Végt[irl{ogat Végkoncentracié
5X Zold vagy szintelen 10 1X (1,5mM MgCI2)
PCR Nukleotid mix, 10mM 1 0,2mM dNTP
Forward primer 0,1-1 uM
Reverz primer 0,1-1 uM
GoTaq G2 DNS polimeraz 0,25 1,25u
DNS templat VA <0,5ng/50ul
Nukleaz mentes viz 50 mikroliterig
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A PCR paramétereket (,,PCR protokoll 1) Hallajian és munkatarsai (2023) nyoman allitottuk
be, de a denaturalasi hdmérsékletet és id6t, valamint a primer kitapadasi és lanchosszabbitasi
id6t a polimeraz sajatossagaihoz igazitottuk (8. tabldzat). A reakciohoz Bioer - GeneExplorer

Thermal Cycler késziiléket hasznaltunk.

8. tablazat. ,, PCR protokoll 1” GoTaq G2 polimerazzal és COR47 primerparokkal.
(Forras: sajat munka Hallajian et al.2023 nyomadn)

l. 1. 118 V. V. VI.
El6-denaturalas Denaturalas Primer tapadas Lanc- Uto-lanchossz. Aztatas
hosszabbitas
95°C 95°C 63°C 72°C 72°C 16°C
3:00 1:00 01:00 1:30 6:00 0
35X

A reakcidt a specifitds novelése miatt Hallajian és munkatarsai (2023) publikicidjdban

feltiintetett beallitasokon tul, touch-down (,,PCR protokoll 2’) modszerrel is elvégeztiik
(9. tablazat).

9. tablazat. ,, PCR Protokoll 2” (touch-down beallitas) GoTag G2 polimeraz és COR47 primerek hasznalataval.

(Forras: sajat munka)

l. 1. Il. V. V. VI. VII. VIII. I1X.
El6- | Denat. | Primer tap. Lanc- Denat. | Primer tap. Lanc- Uto-lanc- Aztatas
denat. hossz. hossz. hossz.
95°C 95°C 65°C 72°C 95°C 56°C 72°C 72°C 16°C
(-1°C/cikl.)
3:00 0:30 0:30 1:15 0:30 0:30 1:15 5:00 0
10X 24X

3.3.2.2 PCR Phusion polimerdzzal

A reakcidt nagy pontossagu Phusion (Thermo Fischer Scientific) polimerazzal is
megismételtiik, és ezuttal is Bioer - GeneExplorer Thermal Cycler késziiléket hasznaltunk.

A master mixet 1 mintara az alabbi tablazat szerint mértiik 6ssze (10. tdbldzat).

10. tablazat. Master mix 1 mintara Phusion polimeraz és COR47 primerek hasznalataval.
(Forrds: sajat munka)

Sorszim Komponens Mennyiség
[nl]
1. Steril viz 6,8
2. GC Buffer 4
3. 2mM dNTP 2
4. Primer F 1,5
5. Primer R 15
6. Phusion DNS Polimeraz 0,2
7. DNS templat 4
Végtérfogat: 20
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A PCR paramétereit (,,PCR protokoll 3”) elészor Hallajian és munkatarsai (2023) publikacidja
alapjan allitottuk be. Az elédenaturalas 98°C-on 3 percig zajlik. A ciklus 35-szor ismétlodik. A
denaturalas 98°C-on tiz masodpercig zajlik (2.1épés). Ezt koveti a primertapadas, melynek
optimalis hdmérséklete a primer olvadasi hdmérséklete alatt 5°C-kal talalhatd, ez esetlinkben
63°C-ot jelent. A 4. 1épés a lanchosszabbitas, mely 72°C-on 45 mésodpercig tart, végiil az utod-
lanchosszabbitas kovetkezik, mely 6 perces (72°C). A PCR termékeket a késziilékbdl valo
kivételéig 16°C-on tartottuk (11. tabldzat).

11. tablazat. ,, PCR protokoll 3” Phusion polimerazzal és specifikus COR47 primerparokkal.
(Forrds: sajat munka Hallajian et al. 2023 nyomdn)

l. Il. 1. V. V. VI.
EI6- Denaturalas Primer tapadas Lanc- Uto-lanchossz Axztatas
denaturalas hosszabbités )
98°C 98°C 63°C 72°C 72°C 16°C
3:00 0:10 00:30 0:45 6:00 o0
35X

A PCR-t touch-down beallitasokkal (,,PCR protokoll 4”) is megismételtiik, melynek pontos

paramétereit az 12. tabldzat tartalmazza.

12. tablazat. ,,PCR protokoll 4” (touch-down beallitas) Phusion polimerazzal és specifikus COR47 primerparokkal

(Forrds: sajat munka)

l. 1. 1. V. V. VI. VII. VIII. IX.

El6- Dena- Primer Lanc- Dena- Primer Lanc- Uto- Aztats
denaturala turalés tapadas hosszabbitas turalés tapadas hosszabbit | lanchossz. S

S as

98°C 98°C 65°C 72°C 98°C 56°C 72°C 72°C 16°C
(-1°C/cikl.)
3:00 0:10 0:15 0:30 0:10 0:15 0:30 5:00 0
10X 24X

3.4 Agaroz gélelektroforézis

Az amplikonok szétvalasztdsara minden esetben agar6z gélelektroforézist hasznaltunk.

A SCoT primerekkel késziilt PCR termékek méret szerinti szétvalasztasara 2%-0s 0,5X TBE
pufferes agaroz gélt (Lonza Bioscience, SeaKem LE Agarose) hasznaltunk.

A COR 47 primerekkel és Phusion polimerazzal késziilt termékeket 2%-0s 0,5X TBE pufferes
agaroz gélen (Lonza Bioscience, Seakem LE Agarose), mig a GoTaq polimerazzal késziilt PCR
termékeket 3,5%-0s 1X TBE pufferes MetaPhor agar6z (Lonza Bioscience, MetaPhor Agarose)

gélen valasztottuk szét. A fragmentumokat etidium-bromid hozzaadasaval tettiik lathatova.
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3.5 Kiértékelés

Az els6 és utolso zsebbe minden esetben 2uL Thermo Scientific Gene Ruler 100bp PLUS DNS
létrat pipettaztunk. A kiértékelést prezencia-abszencia tablazattal végeztiik el. Az értékelés
soran csak a jol megkiilonbdztethetd, megismételhetd fragmentumokat vettiik figyelembe. A
markerek hatékonysagi mutatdinak megallapitasahoz iMEC online kalkulatort hasznaltunk
(Amiryyousefi et al. 2018). Végiil a binaris tablazatok alapjan dendrogramot készitettiink IBM
SPSS Statistics 23 szoftver hasznalataval. Az alkalmazas funkcidi koziil a hierarchical cluster

analizist hasznaltuk a Within-groups binaris alapl varianciat nézve.
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4 Eredmények

A NucleoSpin Plant Il Maxi kittel (Macherey-Nagel) a kajszibarack levelébdl kivont genomi
DNS minden vizsgalt genotipus esetén megfeleld6 mennyiségi és mindségli volt, igy
kisérleteink soran végig azokkal dolgoztunk. A kovetkezé alfejezetekben vizsgalati

eredményeinket ismertetjiik.

4.1 SCoT marker analizis

A kovetkezOkben a SCoT markerekkel késziilt agardéz gélelektroforézis eredményeinek
ismertetésével folytatjuk. Osszességében megallapithatd, hogy a tizenhdrom marker koziil
tizenkettd kiillonbozé mértékii polimorfizmust mutatott, mig egy - a SCoT 22 - monomorf

mintazatot adott (4. dbra).

4. abra. A SCoT 22 marker monomorf mintazatot mutat az 1-18. szadmt minték esetén. Fragmentumok szétvalasztasa 2% 0,5X
TBE agar6z gélen. M: Gene Ruler 100bp plus.
(Forras: sajat munka)

M 1 2 3 45 6 78 9 1011 1213 14 1516 1718 M

A kovetkezokben azok koziil a gélfotok koziil, melyek a polimorfizmus szempontjabol
szignifikansabb eredményt hoztak, tobbet is részletesen bemutatunk.
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Az 5. dbrdn 14that6, hogy a SCoT 1 jelit marker ~750bp magassagbanaz 1., 3.,5.,6.,7., 8., 9,
15., 16., 17. mintak esetén, valamint 900bp magassagban az 1., 12., 14., 15. mintaknal polimorf
fragmentumot amplifikalt.

5. abra. A SCoT 1 marker 2 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. szdmu mintak esetén. Fragmentumok szétvalasztasa
2% 0,5X TBE agar6z gélen. M: Gene Ruler 100bp plus. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.
(Forras: sajat munka)

M1 2 3 45 6 7 8 91011 12131415 16 1718 M

A SCoT 3 markerrel ~670 és 2000bp kozott hat polimorf savot kaptunk (6. dbra). 2000bp
magassagban az 1., 2., 11., 15.,17., 18. minta kivételével minden esetben lathat6é fragmentum,
mig ~ 1250bp-nal csak 6t minta esetén latunk kiilonbséget (1., 3., 9., 12., 16.). A 2., 15., 17.
mintaknal ~1150bp magassagban nem képzd6dott sav, mig 800bp magassagban az 5., 6., 11.
mintak a kivételek. A legkisebb polimorf fragmentum nagyjabol 670bp-nal talalhat6, mely a
mintak kétharmadanal megfigyelhet6 (kivételek: 1., 2., 3., 12., 15., 17.).

6. abra. A SCoT 3 marker 6 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. szamil mintak esetén. Fragmentumok szétvélasztasa
2% 0,5X TBE agar6z gélen. M: Gene Ruler 100bp Plus. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.
(Forras: sajat munka)

M1 2 3 456 7 8 9 1 1 1213 1415 16 1718 M
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A SCoT 12 marker nyolc polimorf fragmentumot mutatott ~1180, ~1100, ~1070, 1000, 800,
~570, ~530 és ~310bp magassagban (7. dbra). Harom minta (1., 2., 9.) esetén latunk
kiilonbséget ~1180bp-nal, és 1100bp-nal 6t minta (2., 3., 6., 7., 9.) esetén amplifikalodott
fragmentum. Egyedi sav lathaté 800bp magassagban a 12. szamu minta esetén, valamint

~530bp magassagban a 18. minta esetén.

7. abra. A SCoT 12 marker 8 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. szdmu mintak esetén. Fragmentumok szétvalasztasa
2% 0,5X TBE agar6z gélen. M: Gene Ruler 100bp plus. Egyedi fragmentum lathaté 800bp (12) és 530 bp (18) magassagban.
A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.

(Forrds: sajat munka)

I%nw LLL T TR
s o 4 1200 bp

pondg

. y 1000 bp
of

300 bp

A SCoT 15 markerrel (8. dbra) hét polimorf savot kaptunk: ~470bp magassagban a 3., 11., 15.
mintaknal, 600bp magassagban a 11., 17., 18. szamuaknal, 700bp magassagban az 1., 3., 15,
17. mintak esetén, és ~1050bp-nal az 5., 15., 17., 18. fajtaknal figyelheté meg fragmentum.
Tovabbi kiilonbségek lathatok néhany genotipus esetén ~1100bp-nal az 1., 3., 13., 14., 15., 17.,
18. szamuaknal, 1200bp-nal az 1., 3., 15., 16., 17., 18. mintaknal és 1500bp magassagban
mindegyik fajtanal, 6t mintat (1., 9., 10., 15., 16) kivéve.

8. abra. A SCoT 15 marker 7 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. szdmu mintak esetén. Fragmentumok szétvalasztasa
2% 0,5X TBE agar6z gélen. M: Gene Ruler 100bp plus. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.
(Forrds: sajat munka)

M1 2 3 45 6 78 91011 12131415 1617 18 M

--7-----——----——--,

31



A SCoT 33 markerrel (9. dbra) nyolc polimorf fragmentumot kaptunk, melyek 3000, 1500,
~1250, ~1110, ~1100, 1000, ~550, 400bp magassagban jelentek meg. Erdekesség, hogy a 12.
szamu minta esetén csak egyetlen fragmentum jelent meg ~1250bp magassagban, mely a tobbi

mintdnal nem talalhaté meg.

9. abra. A SCoT 33 marker 8 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. szamu mintak esetén. M: Gene Ruler 100bp plus. A

12. minta esetén egyedi sav lathaté ~1250bp magassagban. A polimorfizmusokat sarga nyilak jel6lik.
(Forrds: sajat munka)

M 1 23 4 5 6 7 8 910 1121314151617 18 M
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A kovetkez6 abran (10. dbra) a SCoT 34 markerrel késziilt PCR eredménye lathat6. Nyolc
polimorf szakasz amplifikalodott, a legkisebb ~480bp magassagban, a legnagyobb 2000bp-nal.
A9, 10, 12. szdmu mintaknal 600 és ~550 bp magassagban lathato kiilonbségtételre alkalmas

fragmentum.

10. abra. A SCoT 34 marker 8 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. minték esetén. Fragmentumok szétvalasztasa 2%
0,5X TBE agar6z gélen. M: Gene Ruler 100bp plus. A polimorfizmusokat sarga nyilak jeldlik.
(Forras: sajat munka)

%

600 bp

500 bp

400 bp
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A gélképek binaris kiértékelése utdn meghatdroztuk a markerek polimorfizmus
informaciotartalmat iMEC kalkulator hasznalataval (Amiryyousefi et al. 2018). A szoftver
beallitasai szerint dominans markerek esetén a vart heterozigozitas (H) és a polimorfizmus
informaciotartalom (PIC) maximalis értéke binaris adatok esetén 0,5, mivel lokuszonként két
allélt feltételez, és mindkettt befolydsolja az allélok szdma és gyakorisaga. A kodominans
markerek esetében ezek az értékek 0 és 1 kozott valtoznak. A magas értékek mindkét
markerrendszer fejlett diszkriminacids képességét jelzik. Lathato, hogy a legnagyobb PIC
értéket a vizsgalt mintak fliggvényében a SCoT 12 marker adta (PIC 0,42). A SCoT 22 marker

monomorf mintazata miatt binarisan nem kertlt kiértékelésre (13.tdbldzat).

13. tablazat. Alkalmazott SCoT markerek polimorfizmus indexei. Ertékelés: iMEC kalkulatorral. H: Vart heterozigozitas;
PIC: Polimorfizmus informéciotartalom; E: Effektiv multiplex arany; MI: Marker index.
(Forras: sajat munka)

MARKER

Magas

SCoT 13
SCoT 15
SCoT 18
SCoT 19
SCoT 22
SCoT 29
SCoT 30
SCoT 31
SCoT 33
SCoT 34

0,02

6,56 0,01
0,00 0,00

Alacsony
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A binaris tablazat alapjan dendrogramot is készitettiink (11. dbra). Ez alapjan két nagyobb
klasztert tudtunk elkiiloniteni. Az elsé klasztert a Bergeval’ és tovabbi két hibrid alkotja, a
masik klaszter tobb kisebb csoportban tartalmazza a tobbi fajtat. Az eredményekbdl lathato,
hogy a ’Ceglédi zamatost’ és a ’Magyar Kajszi C.256° klont nem tudtuk egyértelmiien

elkiiloniteni a vizsgalatba vont markerek segitségével.

11. abra. Klaszter analizis 1-18. szama mintak. Késziilt: IBM SPSS Statistics 23 szoftver hasznalataval.
(Forrds: sajat munka)

Dendrogram using Average Linkage (Within Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Razsakajszi C 1406 2 —

Bergaron 3
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H-0. 10721 15 l

H-1. 50/58 17

Bergeval 1
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A klonok elkiilonitése molekularis markerekkel nem egyszerii feladat, de mi mégis talaltunk
polimorf fragmentumokat, mellyel a *Ceglédi biborkajszi’-t (10. sz. minta) és annak 307. szamu
klonjat (9. sz. minta) meg tudtuk egymastol kiillonboztetni. A SCoT 19 és SCoT 29 markerek
altal mutatott kiilonbségételre alkalmas szakaszokat a kovetkezd abran mutatjuk be.

Erdekesség, hogy az emlitett fragmentumok mindkét marker esetén 700bp magassagban
talalhatok (12. abra).

12. abra. 'Ceglédi biborkajszi' (10) és 307 sz. klonjanak (9) megkiilonboztetésére alkalmas SCoT 19 és SCoT 29 markerek
altal amplifikalt fragmentumok 700bp magassagban. Fragmentumok szétvalasztasa 2% 0,5X TBE agar6z gélen.
(Forrds: sajat munka)

910 9 10

s 42000 bp ' <1200 bp

e 800 bp
<= 700 bp
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35



4.2 Analizis COR47 primerparokkal

Mint ahogy azt a 3.3.2 fejezetben ismertettiik, a COR47 primerparokkal kétféle polimerazzal
¢s kétféle protokoll szerint hajtottunk végre PCR-t.

Elészor a GoTaq G2 polimerazzal késziilt eredményeket ismertetjiik.

A COR47 primerek és GoTaqG2 polimeraz kombinacidja a Hallajian és munkatarsai (2023)
publikaciojaban feltiintetett protokoll szerint X1 és X2 esetén is csak egy-egy polimorf
fragmentumot adott, melyeket csak egy-egy minta esetén lathatunk. A CORXI1 esetén (13.
dbra) az 1. szama mintanal, ~420bp magassagban, valamint CORX2 primernél (14. dbra) az

1.,2. és 7. mintanal ~1180bp magassagban. Mindkét primer altalanos fragmentumot produkalt
~320bp-nal.

13. abra. PCR COR47X1primerpar és GoTaq polimeraz kombinacidjaval szakirodalmi adatokon alapul6 protokoll szerint. A
marker 1 polimorf fragmentumot amplifikélt az 1-18. mintak esetén. M: Gene Ruler 100bp plus. Fragmentumok szétvéalasztasa
3,5%-0s 1X TBE MetaPhor agar6z gélen. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.

(Forrds: sajat munka)

M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 1314 1516 1718 M

500 bp

400 bp

300 bp

14. abra. PCR COR47X2 primerpar és GoTaq polimeraz kombinacidjaval szakirodalmi adatokon alapul6 protokoll szerint. A
marker 1 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. mintak esetén. M: Gene Ruler 100bp plus. Fragmentumok szétvalasztasa
3,5%-0s 1X TBE MetaPhor agar6z gélen. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.

(Forras: sajat munka)
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A COR47X1 primerparral és touch-down protokollal késziilt gélfotd csak a korabbiakban is

tapasztalt ~320bp magassagban 1év6 altalanos savot mutatta (15. dbra).

15. abra. PCR COR47X1 primerpar és GoTaq polimeraz kombinacidjaval touch-down protokoll szerint. A marker altalanos
fragmentumot amplifikalt az 1-18. mintak esetén 300-400bp kozott. Fragmentumok szétvalasztasa 3,5%-0s 1X TBE
MetaPhor agardz gélen. M: Gene Ruler 100bp plus.

(Forras: sajat munka)

A CORX2 primerpar esetén ugyanezekkel a paraméterekkel késziilt PCR eredményén két,
minden mintanal jelenlévd savot tapasztaltunk, az egyik ~320bp-nal, a masik 500bp-nal van.
Egyedi fragmentum lathaté a 13. szdma mintanal ~1180bp magassagban. Tovabbi szakaszok
900bp magassagban a 2., 6., 10., valamint ~620bp magassagban a 13. mintanal (16. dbra).

16. abra. PCR COR47X2 primerpar és GoTaq polimeraz kombinacidjaval touch-down protokoll szerint. A marker 3 polimorf

fragmentumot amplifikalt az 1-18. mintak esetén. M: Gene Ruler 100 bp plus. Fragmentumok szétvalasztasa 3,5%-0s 1X TBE
MetaPhor agar6z gélen. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.
(Forrds: sajat munka)

1200 bp
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500 bp
400 bp

300 bp

37



A CORA47 X1 és X2 primerparokkal elvégzett PCR-ek eredményeit a konnyebb attekinthetdség
kedvéért tablazatos formaban is Gsszeszedtiik. A kovetkez6 tablazat (14. tablazat) a GoTaq G2
polimerazzal amplifikalt fragmentumokat Osszesiti. Hallajian és munkatarsai (2023) altal
megfigyelt, hidegtiiréssel Osszefliggésbe hozhatd fragmentumokat tartalmaz6 sorokat sziirke

kijeloléssel tettiik hangstulyosabba.

14. tablazat. COR47X1 és COR47X2 primerparokkal amplifikalt fragmentumok GoTaq G2 polimerazzal. A hidegtiiréssel
Osszefliggésbe hozhatd fragmentumokat sziirke sav jeloli.
(Forrds: sajat munka)

*PCR
bp | Hidegtiirés | Altalanos Egyedi | Primerpar | protokoll Genotipusok
320 X Minta 1-18.
420 X COR47X1 ’Bergeval'
500 X 1 Minta 1-18.
320 X Minta 1-18.
500 X COR47X2 Minta 1-18.
1180 X ’Magyar Kajszi C. 256
320 X COR47X1 Minta 1-18.
320 X Minta 1-18.
500 X Minta 1-18.
620 X COR47X2 2 ’Harval’
"Rozsakajszi C. 1406°, *Ceglédi zamatos’,
900 X ’Ceglédi biborkajszi’
1180 X ’Harval’

*PCR potokoll 1: Hallajian et al. (2023) , 2: Touch-down beallitas
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A kovetkezdkben roviden ismertetjiik azon PCR-ek eredményeit, amelyek szintén a COR47
primerparokkal de Phusion polimerazzal késziiltek, és a protokollt Hallajian és munkatarsai
(2023) publikacioja alapjan allitottuk be. A COR47X1 primerparral késziilt gélfotd ez esetben
mindségileg kifogasolhato lett, de jol latszik a kordbbiakbol ismert ~320bp magassagban 1évo

altalanos fragmentum. A képen polimorfizmus nem lathat6 (17. dbra).

17. abra. PCR COR47X1 primerpar és Phusion polimeraz kombinacidjaval szakirodalmi adatokon alapulé protokoll szerint.
A marker alland6 fragmentumot amplifikalt az 1-18. mintak esetén 300 és 400bp kozott. M: Gene Ruler 100 bp plus.
Fragmentumok szétvalasztasa 2%-os 0,5X TBE agar6z gélen.

(Forras: sajat munka)

M12 3 435 6 7 8 9101112131415 16 1718 M

e

Az azonos protokoll szerint COR47X2 primerekkel késziilt PCR esetén is csak harom polimorf
fragmentumot talaltunk (18. dbra). Ezek 600, ~450 és 400bp magassagban talalhatok. A 2., 3.,
6. és 18. mintak a 400 és 450 bp fragmentumokat nem tartalmazzak.

18. abra. PCR COR47X2 primerpér és Phusion polimeraz kombinéacidjaval szakirodalmi adatokon alapuld protokoll szerint.
A marker 3 polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. mintak esetén. M: Gene Ruler 100 bp plus. Fragmentumok
szétvalasztasa 2%-os 0,5X TBE agardz gélen. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.

(Forrds: sajat munka)

M 12 3 45 67 89 101112131415161718 M
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A kovetkez6 tablazat (15. tablazaf) azon Phusion polimerazzal amplifikalt fragmentumokat
Osszesiti, ahol a PCR protokollt Hallajian et al. (2023) szerint allitottuk be. A hidegtliréssel

Osszefiiggésbe hozhatd szakaszokat nem talaltunk.

15. tablazat. COR47X1 és X2 primerparokkal amplifikalt fragmentumok Phusion polimerazzal, PCR protokoll Hallajian et al.
(2023) publikacidja szerint.
(Forras: sajat munka)

. PR I S : . . *PCR .
bp | Hidegtiirés | Altalanos Egyedi Primerpar protokoll Genotipusok
320 X COR47X1 Minta 1-18.
320 X Minta 1-18.
390 X Minta 1-18.
400 X Minta 1-18. kivéve: "Rozsakajszi C. 1406,
3 ’Bergeron’, *Ceglédi zamatos’, "Tsunami’
COR47X2 Minta 1-18. kivéve: "Rozsakajszi C. 1406,
450 X ’ LI 5 LI} i
Bergeron’, *Ceglédi zamatos’, *Tsunami
600 X Minta 1-18. kivéve: *Ceglédi zamatos’
900 X Minta 1-18.
1200 X Minta 1-18.

*PCR potokoll 3: Hallajian et al. (2023)

COR47X1 primerpar esetén - Phusion polimeraz és touch-down protokoll kombinécidjaval - 9
polimorf fragmentumot talaltunk. A legkisebb ~370, a legnagyobb ~1300bp kornyékeén tiint fel.
Altalanos fragmentum lathato ~320bp-nal. Egyedi fragmentum lathato 1300bp magassagban a
13.és 14. szam® minta esetén. A 4. és 15. mintaknal ~550bp magassagban lathatunk polimorf
szakaszokat, ~1180bp -nal 6t hidegtiiré genotipus mutat egyedi fragmentumot. A 4. szamu

minta esetén egyedi fragmentum is lathatdo 400bp magassagban (19. dbra).

19. abra. PCR COR47X1 primerpar és Phusion polimeraz kombinaciojaval, touch-down protokoll szerint. A marker 9 polimorf
fragmentumot amplifikalt az 1-18. minték esetén. M: Gene Ruler 100bp plus. Fragmentumok szétvalasztasa 2%-0s 0,5X TBE
agar6z gélen. A polimorfizmusokat sarga nyilak jelolik.

(Forrds: sajat munka)
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Az el6z6hoz nagyon hasonlé képet mutat a COR47X2 primerparral, Phusion polimerazzal és
touch-down beallitasokkal készitett PCR eredménye. Itt tizenkét polimorf fragmentumot
jeloltiink. Az elsé szembetiind kiilonbség, hogy a COR47X1 primerekhez képest nagyobb
fragmentumok is képzdédtek. 2900 bp magassagban a 2. minta kivételével allando szakasz
tapasztalhato, és 1180 bp-nal o6t esetben (7., 10., 15., 17., 18. mintak) amplifikalodott PCR
termék. A ~320bp magassagaban 1év6 sav ugyanugy jelen van az 6sszes mintanal, mint az el6z6
esetben. A 4. minta esetén ~570bp magassagban egyedi fragmentumot lathatunk, mig az
~550bp-nal 1évé savok tovabbi két mintaban (6., 10.) is jelen vannak. Tovabbi polimorfizmusok
lathatok ~840, ~450 és ~360bp magassagban. Két hibridnél (14., 16.) 3000bp-nal egyedi
fragmentum talalhato, ezek koziil az egyik (16.) 3100bp-nal is kiillonbozéséget mutat (20. dbra).

20. abra. PCR COR47X2 primerpar és Phusion polimerdz kombinacidjaval, touch-down protokoll szerint. A marker 12
polimorf fragmentumot amplifikalt az 1-18. minték esetén. M: Gene Ruler 100bp plus. Fragmentumok szétvalasztasa 2%-0s
0,5X TBE agar6z gélen. A polimorfizmusokat sarga nyilak jeldlik.

(Forras: sajat munka)

Az eredmények azt mutattak, hogy protokolltol fiiggetlentil, azoknal a PCR-eknél, ahol Phusion
polimerazt hasznaltunk, egyértelmiien tobb fragmentum jelent meg a gélképen mint GoTaq G2
polimeraz hasznalataval. Polimorfizmus szempontjabol a Phusion polimerazzal késziilt, touch-

down protokoll szerint végrehajtott PCR-ek hozték a legjobb eredményt.
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A kovetkezo tablazat (16. tdbldzat ) azon Phusion polimerazzal amplifikalt fragmentumokat
Osszesiti, melyet touch-down PCR beallitasokkal hoztunk 1étre. A hidegtiiréssel 6sszefiiggésbe

hozhat6 szakaszokat sziirke sav jeldli.

16. tablazat. COR47X1 és X2 primerparokkal amplifikalt fragmentumok Phusion polimerazzal. A hidegtliréssel 6sszefliggésbe
hozhat6 fragmentumokat sziirke sav jeldli.
(Forras: sajat munka)

. PR S, : . . *PCR ,
bp | Hidegtiirés | Altalanos Egyedi Primerpar protokaoll Genotipusok
320 X Minta 1-18.
370 X fagytiird és fagyérzékeny genotipusokban
380 X ’Gonci 837, *Ceglédi szilard’, "Harval’
400 X ’Gonci 83’
500 X ’Rozsakajszi’, ’Gonci 83, *Ceglédi bajos’,
"Farclo’, *H-111. 10/21°
550 X CORATXL ’Gonci 837, "H-111. 10/21°
5 fagytiird fajta kivételével az dsszes
600 X L
mintaban
fagytiir6 és fagyérzékeny fajtaknal (’Ceglédi
820 X biborkajsziban’ igen, de klénjaban nincs
jelen)
1180 X ’Bergeval’, "Rozsakajszi C. 1506, ’Ceglédi
béjos’, ’Farclo’, *Harval’, ’H-1V. 2/14’
1300 X ’Harval’, "H-1V. 2/14°
320 X Minta 1-18.
350 X 4 fagytiir6 és fagyérzékeny genotipusokban
450 X fagytiir6 és fagyérzékeny genotipusokban
’Gonci 837, *Ceglédi zamatos’, *Ceglédi
550 ] o
biborkajszi
570 X ’Gonci 83’
620 X ’Gonci 83’
840 X fagytiir6 és fagyérzékeny genotipusokban
1180 X COR47X2 ’Magyar Kajszi C. 256°, *Ceglédi
biborkajszi’, ’Farclo’, ’Harval’, "H-I1V. 2/14°
1500 X ’Cegledl .l?lborkajsm , "H-II. 45/58°,
Tsunami
’Magyar Kajszi C.256’, *Ceglédi
2000 X biborkajszi’, "H-II1. 10/21°
2900 X Roz§akajs21 C. 1406’ kivételével minden
mintaban
3000 X "H-1V. 2/14°, "H-11. 45/58’
3100 X "H-11. 45/58’

*PCR potokoll 4: Touch-down beallitas
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A COR47X1 és X2 primerparokkal késziilt gélképeket binarisan kiértékeltiik és dendrogramot

készitettiink. A klaszter analizis a fajtak hidegtlirésére utald szabalyossagot nem mutat

(21. dbra).

21. abra. Klaszter analizis 1-18. szamt mintak, 8 COR47 primerparok binaris értékelése alapjan. Késziilt: IBM SPSS
Statistics 23 szoftver hasznalataval.
(Forras: sajat munka)

Dendrogram using Average Linkage (Within Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine
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A SCoT markerek és a ,,PCR Protokoll 4” (touch-down beallitas) szerint COR47
primerparokkal késziilt binaris tablazatok Osszesitése alapjan dendrogramot készitettiink. Két
nagyobb klasztert figyeltiink meg. Az elsében az altalunk vizsgalt négy hibrid (14., 15., 16., 17.
sz. mintdk) és a *Tsunami’ (14. sz.) talalhat6. Ezek a genotipusok jo és kozepes hidegtlirési
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A masik klasztert tovabbi négy nagyobb csoportra tudtuk bontani. Kiilon egységet alkot a
"Farclo’ és a "Harcot’ (1. csoport), a *Bergeval’ a *Bergeron’ és a ’Rozsakajszi C. 1406° (2.
csoport), a "Harval’ egymaga (3. csoport), végiil a ceglédi és magyar fajtak (4. csoport). Utdbbin
beliil a *Ceglédi biborkajszi’ (9) és klonja (10) a "Magyar kajszi C. 256’ (7) fajtaval alkot egy
kisebb egységet, de a két fagyérzékeny genotipus elkiiloniil (22. dbra).

22. abra. Klaszter analizis 1-18. szamt mintak, a SCoT markerek és COR47 primerparok egyiittes binaris kiértékelése
alapjan. Késziilt: IBM SPSS Statistics 23 szoftver hasznalataval.
(Forras: sajat munka)

Dendrogram using Average Linkage (Within Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine

o 5 10 15 20 5

Ceglédi s2dérd 5 L - ; A .
Ceglédi zamatos 3 J

Cegléd bajos B

Ganei 83 4

Ceglédi biborkajszi C307 ]

Ceglédi biborkajszi 10

MK C256 7

Harval 13

Bergeval 1

-

Bergeron 3

Rézsakajszi C 1406 2

Farclo 1

Harcot 12

H-L. 10/ 15

H-8. 50/58 17

H-8. 45/58 16

Tsunami 18

H.IV.2M4 14

44



5 Kovetkeztetések és javaslatok

Kutatdsunkban két kiilonb6z6 markertechnikaval analizéltunk 18 kajszi genotipust. A 4.

fejezetben ismertetett eredményeinket szakirodalmi adatokkal vetettiik Gssze.

5.1 SCoT markerek hasznalata

A Collard és Mackill (2008) altal kifejlesztett startkodont célzé markereket szamos kiilonb6z6
novénycsaladba tartozd novényfaj esetén alkalmaztak mar sikeresen az egyes genotipusok
elkiilonitésére. Az altalunk tanulményozott szakirodalmakban burgonya, sz610, rizs, mogyoro,
orchidea és rézsa fajtdk megkiilonboztetésére hasznaltak. Sargabarack fajtaknal torténd
alkalmazasrol nem talaltunk adatot.

A PCR koriilményei novényfajtol fliggetleniil az altalunk alkalmazottakhoz hasonléan
alakultak. Genomi DNS-t, Taq polimerazt és 50°C-os primer kapcsoldodasi hémérsékletet
hasznaltak. Az amplikonok elvalasztasa 1-2%-os 0,5x TBE agar6z gélen tortént.

A felhasznalt irodalmak szerint a marker hatékonysaga magas, a PIC értékek 0,42 és 0,92 kozott
alakultak. Ez a két sz€ls6érték a rozsa fajtdk analizise sordn jelent meg, ahol a rendelkezésre
allé 36 primer koziil 32-vel tudtak polimorfizmust kimutatni. A tobbi ndvényfaj esetén 12-17
primerrel dolgoztak. Esetiinkben a polimorfizmus informaciotartalom (a SCoT 22-t leszamitva)
0,27 (SCoT 31) és 0,42 (SCoT 12) kozott valtozott, ugyanakkor ez az eredmény nem
hasonlithatd egy az egyben a kordbban emlitett adatokhoz, hiszen az altalunk hasznalt
szoftverrel a dominans markerek esetén a PIC érték maximuma 0,5 volt.

A SCoT markerek hatékonysagat alatamasztja, hogy BC populacidbol szarmazo rizs egyedeken
validaltak, és sz6ldfajtakban torténd alkalmazas esetén az SSR technikat feliilmultak. A SCoT
markerrendszer egyprimeres technika, burgonyanal torténd alkalmazésanal a kivélasztott
primereket random médon Osszeparositva hasznaltak. Végeredményben az analizalt fajtakat és
a kutatasba vont tetraploid genotipusokat (F1 hasad6 generacio egyedei) ezzel a modszerrel
sikeresen meg tudtak kiilonboztetni.

A gélfotok kiértékelésekor nyert binaris adataink alapjan elkészitett dendrogram azt mutatja,
hogy a kutatasba vont 13 markerekkel az analizalt genotipusok koziil a *Ceglédi zamatos’ és
"Magyar Kajszi C. 256 fajtakat nem tudtuk egyértelmiien megkiilonbo6ztetni, viszont sikeresen
alkalmaztuk a SCoT 19 és SCoT 29 markereket a *’Ceglédi biborkajszi’ és annak 307. szamu

klonjanak elkiilonitésére.
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Az alkalmazott markerek a véarakozasainknak megfelelden jol ismételhetd fragmentumokat
adtak. Kovetkezd 1épésként érdemes lenne a PCR-t megismételni azokkal a markerekkel
melyek egyedi fragmentumokat amplifikaltak, majd a gélbdl a fragmentumokat kivagva

visszatisztitani és szekvenaltatni.

5.2 CORA47 primerparok hasznalata

A kutatasba vont kajszi genotipusokat ezutan egy STS régiodra tervezett markerrendszerrel
analizaltuk, mely a COR géneket célozza, vagyis azokat a géneket, melyek a hideg altal
kivaltott abiotikus stresszre expresszalodnak.

Zalunksaité és munkatarsai (2008) mas fajokban (cseresznye, szamdca, meggy) is tesztelték
ezeket a primereket. Elsé 1épésben in vitro modon nevelt szamocabol izolaltak RNS-t, majd
reverz transzkriptdzzal cDNS-t allitottak eld. A génexpressziot COR47X1 primerrel mutattak
ki kontrollalt koriilmények kozott, igy az elektroforézis alkalmaval 600 és 250bp-nal figyeltek
meg fragmentumokat. Kutatasuk eredményeként megallapitasra keriilt, hogy a fragmentumok
¢s a hidegttirési tulajdonsagok kozott nincsen Osszefiiggés.

Hallajian és munkatarsai (2023) fagytlird kajszi fajtak megkiilonboztetésére hasznaltdk a
COR47X1 ¢és X2 primerparokat. Mindkét primerparral kimutattak hidegtirésért felelds
fragmentumokat, és kutatdsukra alapozva 3 mutdns klont regisztralnak fagytiiré fajtaként.
Ennek alapjan egyértelmiien arra szdmitottunk, hogy a PCR-ek eredményeként hidegtiiréssel
Osszefiiggésbe hozhaté fragmentumokat talalunk.

Az altalunk vizsgalt 18 fajta koziil kettd igen gyengén fagytiird ("Ceglédi biborkajszi’ és 307.
szamu klonja), harom genotipus ("Ceglédi szilard’,’H.II. 50/58°, *Tsunami’) kozepesen
fagytlird, a tobbi j6 €s nagyon j6 hidegtiirési kategoridba sorolhato.

Hallajian és munkatérsai (2023) nem emlitenek a COR47X1 primerekkel 400 és 500bp kozott
keletkezett fragmentumot, ennek ellenére az altalunk kapott eredmények kozott egy esetben
(GoTaq G2 polimeraz és a publikacioban lathatd protokoll kombinacidjaval) a ’Bergeval’
fajtanal ebben a magassagban egyedi sav mutatkozott.

Erdekesség, hogy egyetlen alkalommal, Phusion polimeraz és COR47X1 primerek
hasznalataval touch-down PCR protokollal a *Ceglédi biborkajszi’ esetén két erds egyedi
fragmentumot kaptunk 300 és 500bp kozott, amirél akkor ugy gondoltuk, hogy a
fagyérzékenységhez kothetd, &m azokat késObb nem sikertilt reprodukalni.

A Hallajian és munkatarsai (2023) kutatasa szerint COR47X1 primerpar esetén 295bp,
CORA47X2 primerpar esetén 620 és 1180bp magassagban vartunk fragmentumokat az altalunk
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vizsgalt hidegtlird fajtdk esetén. Meglepetésiinkre egy esetben sem tapasztaltunk 300bp alatti
savokat, a legkisebb szakasz 300 és 400bp kozott altalanosan jelentkezett és az Gsszes esetben,
minden genotipusnal megfigyelhetd volt. COR47X2 esetén a Harval’ nagyon j6 hidegtiiréssel
rendelkez6 fajtanal lattunk (az emlitett publikacioban foglaltakhoz hasonloan) egy esetben
600bp kornyékén fragmentumot, amikor a PCR-t GoTaq G2 polimerazzal touch-down
protokoll szerint végeztiik el. Ugyanez a primerpar GoTaq G2 polimerazzal Hallajian et al.
(2023) protokollja szerint harom hidegtlir6 fajtanal amplifikalt 1180bp koriili fragmentumot.

Esetiinkben a COR47X2 helyett, az X1 primerparok amplifikaltak Phusion polimeraz és touch-
down protokoll kombinaciojaval 1180bp koriili fragmentumokat hat hidegtiiré genotipusban
(’Bergeval’, ’Rozsakajszi C. 1406°, ’Ceglédi bajos’, *Farclo’, "Harval’, H-IV. *2-14’) melyek

fagyérzékeny tipusoknal nem jelentkeztek.

A CORA47 primerparok gélfotodit bindrisan kiértékeltlik, és az Osszesitésbdl dendrogramot
készitettiink. A klaszter analizis a hidegtliréssel Osszefliggésbe hozhatod szabalyossdgot nem

mutatott.

Ezutan, a kutatasban résztvevé markereket (SCoT és COR47) egyiittesen vizsgaltuk. Az 0sszes
SCoT markerbdl nyert binaris adatot, valamint a COR47X1 és X2 ,,PCR protokoll 4” szerint
késziilt gélképek kiértekelését egy kozos dendrogramon jelenitettilk meg. A két nagy klaszter
koziil az egyikben a hibridek, a masikban a tobbi genotipus talalhato, kisebb csoportokra
tagolodva. Ezek koziil a *Harval’ egy kiilonallo csoportot alkot, és a két fagyérzékeny fajta

(’Ceglédi biborkajszi’ és klonja) elkiiloniil a tobbi ceglédi genotipustol.

Hallajian és munkatarsai (2023) harom, a hidegttiréssel 0sszefiiggésbe hozhatod fragmentumot
talaltak a COR47 primerparokkal 295, 620 és 1180bp magassdgban. Ahhoz, hogy biztonsaggal
ki tudjuk jelenteni, hogy az altalunk ~620 és ~1180bp-nal megfigyelt DNS szakaszok a
hidegtiiréssel dsszefiiggésbe hozhatoak, a PCR-eket megismételjiik, a negativ kontrollt tovabbi
fagyézékeny fajtak bevonasaval erdsitjiik meg. Célszeri tovabba a "Harval’ fajtanal COR47X1
primerpar és ,,PCR protokoll 4” kombinacioval 1300 bp-nal megfigyelt egyedi fragmentumot

kiilon megvizsgélni.

Tovabbi lépésként a szakirodalmi adatok alapjan hidegtliréssel Osszefiiggésbe hozhato,

valamint egyedi amplikonokat az agar6z gélbdl visszatisztitjuk és szekvenaltatjuk.
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6 Osszefoglalas

A sargabarackot széles korben, vilagszerte termesztik, és a piacon mar szamos valtozat
elérhetd. Sajnos a hazankban tapasztalhato éghajlati koriilmények koézott olyan termesztési
nehézségekkel kell szamolnunk, melytdl a téliink délebbre jellemz6 mediterran klimén a
gazddknak kevésbé kell tartaniuk. A virdgzaskori tavaszi fagyok még a leggondosabb
fagyvédelmi intézkedések ellenére is a termést sokszor megritkitjak. A fagyok okozta
terméskiesést a globalis felmelegedés okozta klimavaltozas erdsitheti, hiszen a kordbban
bekovetkezd homérséklet-emelkedés korabbi virdgzast eredményezhet. Ettdl azonban az
ilyenkor szokéasos fagyokkal még ugyanugy szamolnunk kell. Az éghajlatkutatok sz¢lsOséges
id6jarasi viszonyokra is figyelmeztetnek, melyek az agrookoszisztéma megvaltozasat
okozhatjak és ez a novények stressztiird képességét igencsak probara teheti. A megoldast az
abiotikus és biotikus stresszekkel szembeni jobb tolerancia kialakitasa, rezisztencia nemesités

jelentheti.

Tekintettel a sdrgabarack hosszu fejlodési idészakara, a hagyoméanyos nemesitési modszerek
idoéigényesek (tobb év is lehet), azonban marker asszisztalt szelekcioval (MAS) ez
felgyorsithato, pontosabban az idétartam téredékére csokkenthetd. A molekularis markerek mar
a novény fejlodésének korai szakaszaban, a DNS-mintdk elemzésével lehetévé teszik a
nemesitok szamara a nemesitési programban kivant tulajdonsagok kivélasztasat. A molekularis
markerek segitségével a fajtameg6rzés szempontjabol kulcsfontossaga DNS ujjlenyomatot is

készithetlink.

Kutatasunkban kétféle markertechnikat alkalmazva kiilonboztettiink meg 18 sargabarack fajtat,
emellett a hidegtiiréssel kapcsolatba hozhatdo DNS szakaszokat kerestiink.

Az eredményeink alapjan latszik, hogy az altalunk kivalasztott SCoT markerek magas
polimorfizmus informacidtartalommal birnak, ¢és alkalmasak kajszi  genotipusok
megkiilonboztetésére. Esetliinkben a SCoT 12 adta a legnagyobb PIC értéket (0,42). A SCoT 19
és ScoT 29 primerekkel sikeresen elkiilonitettiik a *Ceglédi biborkajszit’ annak 307. jela
klonjatol.
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A COR génre tervezett primerparokkal néhany esetben mutattunk ki olyan fragmentumokat,
amelyet Hallajian és munkatarsai (2023) a hidegtliréssel hoztak kapcsolatba. A COR47X2
primerpar GoTaq G2 polimerdz hasznalataval két kiilonbozé protokollal amplifikalt
fragmentumot a "Magyar Kajszi C. 256’ (1180bp) és *Harval’ (620 és 1180bp) fajtaknal. A
Phusion polimerazzal, touch-down beallitasokkal elvégzett PCR eredményeként a *Gdnci 83’
fajtanal tapasztaltunk 620bp magassagban fragmentumot a COR47X2 primerekkel. A
COR47X1 ugyanilyen koriilmények kdzott 1180bp-nal amplifikalt fragmentumot hat hidegttiré
fajtanal, melyet Hallajian és munkatarsai a COR47X2 primerekkel tapasztaltak. Esetiinkben is
eléfordult, hogy a CORX2 primerpar 1180bp magassagban amplifikalt, de ez a fragmentum a

’Ceglédi biborkajszi’ kifejezetten fagyérzékeny fajtanal is megjelent.

Osszességében elmondhatd az altalunk kapott eredmények alapjan, hogy mindkét COR47
primerpar alkalmas lehet a fajtak kozotti kiilonbségtételre. A gélelektroforézis azt mutatta, hogy
a Phusion polimerdz touch-down PCR protokollal parositva adta a legpolimorfabb képet
COR47X1 ¢és COR47X2 esetén is. A vizsgalt genotipusok koziil hét hidegtiird fajtanal
tapasztaltunk a Hallajian és munkatarsai (2023) altal is megfigyelt hidegtiiréssel 6sszefiiggésbe
hozhat6 fragmentumokat, valamint néhany esetben egyedi amplikonok is el6fordultak. Ahhoz
azonban, hogy biztosan allithassuk, hogy az altalunk is megfigyelt fragmentumok a hidegtiiré

fenotipusokat jellemzik, tovabbi vizsgalatokra, szekvenalasra van sziikség.
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