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1. BEVEZETES

Magyarorszagon a csonthéjas gyiimdlcsfajok termesztése nagy hagyomanyokkal
rendelkezik, amit az orszag kivalo természeti adottsagai ¢és klimatikus viszonyai tettek lehetové.
Az elmult par évtizedben azonban egyre gyakrabban tapasztalhatd szélsOséges
hémérsékletingadozas a téli-koratavaszi idészakban, mely igen kedvezOétlen hatdssal van a
gylimolcstermd novények fejlédésére és egyes évjaratokban komoly terméskiesést okozhat. A
hazai nemesitéknek emellett a fogyasztoi igények folyamatos valtozasdhoz is igazodniuk kell,
melyben egyre nagyobb hangstlyt kap a megfeleld gylimolcsmindség mellett az érési iddszak
széthuzasa.

Napjainkban a hagyomanyos nemesités elképzelhetetlen a molekularis bioldgia eszkozei
nélkiil. A gyiimdlcstermd ndvények agrondomiai szempontbol fontos tulajdonsagai jorészt
mennyiségi jellegek és poligénes 6roklédést mutatnak, ami kiillondsen megneheziti a szelekciot
¢s az adott szempontbol értékesebb 11 fajtak eldallitasat. Az egyes tulajdonsagokért felelds gének
azonositasa és pontos funkcioik feltérképezése altal a nemesiték fontos informacidhoz juthatnak
a kiilonbozé gylimolesfajok- és fajtdk nemesitési programokban valé alkalmazhatdsagara
vonatkozoan. A gylimdlcsfak nemesitésének egyik legfébb problémaja a hossza vegetativ
id6szak, mely csonthéjasoknal fajtol fliggéen 3-5 év is lehet. A keresztezésekbdl szarmazod
utodpopuléciok vizsgalata és értékelése emellett meglehetdsen hely- és koltségigényes folyamat,
ami molekularis markerezési eljarasokkal hatékonyan csokkenthetd, mivel mar csiranovény
korban szelektalhatjuk a kivant genotipusokat.

Az utdbbi évtized sok Uj informacidt szolgaltatott a csonthéjas gylimodlcstermd novények
nyugalmi allapotanak és fagytiirésének genetikai hatterére vonatkozoan. A legtobb eredményt az
Oszibarack vizsgalataval kaptdk a kutatok, hiszen ez az a faj, amelynek a legkisebb a
genommérete, Ontermékenyiild fenotipusa miatt nagyfokii homozigotasag jellemzi. Ennek
kovetkeztében genomszekvencidjat is elsd izben ennek a fajnak hatiroztdk meg a Prunus
nemzetségen beliil, melyben sikeriilt olyan transzkripciés faktorokat azonositani, melyek
Szerepet jatszanak gazdasagi szempontbdl fontos tulajdonsagok (pl. viragzasi és érési 1dd)
kialakitasaban.

A fenti eredmények alapjan lehetdvé valt a kiilonboz6 fenotipust képviseld fajtak
Osszehasonlitd vizsgalata, és az eltérd tulajdonsagban szerepet jatsz6 allélvaltozatok azonositasa.
Mindez az alapjat képezi a nemesitési programokban is hatékonyan hasznalhatdé molekularis

markerek fejlesztésének.
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2. CELKITUZES

Munkank soran a kovetkezd célokat tiiztiik ki:

1. A kajszi (Prunus armeniaca L.) nyugalmi idejének hosszat, illetve viragzasidejét
meghataroz6 C-repeat biding factor (CBF) transzkripcios faktort kodold gén azonositasa
¢s szerkezeti jellemzése, mivel ennél a gytimdlcsfajndl még nem allt rendelkezésre ilyen

szekvencia adat.

2. A kajszi (Prunus armeniaca L.) nyugalmi idejének hosszat, illetve viragzasidejét
meghataroz6 dormancy associated MADS-box (DAM) transzkripcios faktort kodold gén
azonositdsa és szerkezeti jellemzése, mivel ennél a gylimdlcsfajndl még nem allt

rendelkezésre ilyen szekvencia adat.

3. Az Gijonnan azonositott CBF- és DAM gének expresszids vizsgalata két korai és két kései

viragzasu kajszifajta viragriigyeiben, két évjaratot 6sszehasonlitva.

4. A kisérlethez kivalasztott kajszifajtdk nyugalmi allapotanak nyomon kovetése a fajtak
hidegigényének meghatarozasaval €s a pollenfejlédés (mikrosporogenezis) folyamatanak
megfigyelésével, valamint e vizsgdlatok eredményeinek Osszevetése a génexpresszios

vizsgalatokkal.

5. Az 6szibarackban (Prunus persica L.) azonositott NAM, ATAF1,2, CUC21 (NAC1)
transzkripcids faktort kodold gén allélvariansainak detektaldsa kiilonbozd érési idejii
Oszibarackfajtdkban, valamint az allélvaltozatok markerként valod alkalmazhatosaganak

tesztelése statisztikai vizsgalattal az érési 1d6 és a genotipus kozotti korrelaciod alapjan.

6. A PpNAC1 génnel nagyfokt hasonlosagot mutatd szekvencidk azonositasa rokon Prunus
fajokban, valamint az &szibarack PPNAC1-hez hasonl6 allélvariaciok, szekvenciabeli

eltérések keresése.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A csonthéjas gyiimolcsfajok genetikai vizsgalatanak eddigi eredményi

A csonthéjas gytimolcsfajok a Rosaceae csalad Amygdaloideae alcsaladjanak Prunus
nemzetségeébe tartoznak, mely koriilbeliil 250 fajt foglal magéba. A diploid fajok genommérete
viszonylag kicsit (250 — 300 Mbp) és nagyfoku szinténia jellemzi (Dirlewanger és mts., 2004;
Dondini és mts., 2006; Olmstead és mts., 2008). A Prunus nemzetség tovabbi alnemzetségekre
tagolhatd: az Amygdalus, ahova az Gszibarack és a mandula tartozik, a Prunus, mely a kajszi- és
szilvafajokat foglalja magéaba, illetve a Cerasus, ahovd a cseresznye ¢és a meggy tartoznak
(Badanes és Parfitt, 1995; Lee és Wen, 2001; Wen és mts., 2008). A legtobb termesztetési
szempontbol jelentés Prunus faj a hexaploid hazi szilva (Prunus domestica L.) és a tetraploid
meggy (Prunus cerasus L.) kivételével diplod, a nemzetségre jellemz6 alapkromoszomaszam
nyolc (Dondini és mts., 2007; Wen és mts., 2008).

A molekularis bioldgiai mddszerek fejlodésének kdszonhetden mara egyre tobb ismeret
all rendelkezésre az egyes gazdasagi tulajdonsidgok genetikai hatterér6l. Ezen tulajdonsagok
tobbsége Oroklodését tekintve mennyiségi jellegii, tobb gén altal meghatarozott, melyek un.
QTL-eket (quantitative trait loci) alkotnak. A egyes QTL-ek adott tulajdonsagra valo hatasa nem
egyforma, a legmeghatarozobb, f6 (major) QTL mellett altalaban azonosithatd tobb, kisebb
hatast (minor) lokusz is, melyek gyakran mas kromoszomakon helyezkednek el. Emellett egy
QTL pleiotrop hatassal is birhat, azaz akar tobb tulajdonsadg szabéalyozéasdban is részt vesz
(Eduardo és mts., 2011; Aranzana és mts., 2019).

Kapcsoltsagi térképek készitésével azonosithatok az egyes QTL-ek pozicioi, tovabba az
ezekhez kapcsolt molekularis markerek, melyek segitségével nyomon kovetheté az adott 16kusz
oroklddése. Ilyen genetikai térképek a Prunus fajok esetében is rendelkezésre allnak, melyek
fajon beliili (intarspecifikus) illetve kiilonbozd fajok kozotti (interspecifikus) keresztezésekbdl
szarmazo6 utodpopulaciok elemzésével késziiltek (Dirlewanger és mts., 1999; Bliss és mts., 2002;
Quilot és mts., 2004, Olmstead és mts., 2008; Hernandez és mts., 2017). Ezen térképek
segitségével szamos fontos agrondmiai tulajdonsag kialakitdsaban szerepet jatszé lokuszt
azonositani tudtak, ugymint az érésidd (Dirlewanger és mts. 2012; Eduardo és mts., 2013; Pirona
és mts., 2013), egyes pomolodgiai tulajdonsagok (pl. husszin, husallomany, magvavaldsag)
(Peace és mts. 2005; Eduardo és mts., 2013; Salazar és mts., 2017), vagy a téli mélynyugalmi
allapot (Bielenberg és mts. 2008).
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A genetikai térképezések és 1okusz- azonositdsok eddigi eredményei egyuttal azt is
mutatjak, hogy a diploid csonthéjas fajok genomja kozott nagyfoktl hasonlosdg all fenn és
szamos atfedd, kollineéris régidt tartalmaznak (Dirlewanger és mts., 2004; Dondini és mts.,
2007; Olmstead és mts., 2008). Az Gsszehasonlitod térképezések alapjan Dirlewanger és mits.
(2004) az o6szibarack x mandula interspecifikus keresztezésbdl szarmazd referencia térképen

(Joobeur és mts., 1998) talalhatd szamos marker pozicidjat a rokon fajok esetében is azonositani

tudtak (1. &bra).
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1. abra: A Prunus 1l-es Kkapcsoltsagi csoport SSR markerek alapjan torténé
osszehasonlitasa kiilonb6z6 fajok esetében, Dirlewanger és mts. (2004) alapjan. Az abran
egy mandula x Oszibarack keresztezésbol (TxE = ‘Texas’ x ‘Earlygold’) szarmazo
referenciatérkép (Joobeur és mts., 1998) kertilt 6sszehasonlitasra egy P. cerasifera (P.2175), egy
mandula-6szibarack (‘Felinem’), egy 6szibarack (JXF = ‘Ferjalou Jalusia’ x ‘Fantasia’) és két

crer

0sszekotd vonalak jelolik.

A Prunus fajok genomja kozotti nagyfoki hasonlosdgot aladtdmasztja, hogy tobb
termesztési ¢s aruérték szempontjabol fontos tulajdonsag kialakitasaért felelds lokuszt
térképeztek kiilonb6z0 fajok esetében azonos kromoszoman, hasonld pozicioban. A
mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigény €s a virdgzasi id0 szabalyozasaban szerepet
jatszd6 QTL-eket térképeztek Oszibarackndl a G6-os, kajszi és cseresznye esetében a G4-es

kapcsoltsagi csoportokra, még az érési idot meghatarozéd f6 QTL-t mindhdrom fajnal, tovabba a
9
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japan szilva (Prunus salicina Lindl.) esetében is a G4-es csoporton azonositottak (Dirlewanger
¢s mts., 2012; Castéde és mts., 2014, Salazar és mts., 2017). Hernandez ¢és mts. (2017) tovabbi,
viragzasi idot szabalyozé QTL-eket azonositottak az dszibarack G4-es és G6-0S, valamint az
érésidot meghatarozd QTL-eket a G2, G4 és G6-0s kapcsoltsagi csoportjain.

A gyiimélcs méretét meghatarozd f6 QTL-t dszibarack €s japanszilva esetében is a G7-€s,
mig cseresznyénél a G2-es és G5-0s kromoszoéman azonositottak, mely utobbi a husszilardsagot
is befolyasolta (Dirlewanger és mts., 1999; Campoy és mts., 2015; Salazar és mts., 2017). Az
Oszibarack gylimolcshus szinét meghatdrozd 16kuszt, mely a tobbi pomolodgiai tulajdonsagtol
eltéréen mendeli oroklédést mutat (Y — fehér/y — sarga), a Gl-es kromoszomara térképezték
(Bliss és mts., 2002). A husszinben azonban tovabbi valtozatossagot jelent a fokozott antocian-
felhalmozddas, mely az un. ,vérbarack” és ,vérszilva” fenotipusokra jellemz6. Ennek
kialakuldsa a MYBI10 transzkripcidés faktort kodold génhez kothetd, melyet a G3-as
kromoszéman azonositottak. Ez a lokusz felelds tobbek kozott a vords his- és héjszin
kialakitasaért Gszibarack, cseresznye és japanszilva esetében is (Quilot és mts., 2004; Shen és
mts., 2013; Sooriyapathirana és mts., 2010; Salazar és mts. 2017).

A Dbeltartalmi értékek esetében az egyes iz- és aroma-komponensek bioszintézisének
feltérképezése lenne a cél, mely igencsak Osszetett feladat. Mind a nyolc kapcsoltsagi csoporton
azonositottak olyan lokuszokat, melyek a vizben oldhatd szarazanyag-tartalom, valamint a
cukor- és a savtartalom szabélyozasahoz kéthetSk (Aranzana és mts., 2019). Oszibarack esetében
a G5-0s kapcsoltsagi csoporton azonositottak az alacsony savtartalomért felelds f6 lokuszt, mig a
vizben oldhat6 szarazanyag-tartalom szabéalyozasa hat kisebb hatdsu QTL-hez kothetd, melyek
négy kromoszoman helyezkednek el (G2, G4, G5 és G6). Japan szilva esetében ugyancsak a G6-
0s, illetve a G1-es kromoszomakon azonositottak ilyen QTL-eket (Salazar és mts., 2017).

Ezen eredmények alapjan a kiilonbozdé térképezd populdcidkban, eltérd fajokban
azonositott QTL-ek a Prunus referenciatérkép alapjan egy térképpé is osszeilleszthetok (2. abra)
(Dirlewanger €s mts., 2004). A csonthéjas fajok genomja kozotti szinténia tovabbi bizonyitéka,
hogy az egyes alnemzetségeken beliil a fajok konnyen keresztezOdnek egymassal, illetve az
Amygdalus és Prunus alnemzetségekhez tartozo fajok kozotti is lehetséges hibridizacio, ezen
keresztezések pedig gyakran fertilis utdodokat eredményeznek (Dirlewanger és mts., 2004;
Aranzana és mts., 2019). Ennélfogva a genetikai vizsgalatok szempontjabol a Prunus fajok

genomja akar egy egységes genetikai anyagként is kezelhetd (Dirlewanger és mts., 2004).

10
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2. abra: Négy Prunus faj osszehasonlito térképezésének eredménye Dirlewanger és mts.
kapcsoltsagi csoporton (G1 — G8) a Prunus referencia térképen kajszi (vilagoszold hattér),
Oszibarack (narancssarga hattér), mandula, illetve mandula x &szibarack hibrid (sarga hattér),
valamint cseresznyeszilva (P. cerasifera) (sotétzold hattér) esetében. A roviditések a kovetkezd
lokuszokat jeldlik: Y - Gszibarack husszin; Evg — a nyugalmi allapotot szabalyozo evergrowing
16kusz; B — sziromlevél szine; sharka — Plum Pox Virus rezisztencia; B — viragszin; Mi —
nematodarezisztencia; D — mandulahéj keménysége; Br — bokros novekedés; DI — dupla virag;
Cs — a gylimolcshus szine a mag koriil; Ag — porzok szine; Pcp — termoélevelek szdma; Fc —
viragszin; Lb — viragzasi id6; F — magvavalosag; D — alacsony savtartalom (Gszibarack), Sk —
keserli mag; G — molyhossag; NI — levélalak; Dw — torpe novekedés; Ps — himsterilitas; Sc —
gyiimdlcshéj szine; Gr — levélszin; S* - gylimdlcsalak; S — 6nmedddség; Ma — nematoda-
rezisztencia (P. cerasifera); E — levélmirigy alakja; Sf — lisztharmat-rezisztencia. A DI és Br
lokuszok a G2 kapcsoltsagi csoporton helyezkednek el, de pontos pozicidjuk nem ismert.

A Prunus fajok koziil elsdként a kis genomméreti (265 Mb), nagy mértékben homozigéta
faj, az dszibarack teljes genomszekvencidja valt elérhetdvé (Verde és mts., 2013). Ezt kovetden a
japan kajszi (Prunus mume L.) genom (Zhang és mts., 2012), a cseresznye (Prunus avium L.)
genom (Shirasawa és mts., 2017) és egy japan diszcseresznye hibrid, a Prunus x yedoensis
genom szekvenciaja (Baek és mts., 2018) is publikalasra keriilt. Ez lehetdséget ad a rokon fajok
sziikitésére. Eznnek alapjan tobb mint htsz gazdasagi értéket meghataroz6 tulajdonsag

(fenoldgiai, pomologiai és egyes kartevo- és korokozo-rezisztencia) kialakitasaért felelds régio
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helyzete valt ismerté. Ezenfeliil egyre tobb vad Prunus szekvenciaadata is elérhetd, ami értékes
informaciot hordoz olyan tulajdonsagokrol is, melyek a nemesités soran elvesztek a jelenleg
termesztésben 1évo fajok genomjabol (Aranzana és mts., 2019).

Azon fajok esetében, ahol még nem 4all rendelkezésre teljes genomszekvencia, a
genotipizalas tovabbra is SSR és SNP markerek segitségével lehetséges. A rokon fajokbol
szarmaz6 szekvencia-adatok azonban nagyban megkonnyitik az 0j gének azonositasat.
(Aranzana és mts., 2019). A Rosaceae fajok esetében mar rendelkezésre all egy olyan adatbazis
(Genome Database for Rosaceae), mely tartalmazza a mar meglévo genetikai térképeket,
markereket és ahol a legfrissebb szekvencia-adatok is elérheték (Jung és mits., 2008). Ezen
informaciok felhasznalasaval lehetdség nyilik az un. ,,markerekre alapozott nemesités” (marker
assisted breeding — MAB) alkalmazasara a csonthéjas novényfajok esetében is. A kivant
genotipusok markerekkel vald korai szelekcidja jelentds id6- és koltségmegtakaritast jelent a

nemesitok szamara (Aranzana és mts., 2019).

3.2. A csonthéjas gyiimolcsfajok gazdasagi értékét meghatarozo tényezék
3.2.1. Nyugalmi dllapot és fagytiirés

A mérsékelt égovi fas novények éves fejlddési ciklusdban ndvekedési- és nyugalmi
periodusok valtjak egymast (Perry, 1971; Hanninen és Tanino, 2011; Lloret és mts. 2018). A
nyugalmi allapot alatt az atteleld szervek anyagcseréje lecsokken, a vegetacios kupok
novekedése pedig leall. Ez egy olyan talélési stratégia a ndovény szamara, mely lehet6vé teszi,
hogy atvészelje a kedvezotlen iddjarasi koriilményeket, legféképpen a hideget és a szarazsagot
(Faust és mts., 1997; Rohde és Bhalerao, 2007). Lang (1987) a nyugalmi allapot harom tipusat
kiiloniti el. Az un. paradormancia vagy ,,nyari nyugalom” abbol adodik, hogy a ndvény sajat
maga gatolja az oldalriigyek novekedését, ezzel biztositva a hajtascstics dominancidjat (apikalis
dominancia) (Cline és Deppong, 1999). Az endogén nyugalom vagy mélynyugalom
(endodormancia) idészakdban a novekedés gatlasa genetikailag szabalyozott, a riigypattands
kedvezd koriilmények kozott sem indul meg. Ez az allapot biztositja, hogy a viragriigyek
karosodas nélkiil atvészeljék a téli idészakot. A mélynyugalom akkor ér véget, ha a ndvény
megkapta az ehhez sziikséges hideghatast (Wareing, 1956; Perry, 1971; Rohde és Bhalerao,
2007). Vannak olyan genotipusok, amelyek hazankban ezt a hidegmennyiséget mar december -
januarban megkapjak (Szalay és mts. 1999; Szalay és mts. 2010; Szalay és mts., 2019). Az ezt

kovetd kényszernyugalmi allapotban (ecodormancia) a riigyek mar érzékenyen reagalnak a
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kornyezeti tényezok, elsdsorban a hdmérséklet valtozasara (Lang és mts., 1987; Faust és mts.,
1997; Szalay és mts., 1999; Heide és Prestrud, 2005; Rohde és Bhalerao, 2007; Heide, 2008).

A mélynyugalmi id6szak hossza egyrészt genetikailag meghatarozott tulajdonsag, ami
egy fajon beliil is eltér az egyes genotipusok kozott (Saure, 1985; Erez ¢és Fishman, 1997; Egea
és mts., 2003; Szalay és mts., 2006; Ruiz és mts., 2007; Prudencio és mts., 2018). Nem
hagyhatjuk azonban figyelmen kiviil a téli- kora-tavaszi iddjarasi viszonyokat sem, melyek az
évjarat fiiggvényében valtoznak. Magyarorszagon az elmult szdz évben az atlaghomérséklet
0,76 °C-kal emelkedett, jelenleg 10-11 °C kozott van. A felmelegedés mértéke nem egyenletes,
az utobbi 40 évben jelentdsen felgyorsult, emellett egyre gyakoribbd valnak az extrém
hémérsékletingadozasok (Bartholy et al, 2007; Lakatos és mts., 2011). Ez igen kedvezdtlen
hatassal van termesztett ndvényink életfolyamataira is, az ingadoz6 téli hdmérséklet jelentdsen
csokkenti a riigyek fagytiir6 képességét (Hajnal és mts., 2013; Szalay ¢és mts. 2016). Egy
erbteljes januari felmelegedés példaul megindithatja a mar kényszernyugalmi allapotban 1évo
rigyek intenziv fejlodését, igy egy késobb bekovetkezd lehiilés hatdsara a novekedésben 1€vo
viragok konnyen elpusztulnak (Pedryc és mts., 1999). Szalay és mts. (2010) Oszibarackon
(Prunus persica L. Batsch) végzett kisérletei arra is ravilagitottak, hogy a viragriigyek fagytiird
képességének kialakuldsa tobb fazisra oszthatd, és a tél folyamén a kiilsé kornyezeti hatdsokra
valtozik. Az elsd fazis addig tart, amig a hdmérséklet tartosan fagypont ald nem siillyed, mely
elengedhetetlen az attelel6 szervek fagyallosaganak kialakuldsdhoz. Ha ez megtorténik, a
legellenallobb fajtak akar -20 °C alatti hémérsékleten sem szenvednek komoly karosodast.
Amennyiben a kiils6 hdmérséklet drasztikusan megemelkedik, a riigyek elveszithetik fagytiird

képességiiket, melyet Gjabb lehiilés esetén lassabban ugyan, de képesek visszanyerni.
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Novekedés és differencidlédas Kényszernyugalom (ecodormancia)
Kornyezeti tényez6k szabdlyozzdk Kérnyezeti tényez6k szabalyozzdk
(megfelelé hémérséklet, viz- és (alacsony hémeérséklet, tapanyaghidny,
tdpanyag elldtottsdg) vizhidny)

Nyari nyugalom (paradormancia) Mélynyugalom (endodormancia)
Az érintett szoveten kiviili élettani Az érintett szOveten beluli élettani
folyamatok szabalyozzak folyamatok szabalyozzak

(apikdlis dominancia, fotoperiédus (hideghatds,
vdltozdsa) fotoperiddus vdltozdsa)

\_//

3. abra: A mérsékeltovi fas novények éves novekedési ciklusa (Hanninen és Tanino, 2011
alapjan, modositva)

Az egyes fenologiai fazisokba vald atmenetet kiilsé kornyezeti tényezdok, elsdsorban a
fény (nappalhossz és intenzitas) és a hdémérséklet befolyasoljak (3. 4bra). Tavasszal a
mélynyugalom megsziinése utan a hosszabbodd nappalok és a novekvd homérséklet hatisara a
riigyek fejlédésnek indulnak. Osszel a lombhullas ideje alatt ugyanigy a rovidiild nappalok és a
csOkkend hémérséklet hatasara leall a novekedés, a riigy fokozatosan mélynyugalmi allapotba
keriil. Az egyes kornyezeti tényezdk valtozasara adott valasz azonban fajonként vagy akar fajon
beliil, 6kotipusonként is eltérd lehet (Hanninen és Tanino, 2011). Egyes fajoknal, mint pl. a nyar
(Populus sp.) alapvetden a rovidnappalos koriilmények hatasara alakul ki a nyugalmi allapot,
amit azonban a homérséklet hatasa mddosithat (Kalcsits €s mts. 2009). A som fajoknal (pl.
Cornus sericea L.) szintén a rovid fotoperiodus indukalja a nyugalmi allapot kialakulasat. Az

északi Oko-tipusokndl azonban az alacsony hdomérséklet feliilija a fény hatdsat ¢&s

14



10.14751/SZIE.2020.021

hosszunappalos koriilménynek kozott is kivaltja a nyugalmat — ez teszi lehetévé a ndovények
szamara a hideg ¢govhoz valo alkalmazkodast (Svendsen és mts. 2007; Tanino és mts. 2014).

A Rosaceae csaladon beliil az almafélék (Maloideae) alcsalad tagjainal egyértelmiien az
alacsony hémérséklet valtja ki a téli nyugalmi allapotot, a nappalhossz rovidiilése nincs hatassal
erre a folyamatra (Heide és Prestrud, 2005). A csonthéjas gylimolcsfajok esetében bizonyos
homérséklet alatt a rovidnappalos korilmények is indukaljak a riigyek nyugalmi allapotat.
Azonban a fenologiai fazisok valtakozasat a Prunus fajoknal is elsésorban a kiilsé hdmérséklet
befolyasolja (Welling és Palva, 2006; Heide, 2008).

A Prunus fajok esetében a mélynyugalom megtoréséhez és a virdgzas indukcidjahoz
megfeleld mennyiségli hideghatas sziikséges (Perry, 1971; Bailey és mts., 1981; Egea és mts.,
2003; Ruiz et al, 2007; Alberquerque és mts., 2008). Ez azt jelenti, hogy a riigyek akar kedvezd
idgjarasi koriilmények mellett is nyugalomban maradnak, még ezt a hatast meg nem kapjak. Igy
elkeriilhetd, hogy az atmeneti felmelegedés hatdsara fejlédésnek indult viragszervek egy ujabb
lehtiilés kovetkeztében karosodjanak (Sherman és Beckman, 2002). Ez a tulajdonsag
genotipusonként is igen eltéré egy fajon beliil és nagyban meghatarozza az adott fajta termesztési
értékét (Fennell, 1999). A kevesebb hideghatast igényld fajtak hamarabb kezdenek viragozni, igy
sokkal érzékenyebbek a tavaszi fagyokra (Scorza és Okie, 1990; Szabd és mts., 2002). A
tartosabb hideget igényld fajtdknal viszont az enyhébb éghajlatu termdteriileteken meriilhet fel
probléma, ha nem kapjdk meg a virdgzadshoz sziikséges hidegmennyiséget, melynek
kovetkeztében a riigypattanas eltolodik, a viragzas vontatott, a generativ szervek nem fejlédnek
megfeleléen, ami ugyanugy terméskiesést okozhat (Ruiz és mts., 2007; Alberquerque és mts.,
2008; Okie és Blackburn, 2008). Egy igen enyhe évjaratban ezeknél a fajtaknal a mediterran
terméteriileteken a viragzas akar teljesen el is maradhat (Viti és mts., 2010).

A hideghatds mértéke teriiletenként és évjaratonként is jelentds valtozast mutat.
Altalanossagban elmondhaté, hogy enyhébb teleken lassabb a hideghatas-felhalmozodas, igy a
mélynyugalom megtorése is késobb kovetkezik be (Ruiz és mts., 2007; Viti és mts., 2010; Julian
¢és mts. 2014). Viti és mts. (2010) egy toszkan (Olaszorszag) és egy joval délebbre fekvé spanyol
(Murcia) terméteriileten tanulmanyoztak néhany, eltéré hidegigénnyel rendelkezé kajszifajta
nyugalmi allapotat két kiilonbozd évjaratot Osszehasonlitva. Az enyhébb évben az olasz
termOhelyen a legnagyobb hidegigényti Stark Early Orange’ kivételével az Osszes fajta esetében
kisebb mértéki hideghatas is elég volt a mélynyugalom megtoréséhez. A hidegebb évjaratban a
spanyol termOhelyen volt sziikség nagyobb hideghatasra. Julian és mts. (2014) megfigyelései
szerint egy hidegebb évjaratban a kajszifajtdk az enyhébb évjarathoz képest 10-15 nappal
kordbban megkaptak a mélynyugalmi allapot megtoréséhez sziikséges hideghatast. Campoy és

mts. (2011) enyhe klimatikus viszonyok kozott, mediterran és dél-afrikai terméhelyeken
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tanulmanyoztak a nyugalmi allapot alakuldsat kajszi esetében. A kérdéses teriileteken a nyugalmi
allapotot kovetd riigyfejlddés hamarabb elkezdddott, mint ahogy a vizsgélt fajtdk szdmara
szilkséges hideghatas bekovetkezetett volna. Viti és mts. (2010) megfigyelései alapjan a
nyugalmi allapotot megel6z6 idOszak iddjarasi viszonyai is befolydsoljak ezt a folyamatot: egy
melegebb 6szt kovetden a hideghatds felhalmozodéasa kisebb mértékben ¢és késleltetve
kovetkezett be.

A mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigény ismerete elengedhetetlen egy adott
fajta gazdasagos termesztéséhez (Fennell, 1999). A hidegigény szamszeri meghatdrozasara tobb
szamitasi mod ismert, melyek koziil az Utah modell (Richardson és mts., 1974) az egyik
legelterjedtebb. A modell ez egyes homérsékleti tartomanyokhoz megadott hidegegység értéket
rendel, ami altal mérhetévé valik a hideg-felhalmozodas hatékonysaga. Ez a modszer a mérsékelt
égovi termdteriileteken alkalmazhatd, az enyhébb klimatikus viszonyok kozott kevésbé
megbizhatdé (Erez, 2000). A kés6bb kifejlesztett dinamikus modell (Fishman és mts., 1987)
alapjan, mely figyelembe veszi az ingadozd hémérséklet hatdsat is, az enyhébb periddusok
csOkkentik a hideghatas-felhalmozodas hatékonysagat (Erez €s Fishman, 1997; Erez, 2000). A
melegebb, valtozékony klimaju teriileteken ez a mddszer pontosabbnak bizonyult (Erez, 2000;
Ruiz és mts., 2007; Viti és mts., 2010; Campoy és mts., 2011; Gao és mts., 2012; Prudencio és
mts., 2018).

A nyugalmi idészakban jellegzetes szovettani €s fiziologiai valtozasok kovetkeznek be a
viragriigyekben (Faust és mts., 1997). Ezen folyamatok nyomon kovetése fontos informaciokkal
szolgal az adott genotipus hidegigényének megallapitdsahoz. A mélynyugalom megtorésének
azonban nincs kiilsd, lathato jele, csupan az azt kovetd riigyndvekedés figyelhetd meg (Brown €s
Kotob, 1957, Julian és mts., 2011). A nyugalmi allapot nyomon kovetésére alkalmazott egyik
modszer a pollenképzddés (mikrosporogenezis) egyes fazisainak (archesporium, fiizér, pollen-
anyasejt, tetrad és pollen) megfigyelése. Szamos kisérleti eredmény arrdl szdmol be, hogy a
pollenanyasejtek meiotikus osztddasa mélynyugalom megtorése soran, vagy kicsivel utana
kovetkezik be (Bailey és mts., 1982; Luomajoki, 1982; Sedgley és Griffin, 1989; Weinbaum és
mts., 1989; Szalay és mts., 1999; Szabé ¢és mts., 2002; Jedrzejuk ¢s Szlachetka, 2005; Bartolini
és mts., 2006; Julian és mts., 2011; Julian és mts., 2014; Szalay és mts., 2019). Julian és mts.
(2011) megtigyelési alapjan a kajszi viragriigyeiben a portok és a benne taldlhat6d osztodoszovet
az Osz bealltaval teljesen kifejlodik. Ezt kdvetden nagyjdbol harom honapra ez a fejlodési
folyamat megszakad, a mikrosporak kialakulasa a téli nyugalom végét kovetden zajlik le. Ez
alapjan a nyugalmi allapot egyfajta hatart képez a vegetativ fejlédési folyamatok és a pollen

kialakulasa kozott. Tovabbi vizsgalataik soran arra az eredményre jutottak, hogy a meiozis
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id6pontjat elsésorban a fajtak hidegigénye hatarozza meg, de fiigg az adott évjarat iddjarasi

koriilményeitdl is (Julian és mts., 2014).
3.2.2. Az érésiidd

Az érési 1d0 fontos gazdasagi értékmérd tulajdonsag, melyet a gylimolcsfejlodés €s -érés
soran lejatszodo, genetikailag meghatarozott folyamatok befolyasolnak. Ezen folyamatok alapjat
kiilonb6zé anyagcsereutak egyiittes, szabalyozott miikodése adja, melyek hatdssal vannak a
husallomany, iz, aromaanyagok és pigmentek kialakulasara — vagyis mindazon tulajdonsagokra,
melyek egy fajta fogyasztasi értékét meghatarozzak (Giovannoni, 2004). A tarolas és a szallitas
megkonnyitése érdekében a gyiimdlesoket altalaban fiziologiai érettségi allapot eldtt lesziiretelik,
ami sok esetben vezet fogyasztoi elégedetlenséghez. Eppen ezért az optimalis sziireti idépont
megvalasztasa elengedhetetlen ahhoz, hogy a fogyasztasra leginkabb alkalmas allapotban
keriiljon értékesitésre a gyiimoles. Ezen kiviil az érési periddus széthtizasa lehetdvé teszi a piac
novekedését (Eduardo és mts., 2011; Pirona és mts., 2013).

Az ¢érési id6t meghatarozd 1okuszokat az Gszibarackban (Prunus persica L.) tobb
kiilonb6zé kromoszoéman azonositottak, melyek koziil a legmeghatirozébb QTL a 4-es
kapcsoltsagi csoporton (G4) helyezkedik el (Dirlewanger és mts., 1999; Quilot és mts., 2004;
Dirlewanger és mts., 2012). Eduardo és mts. (2011) eredményei azt mutattak, hogy az G4
kapcsoltsagi csoporton taldlhatdo QTL mendeli 6roklédésmenetet mutat, és pleiotrop hatsu,
vagyis mas tulajdonsagokat is befolyasol, ugymint a gylimolcs tomege, a titralhatd savtartalom
¢s a vizben-oldhato szarazanyag-tartalom. Romeau és mts. (2014) az Gszibarack négy genomi
régiojaban azonositottak érési idét meghatarozé QTL-eket az G1, G4, G6 és G7 kapcsoltsagi
csoportokon, a leginkabb meghatarozonak itt is az G4 bizonyult. Nufez-Lillo és mts. (2015)
harom f6 QTL-t azonositottak az G4-es kapcsoltsagi csoport 31.0 és 42.0 cM kozotti szakaszan.
Dirlewanger és mts. (2012) az ennek megfelelé régioban azonositottak be az érési id6t

meghatarozo6 f6 QTL-t cseresznye (Prunus avium L.) és kajszi (Prunus armeniaca L.) esetében.
3.3. A transzKkripcios faktorok szerkezete és funkcidja

A transzkripcios faktorok olyan specialis fehérjék, melyek szerepe az RNS-polimeraz
enzim ¢és a promoter régid kozotti kapcsolat megteremtése, végsd soron a transzkripcid
iniciacios-komplex kialakitasa. Miikodésiik szempontjabdl két csoportra oszthatok. Az altalanos
transzkripcids faktorok képesek az RNS-polimerazokat sajat, megfeleld promotereikhez juttatni,
ezzel az atirast elinditani és kis sebességgel, alapszinten miikodtetni. Eukariotak esetében ilyenek

pl. a TFIIA- B, D, E, F és H faktorok, melyek az RNS polimeraz 1I-h6z kapcsolodva 1étrehozzak
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a pre-iniciacios komplexet, mely el6feltétele az atiras meginditasanak. A finomabb szabalyozast
a génspecifikus transzkripcios faktorok teszik lehetové: éltaldban a promoter-région kiviili
szabalyoz6 elemekhez kotddve erdsithetik (enhancer régio), illetve gatolhatjak (silencer régio) a
transzkripcié folyamatat, modositva ezzel a célgén expresszidjat (Latchman, 1997; Weaver és
Hedrick, 1997).

A transzkripcids faktorok egyik specidlis szerkezeti eleme a DNS-k6td domén, mely
lehetévé teszi, hogy az altaluk szabalyozott gén promoteréhez vagy mds, meghatarozott DNS-
szakaszokhoz kapcsoldodjanak. A DNS-kot6 domén tobbféle, jellegzetes fehérje-motivumot
tartalmazhat (pl. hélix-kanyar-hélix, cink ujj, leucin cipzar). A transzkripcios faktorokat
legtobbszor a DNS-koté domén szerkezete alapjan csoportositjuk (Latchman, 1997).
Novényekben eddig tobb mint haromszazezer transzkripcids faktort kodold szekvenciat
azonositottak 156 fajbol, melyeket 58 csaladba soroltak be (1. tablazat) (Jin és mts., 2014).

A transzkripcios faktorok tobbsége a transzkripcidt aktivalo, illetve gatldé doméneket is
tartalmaz. A transzaktivaciés domének vagy kozvetleniil az iniciaciés komplexhez kapcsolddva,
vagy ko-aktivator molekulakon keresztiil fejtik ki hatasukat. Tehat vagy a komplex kialakulasat
gyorsitjak, vagy a transzkripcids aktivitast stimulaljak. A transzkripciot gatld faktorok is tobbféle
modon fejtik ki hatasukat. Megakadalyozhatjak a DNS-k6t6 domén miikddését oly modon, hogy
0k maguk kotddnek a kérdéses DNS-szakaszhoz, vagy magat a transzaktivacidos domént is

blokkolhatjak (Latchman, 1997).
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1. tablazat: Novényi transzKkripciés faktor-csaladok és legfontosabb funkcidik (Forras:
PlantTFDB 0.3 adatbazis: http://planttfdb v3.cbi.pku.edu.cn/index.php, Jin és mts., 2014,
Bianchi és mts., 2015)

Név Fé funkcio Név Fo funkcio
AP2/ERF  fejlodési folyamatok, kornyezeti  M-type MADS  generativ osztodoszovet,
tényezokre adott valaszreakcio viragszerv fejlodése
ARF auxin- valaszreakciok MIKC-type viragszerv-identitas
szabalyozéasa MADS kialakulasa
ARR-B citokinin- valaszreakciok MYB sejtosztodas és
szabalyozasa differencialodas
B3 embrionalis fejlodés MYB-related =~ DNSmegkotése
BBR/BPC ndi gametofiton kialakulasa NAC biotikus stressz-valasz
BES1 brasszinoszteroid NF-X1 stressz - adaptacio
szignaltranszdukcio
C2H2 fejlodési folyamatok NF-YA viragzasi 1d6, szarazsag
stressz
C3H embrionalis fejlodés NF-YB H2B hiszton motivum,
szarazsag stressz
CAMTA  Camegkotése NF-YC H2A hiszton motivum,
szarazsag stressz
CO-like cirkadian-ritmus, osztodoszovet NZZ/SPL viragszerv (porzo) fejlédés
kialakulasa
CPP reproduktiv fejlédés, Nin-like gyokérnovekedés
sejtosztddas szabalyozasa
DBB a hipokotil fényvalasz RAV etilén- és brasszinoszteroid
valasz
Dof szénhidrat-anyagcsere, csirazas, S1Fa-like gyokér- ¢és etiloalt hajtas-
gibberellin- és auxin valasz fejlodés
EF2/DP sejtciklus szabalyozasa SAP viragszerv fejlodés (termo)
EIL etilén-valaszreakciok SBP viragszerv fejlodés
FAR1 fotoszintézis szabalyozasa SRS gibberellin- valasz (negativ
szabalyozas)
G2-like kloroplasztisz- fejlédés STAT morfogenezis és

sejtszabalyozas
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Név Fo funkcio Név Fo funkcio

GATA fény-valaszreakciok TALE reproduktiv 0szt6do szdvet
kialakulasa

GRAS novekedési folyamatok TCP apikalis dominancia,
ndvényi test szervezddése

GRF hajtas- és riigynovekedés Trihelix/GT mag- és gyiimolcsfejlodés

GeBP ismeretlen funkcid VvVOZ pollenfejlodés

HB-PHD  PHD fehérjék szabalyozasa WOX fejlodési folyamatok

HB-other homeodomén funkcid WRKY stresszvalasz

HD-ZIP DNS felismerd dimer Whirly védekezd reakciok

HRT-like fejlédési folyamatok, YABBY oldalhajtas novekedése

hormonvélasz

HSF hostressz-vélasz ZF-HD C4 novények PEP-
karboxilaz génjének
szabalyozasa

LBD poszt-transzlacids szabalyozas bHLH basic helix-loop-helix
domén

LFY vegetativ-generativ dtmenet bZIP patogének elleni védelem,

LSD programozott sejthalal fény-stresszvalasz, mag- és

szabalyozasa gylimolcsérés

A transzkripcidés faktorok olyan Osszetett jelatviteli (szignéltranszdukcids) utak
szabalyozasaban jatszanak szerepet, melyek meghatarozzék a novények fejlddési folyamatait és
a kiilonféle biotikus, és abiotikus stressztényezOkre adott valaszreakcidkat (Yang et al, 2005;
Thomashow, 2010; Bianchi és mts., 2015) Az egyes transzkripcios faktorok szerepének és
miikddésének vizsgalataval tehat értékes informacidkhoz juthatunk a termesztett ndvényfajok
gazdaséagilag fontos tulajdonsagait kialakité szamtalan folyamat molekularis biologiai hatterérol.
Nem meglepd tehat, hogy az utdbbi néhany évtizedben ugrasszeriien megndvekedett a ndvényi
transzkripcids faktorok azonositasara €s funkcidik feltérképezésére iranyuld kutatdsok szdma. A
2013-ban publikalasra keriilt teljes Oszibarack genom (Verde és mts.,, 2013) referencia
genomként hasznalhaté mas Prunus fajokkal végzett vizsgalatokhoz és az egyes gének
funkciojanak azonositasahoz. Oszibarackban eddig tobb mint 1500 transzkripcios faktort kodold
gént azonositottak, ami a fehérjekddolo gének 5,5%-at teszi ki (Bianchi és mts., 2015).
Csonthéjas gyiimolcsfajok esetében a korokozokkal és kartevokkel szembeni rezisztencia mellett

a termesztési szempontbol kiemelt fontossagh tulajdonsagok kozé tartozik az érési- és viragzasi
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1d6, valamint a hideg- és fagytlirés is. Az elmult években szamos olyan transzkripcids faktort
azonositottak, melyeknek szerepiikk van ezen folyamatok szabalyozasaban (Bianchi és mits.,

2015).
3.3.1. A C-repeat Binding Factor (CBF) transzkripcios faktorok bemutatisa

3.3.1.1. A CBF transzkripcios faktorok molekularis jellemzése

A CBEF transzkripcios faktorok az AP2/ERF (Apetala2-ethylene responsive factor) csalad
DREB1 (Dehydration-Responsive Element Binding 1) alcsaladjaba tartozé fehérjék (Reichmann
és Meyerowitz, 1998). Kozos szerkezeti elemiik az AP2/ERF DNS-k6td6 domén, mely 60-70
aminosavbol all, térszerkezete pedig harom, antiparalell lefutasu B-lemezbdl és egy a-hélixbdl
épul fel (Allen és mts., 1998; Nanako és mts., 2006). Az AP2/ERF fehérjéken beliil tovabbi
harom alcsalad kiilonithetd el a DNS-k6td domének szdma alapjan. Az 1. alcsaladba tartozé
fehérjék (pl. az APETALA?2) két, a 2. alcsaladba tartozok (pl. a DREB-tipustu proteinek) egy
AP2/ERF domént tartalmaznak. A 3. alcsalddba tartozo fehérjék esetében pedig két kiilonbozo
DNS-ko6té domén (ERF/AP2 és B3) azonosithatd (Jofuku és mts., 1994; Kagaya ¢és mts., 1999;
Sakuma és mts., 2002, Nanako ¢és mts., 2006).

Liu és mts. (1998) a 2. alcsalad tagjait két tovabbi csoportra osztotta az AP2 doménben
talalhatd aminosav-szekvenciabeli eltérések alapjan: az A-csoportba tartoz6 DREB/CBF-tipust
proteinek a 14. pozicidban valint, a 19-ikben glutaminsavat tartalmaznak, mig a B-csoport (ERF-
tipusu fehérjék) esetében ezekben a pozicidkban alanin, illetve aszparaginsav talalhat6. Ennek
koszonhetéen a DREB/CBF és az ERF transzkripcios faktorok maés-mas DNS-kotd helyet
ismernek fel, és eltérd jelatviteli folyamatokban vesznek részt. A CBF-fehérjékre ezenkiviil
jellemzé meég két konzervalt aminosav-szekvencia motivum, a PKKR/PAGR ¢és DSAWR,
melyek az AP2 domént hataroljak, és jol elkiilonitik azokat az AP2-csalad tobbi tagjatol (Jaglo
¢s mts., 2001). A DREB/CBF-tipusu transzkripcidés faktorokat Sakuma és mts. (2002) a
felismer6 hely alapjan tovabbi hat alcsoportra osztja (A1-6). A CBF fehérjék az Al alcsoportba
tartoznak, neviikket az altaluk felismert CRT/DRE promoter-elem (C-repeat/dehydratation

responsive element) utan kaptak, amely egy konzervativ CCGAC szekvenciat tartalmaz.

3.3.1.2.4 CBF transzkripcios faktorok szerepe a fagytiirés szabalyozdsdaban

Az alacsony homérséklet a ndvények szamara az egyik legjelentdsebb stressztényezd. A
hideg- és fagystresszre adott valaszreakciok molekularis hatterét éppen ezért széles korben

tanulmanyozzak. A CBF (C-repeat Bindig Factor) transzkripciés faktorokat els6ként ladfiiben
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(Arabidopsis thaliana L.) azonositottak (Stockinger és mts., 1997; Gilmour és mts., 1998; Liu et
al, 1998; Medina és mts., 1999) és miikddésiiket transzgénikus novényeken tesztelték, melynek
soran azt tapasztaltdk, hogy a CBF gének alacsony hdmérsékleten nagyjabol 15 perc alatt
indukalddnak. Ezt kovetéen két oran beliil aktivalodnak azok a COR (cold-regulated) gének,
melyek szintén tartalmazzak a CRT/DRE szabalyoz6 elemet, és miikodésiik nagymértékben
hozzajarul az alacsony homérsékleti stressztlirés, illetve a fagytiirés kialakitdsdhoz. A CBF gének
tultermeltetése fokozta a COR gének expresszidjat, és novelte a novények ellenallosagat (Yang
és mts., 2005; Medina és mts., 2011).

A CBF géneket felfedezésiik 6ta tovabbi 54 ndvénynemzetségben, 23 egysziki, és 31
kétszikl fajban azonositottak. Kultirndvények koziil elséként a gabonafélékben bizonyitottak a
CBF fehérjék fagytirés kialakitdsdban jatszott szerepét. Hazdnkban Martonvasaron, az MTA
Agrartudoméanyi Kutatokézpont Mezdgazdasagi Intézetében végeznek kutatdsokat kiemelkedd
eredménnyel. Baza (Triticum aestivum L.) 5A- és 5B kromoszomajan lokalizaltak fagytiirésért
felelés FR (Frost Resistance) lokuszokat (FR-Al és FR-B), majd az alakorban (Triticum
monococcum L.) is térképeztek egy fagyallosagi gént (FR-A2). Ugyanebben a pozicidban
azonositottak egy CBF-fehérjét kodolo gént (CBF3) és a hideg-indukalhato COR14b gén
fagyallosag kozott. Tovabbi kisérleteik bizonyitottak a CBF14 és a CBF15 gének szerepét
fagytolerancia kialakitasaban. Eredményeik ramutattak a CBF gén expresszios szintje és a
fagyallosag mértéke kozotti Osszefliggésre is (Galiba és mts., 2009). A CBF14-15 géneket
arpaban (Hordeum vulgare L.) kifejeztetve megfigyelték, hogy a transzformalt vonalak
fagytlirése jelentdsen megndtt a vad tipushoz képest. Az expresszids vizsgalatok kimutattik,
hogy akarcsak az Arabidopsis esetében, a két CBF fehérje az arpaban is fokozta COR gének
expresszidjat (Soltész és mts., 2013).

Fas novények koziil a nyarfaban (Populus ssp.) (Benedict és mts., 2006), nyirfaban
(Betula pendula Roth.) (Welling és Palva, 2008), eukaliptuszban (Eucalyptus globulus Labill.)
(Gamboa és mts., 2007), két sz616 fajban (Vitis vinifera L. és V. riparia Michx) (Xiao és mts.,
2006), és tobb Rosaceae csaladba tartozé ndvényfajban azonositottak CBF transzkripcids
faktorokat kodolo géneket (Kithasiba és mts., 2002; Owens ¢és mts., 2002; Wisniewski et al,
2011; Zhang és mts., 2013). A Prunus nemzetségben eldszor cseresznyében (Prunus avium L.)
izolaltak harom DREB/CBF-tipustt gént, melyek Kkoriilbeliil 50%-ban megegyeztek az
Arabidopsis CBF1 génjével (Kitashiba és mts., 2002). Az egyik cseresznyegént (CIG-B) ludfi
vonalban expresszaltatva fokozott fagy- és sotoleranciat tapasztaltak a transzformansok esetében.
Megfigyelték tovabba, hogy az Arabidopsis DREB1/CBF1 egyik célgénjénck (COR15a)

indukcioja akkor is bekovetkezett, ha a novények nem kaptak stresszkezelést (Kitashiba és mts.,
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2004). Owens és mts. (2002) meggybdl (P. cerasus L.) és szamocabdl (Fragaria X ananassa
Duchense) izolaltak a Iudfii AtCBF1 génnel homolog szekvenciakat (PCCBF1 és FaCBFL1).
Wisniewski és mts. (2011) az dszibarackbol egy CBF gén (PpCBF1) teljes cDNS-ét izolaltak,
miikodését pedig transzgénikus almaban (Malus x domestica) vizsgaltadk. A PpCBF1 gén
taltermeltetése alacsony homeérséklet ¢és a rovidnappalos kezelés mellett nyugalmi allapotot
idézett el a transzformalt novényeknél. A kutatocsoport ezutan a mar rendelkezésre allo
almagenomban (Velasco ¢s mts., 2010) azonositott 6t CBF-tipusu gént, melyek nagyfoku
szekvencia-hasonldsagot mutattak a PpCBF1 génnel, kiilonosen az AP2 domén kornyezetében
(Wisniewski és mts., 2011). Verde ¢és mts. (2013) kozzétették az Oszibarack teljes
genomszekvenciajat is, amelyben Artlip és mts. (2013) tovabbi négy CBF gént talaltak. Zhang és
mts. (2013) japan kajsziban (Prunus mume Sieb. Et Zucc) azonositottak két CBF-tipusi
szekvenciat (PmCBFa és PmCBFb), melyek nagy hasonlosagot mutattak a cseresznye CBF
génjeivel. Késébb ugyanez a kinai kutatdcsoport mind a hat PmCBF gént izolalta, melyek az
Arabidpsis (Gilmour és mts., 1998) és az 6szibarack CBF-ortolégokhoz hasonloan (Wisniewski
¢és mts., 2011; Artlip és mts., 2013) tandem elrendez6désben helyezkednek el (Zhao és mits.,
2018). Szovet-specifikus génexpresszios vizsgalatok alapjan a PmCBF5-6 elsdsorban a
viragriigyekben, a vegetativ riigyekben, a szarban ¢és a levélben fejez6dott ki jelentés mértékben

(Wisniewski és mts., 2011; Zhao és mts., 2018).
3.3.2. A Dormancy Associated MADS-box (DAM) transzkripcios faktorok bemutatdsa

A mérsékelt égovi ndvényfajok ndovekedési ciklusanak élettani hattere mar viszonylag jol
ismert, annak genetikai szabalyozasarol azonban még kevés informacio all rendelkezésre (Rohde
és Bhalerao, 2007; Hanninen és Tanino, 2011). Epp csak elkezd8détt azon gének és szabalyozod
elemeiknek azonositdsa, melyek szerepet jatszanak a mélynyugalom kialakitasaban és
feloldasdban. Mivel a viragzas indukalasat és a nyugalom megtorését a kornyezeti tényezdk
hasonlé modon befolyasoljak, valosziniisithetd, hogy e két folyamat részben kozos szabalyozas
alatt all. A viragzast szabalyoz6 gének az in. FLOWERING LOCUS T-n (FT) helyezkednek el,
és a kifejlett levelekben expresszalodnak, ahonnan floém-transzport segitségével jutnak a
hajtascsticshoz, ahol a virdgzast indukaljak. Szabalyozasukban az Un. MADS-box
(Minichromosome maintenace 1, Agamous, Deficines and Serum response factor) géncsaladhoz
tartozd transzkripcios faktoroknak van szerepiik negativ regulatorként (Horvath, 2009).
Azonositasukra €és pontos funkcioik feltérképezésére kiterjedt kutatasokat végeztek ludfiin
(Arabidopsis thaliana L.), tatikan (Antirrhinum majus L.) és petinia hibrideken. Kiilonb6z6
MADS-box géneket azonositottak, melyek kiilon-kiilon vagy egyiittesen szabalyozzak az egyes

viragszervek fejlodését. Osszehangolt mitkddésiik biztositja, hogy a virdgzas megfeleld idében,
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az ivaros szaporodashoz optimalis koriilmények kozott kovetkezzen be (Theissen és mts., 2000;
Horvath, 2009). Mérsékeltovi fas novények esetében a téli riigynyugalmi allapot szabalyozasat e
transzkripcids faktor-csalad specialis csoportja, az un. DAM (Dormancy Associated MADS-box)

gének végzik.

3.3.2.1.A DAM transzkripcios faktorok molekularis jellemzése

A MADS-box gének jelenléte altalanos az eukariota €l61ényekben. A névények alapvetd
fejlodési folyamatait szabalyozzak (Theissen és Saedler, 1995; Reichman és Meyerowitz, 1997).
A DAM transzkripcios faktorok a II. tipusa MADS-box géncsaladba tartoznak. K6zos szerkezeti
elemiik az un. MIKC-tipusti domén-struktira, melynek harom szerkezeti eleme az M (MADS)-,
a K (,,keratin-like”)- és C (C-terminalis) domének (4. dbra). Az erésen konzervalt MADS-domén
¢s a DNS-koto specifitasért és a dimerizacioért felelés. A MADS-box 58 aminosavbol all,
felismerd helye az tun. CArG [CC(A/T)6GG] konszenzus szekvencia. A K-domén a fehérje-
fehérje kapcsolatokat alakitja ki és un. ,.coiled-coil” struktaraval rendelkezik, mely szintén
megkonnyiti a MADS-box fehérjék dimerizacidjat. A kettét dsszekapcsold I-domén kevésbé
konzervalt és szintén a dimerizacidban van szerepe. Legvaltozékonyabb a C-terminalis régio,
mely a transzkripcid aktivacidjaban €s a transzkripcids faktor — komplexek kialakitdsaban jatszik
szerepet (Reichman és Meyerowitz, 1997; Becker és Theissen, 2003; Parenicova és mts., 2003;
Kaufman és mts., 2005).

30 390 15
N }_‘: vl A' A - COO H
MADS | K C
—— ==
o R K1 K2 K3
J v ' B v - B
DNS dimerizacio fehérje-interakcio valtozatos
megkotése funkcié

4, abra: A MIKC-tipusi MADS-box fehérjék szerkezeti felépitése. A MADS-domén egy, a
DNS megkotésért felelds a-hélixbdl és két antiparalell lefutast B-lemezbdl all. A K-domént
feltehetden harom amfipatikus a-hélix alkotja (K1, K2, K3). Az &bra folsé részén taldlhato

crer

Kaufman és mts., 2005.)
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3.3.2.2.A DAM transzkripcios faktorok szerepe a nyugalmi dllapot szabdlyozasaban

A Rosaceae csaladban a Prunus fajok esetében dszibaracknal igazoltak elészor a DAM
gének szerepét a riigynyugalom kialakitdsaban egy olyan, Gn. ,evergrowing” (€vg) mutans
segitségével, melynek merisztémaszovetei allandéan osztédnak, és sem a nappalhossz
rovidiilése, sem a homérséklet csokkenése nem tudja kivaltani a ndvekedés ledllasat, vagyis a
novény képtelen nyugalmi allapotba keriilni. Bielenberg ¢és mts. (2008) 6sszehasonlitd
géntérképezést végeztek az evg és a vad tipust, normal névekedésii névények genomjanak egy
tipusu gén hidnyzott az evg-tipus genomjabol. Feltételezték tehat, hogy ez a hat gén lehet tobbek
kozott felelds a novekedés leallitasaért és a riigynyugalom kialakitasaért, hianyuk miatt pedig a
mutacidt hordozé ndvények erre nem képesek.

A DAM gének pontos funkcidinak feltérképezésére Li és mts. (2009) &szibarackon
végeztek szovetspecifikus génexpresszios vizsgalatokat vegetativ hajtas (szar, hajtasriigy, levél),
valamint virdg- és gylimolesmintakbol szarmazé cDNS-sel. Ennek soran azt tapasztaltdk, hogy
az egyes gének kifejezddésének helye eltérd, expresszios szintjik pedig a vegetacios iddszak
soran valtozik, ami dsszefliggésben lehet a fotoperiodus valtozasaval. Szabalyozott koriilmények
kozott, mesterséges megvilagitas mellett kimutattdk, hogy a DAM2 gén kifejez6dését mérsékli,
még a DAM1, 4, 5 és 6 génekét noveli a nappalhossz csokkenése. A DAM1, DAM2 és DAM4
gének expresszios szintjének alakuldsa a tenyésziddszak sordn Gsszhangban volt a novekedés
leallasaval, majd a viragriigy-berakodas folyamataval.

Yamane ¢és mts. (2011a; 2011b) tovabbi kisérletek soran az Gszibarack DAM5 és DAM6
gének szerepére Osszpontositva Osszefliggést tapasztaltak e két gén transzkripcids szintjének
valtozasa, valamint a riigynyugalom indukcidja €s megsziinése kozott. Megfigyelték, hogy a
viragriigyek mélynyugalmi allapota két fazisra oszthato: a virdgszerv-differencidlodésra és azt
kovetd stadiumra, ahol a virdgszerv fejlédés atmenetileg gatolt, feltehetéen a DAMS5-6 gének
hatdsanak koszonhetden. Ez a gatlas meghatarozott idétartamu hidegkezelés hatdsara sziinik
meg, ami kivaltja a két DAM gén expresszios szintjének csokkenését. Ebbdl kiindulva
valdszintisithetd, hogy e két DAM gén szerepe a virdgszerv-fejlddés gatlasaban, ezaltal a
nyugalmi idGszak fenntartasaban lehet. Horvath és mts. (2010) a kutyatejbdl szarmaz6 DAM1
gént transzgenikus ludfii vonalban kifejeztetve megfigyelték, hogy a transzforméans novények a
vad tipushoz képest késobb kezdenek virdgozni. Ennek alapjan a DAM gének feltehetden az FT
gének gatlasaval , kényszeritik” a novényt nyugalmi allapotba. Az elméletet alatamasztja, hogy
az szibarack DAM gének homologjai az Arabidopsis SVP és AGL24 génjeinek, melyek gatoljak

egyes viragszerv-identitas gének expresszidjat (Gergis és mts. 2009). Korabban japan kajszi
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(Prunus mume Sieb. et Zucc) esetében mar feltételezték a DAMS és DAM6 gének riigynyugalom
kialakitasaban jatszott szerepét (Yamane ¢és mts. 2008). A P. mume genomjaban azonositott
DAMG6 gén szekvencidja pedig tobb mint 90%-ban egyezett az dszibarack cDNS konyvtarbol
szarmazd DAMG6 génnel (Yamane és mts. 2008). Prudencio és mts. (2018) a mandula (P. dulcis
Mill.) DAM6 gén (PADAMBG) szekvenciajat azonositottak, melynek expresszids vizsgalata szintén
alatamasztotta a mélynyugalom szabalyozasaban betdltott szerepét.

Mas Rosaceae fajokbol is azonositottak mar DAM transzkripcids faktorokat kodold
géneket. Japan korte (Pyrus pyrifolia Nakai) esetében harom MADS-BOX tipusu gén (MADS13-
1; MADS13-2 és MADS13-3) expresszidja dsszhangban volt a riigynyugalom kialakulasaval és
megszinésével. A MADS13-1 gén kifejezddésének gatlasdhoz megfeleldé mennyiségii
hideghatasra volt sziikség. Emellett kiilonbség mutatkozott a rovid és a hosszu hideghatast
(2015) eredményei alapjan a japan kortébdl azonositott DAM proteinek a virdgzast szabalyozo
egyik FT-gén (PpFT1) transzkripcidjat gatoljak. Almaban négy DAM-tipusu szekvenciat
(MdDAMa, -b, -c és -d) azonositottak, melyek koziil az MdDAMa génnek tulajdonitottak
szerepet a nyugalmi allapot szabéalyozasaban. Filogenetikai vizsgalattal arra is rdmutattak, hogy a
DAM gének igen egyedi klasztert alkotnak a Rosaceae csaladon beliil (da Silveira Falavigna és
mts., 2014; Mimida és mts., 2015). Tovabbi névényfajoknal, mint a kivi (Actinidia spp.) és a
nyirfa (Betula pendula Roth.) is igazoltak mar a DAM transzkripcids faktorok nyugalmi allapot
szabalyozasaban betoltott szerepét (Elo és mts., 2001; Wu és mts., 2012).

3.3.3. A hideghatas dltal indukalt génkifejezodés szabalyozdsa novényekben

A novények az egyes kornyezeti tényezOk valtozasaira bonyolult jelatviteli halozatok
segitségével reagilnak, az alacsony hdmérsékleti stresszvalasz esetén sincs ez masként. A CBF-
fehérjék altal felismert CRT/DRE elem szamos hideg- és szarazsag-stresszre indukalhatd gén
szakirodalom (Stockinger és mts., 1997; Liu és mts., 1998). Ide tartoznak tobbek kozott a
dehidrin-fehérjéket kodold gének, melyek vizvesztéses stressz altal indukalhatok. A nyugalmi
iddészak alatt a novények sejtjeiben a dehidratacid két okbol kifolyolag is bekdvetkezhet:
egyrészt az atteleld szervek viztartalma €s ozmotikus potencialja jelentdsen csokken, masrészt
fagy hatdsira a citoplazma viztartalma ataramlik az extracellularis térbe. Ez a folyamat a
nyugalmi allapot természetes velejaroja, ¢és a sejten beliili jégképzddés megakadalyozasaban van
szerepe. A dehidrin fehérjék pontos miikodése még tisztdzatlan, de bizonyitott, hogy fontos

szerepet tOltenek be a kiszaradas elleni védelemben, ezéltal a hideg- és fagytolerancidban is
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(Welling ¢és Palva, 2006). A mar részletesen bemutatott Rosaceae DAM gének promoter-régioja
is tartalmaz egy olyan konzervalt elemet, amely homoldég a CBF-kdtohellyel (Wisniewski és
mts., 2011; Mimida és mts., 2015; Zhao és mts., 2018). A DAM- és CBF-gének transzkripcios
aktivitasa hasonldé mintazatot mutatott a nyugalmi idGszak alatt japan korte (Niu és mts., 2015)
és japan kajszi (Zhao és mts. 2018) esetében is.

Szamos olyan szabdlyoz6 elem jelenléte is bizonyitott, melyek magukat a CBF-gének
vagy a LOS2 és SFR6 fehérjék, melyek erésitik, ill. a HOS1, ami gatolja a CBF-gének

transzkripcidjat. Ez utobbi egy olyan RING-finger motivumot tartalmaz, mely valosziniileg a

crer

crer

mts., 2015).

Az eldbb felsorolt elemek miikddését a homérséklet szabalyozza, ezen kiviil azonban
fontos még egyéb tényezoket is megemliteniink. Az abszcizinsav (ABS) mint stresszhormon
serkentd hatassal volt az Arabidopsis CBF4 gén expresszidjara, hidegkezelés nélkiil is indukalva
az altala szabalyozott COR gének miikddését. Kim és mts. (2002) ludfiivel végzett kisérletei
kimutattdk, hogy alacsony hdmérsékleten a fény konstitutiv mdédon serkenti a CBF1-3 ¢és a
corl5a gének expressziojat. Ezéltal igazoltak, hogy a CBF transzkripcids faktorok a fitokrom-B
altal szabalyozott fény-jelatviteli Ut elemeiként is funkcionalnak. A cirkadidn o6ra szintén
befolyasolja a CBF-gének aktivitasat, mint ahogy azt Harmer és mts. (2000) kisérletei is

igazoltak Arabidopsis esetében.
3.3.4. A NAC transzkripcios faktorok bemutatdsa

A NAC transzkripcios faktorok az egyik legnagyobb ndvényspecifikus fehérjecsalddot
alkotjak, a szarazfoldi ndvényekben altalanos a jelenlétiik. Felfedezésiik ota csak a ludfiiben tobb
mint szaz NAC-tipusu gént azonositottak (Reichmann és mts., 2000). A rovidités harom olyan
fehérje nevébdl szarmazik (NAM, ATAFL,2, CUC2), melyek hasonld szerkezetii DNS-ko6téd
elemet tartalmaznak (Souer és mts., 1996; Aida és mts., 1997). A NAC transzkripcios faktorok
kozos szerkezeti eleme az N-terminalis région talalhato, igen konzervalt NAC-domén, mely kb.
150 bazispar hosszsagl, és tobbféle funkcidval rendelkezhet (DNS vagy fehérje megkotése,
dimerizacio), melyet az egyes szubdoménok hataroznak meg (5. abra). A C-terminalis régio
valtozékonyabb, €s nem tartalmaz semmilyen ismert protein-domént, habar gyakran el6fordulnak
benne egyszerli aminosav-ismétlddések, és nagy mennyiségben tartalmaz szerin, treonin, prolin

¢és glutamin aminosavakat (Aida és mts. 1997; Ooka és mts., 2003, Puranik és mts., 2012).
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Transzkripcié aktivacidja/gatlasa,

DNS/fehérje megkotése/dimerizacid fehérje megkdtése
| ]
[ | |
N-terminalis régié I A | BI C I D I E C-terminalis régié
e NAC- > < TR- — —
domén domén

5. abra: Egy NAC protein altalinos szerkezeti felépitése. A NAC-domén tovabbi ot
szubdoménra oszthaté (A — E, pirossal jelolve). Az erdsen konzervalt, pozitiv toltésii C és D
szubdomén a DNS megkotéséért felelds, még az A domén egy funkcionalis dimer kialakitasaban
vesz részt. A valtozékonyabb B és E szubdoménok feltehetéen a NAC gének funkciobeli
valtozatossagat hatarozzak meg. A diverzebb C-terminalis régi6 elsdsorban transzkripcios
regulatorként (TR- domén) miikodik, olykor fehérje-megkotd funkcidval kiegésziilve (Forras:
Puranik és mts., 2012.)

3.3.4.1.ANAC transzkripcios faktorok szerepe a novenyi fejlodési folyamatokban

A NAC gének fejlédési folyamatokban betoltott meghatarozd szerepét elsdként
abnormalis novekedésli petiiniahibrideken bizonyitottdk. Ezek a mutans ndvények recessziv
homozigota formaban hordozzak a nam (no apical meristem) gént, melynek kovetkeztében
hajtasaikban nem fejlédik apikalis merisztémaszovet (Souer €s mts., 1996). Hasonlo
rendellenességet figyeltek meg a ludfii Gin. ‘cup-shaped cotyledon’ mutansain, ahol a CUC1-2
gének mutacidja kovetkeztében a cslics-merisztéma mellett a sziklevél is hidnyosan alakul ki. A
vizsgalt CUC gének szintén NAC- tipusu transzkripcids faktorokat kodolnak, mikddésiik
elengedhetetlen a hajtascsucs osztodoszovet kialakulasahoz és az embrio normalis fejlédéséhez
(Aida és mts., 1997; Aida és mts., 1999). Egy masik Arabidposis NAC fehérje a viragszervek
kialakitasaban vesz részt és aktivalasahoz két MADS-box gén (APETALA 3 és PISTILLATA)
sziikséges (Sablowski és Meyerowitz, 1998). Az Arabidposis NAC1 génje az oldalgyokerek
kialakitasaban jatszik szerepet, és expressziojat az auxin hormon indukalja (Xie és mts., 2000).

A NAC transzkripcios faktorokkal kapcsolatos kutatasok jelentds része a hormonokhoz
kapcsolt stressz-valaszreakciokban betoltott szerepiiket vizsgalja. Az Arabidposis ATAF1 volt az
els6 azonositott NAC gén, am funkcidjat csak nemrégiben irtak le: az abszcizinsav altal vezérelt
szarazsagstressz gének negativ regulatoraként mikodik (Lu és mts., 2007). Az Arabidosis NAC1
az auxin alapu valaszreakciot szabalyozza, €és az oldalgydkerek fejlodésében van szerepe (Xie €s
mts., 2000). Egy masik NAC-tipust gén tiltermeltetése novelte a szarazsag- és sotlirést rizs
novényben (Oryza sativa L.) (Hu és mts., 2008). Az oregedés (szeneszcencia) folyamata altal

kivaltott oxidativ stressz hatdsara megnd a novényi sejtek szalicilsav-koncentracidja, ami
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aktivalja az in. SAG (SENESCENCE-ASSOCIATED GENES) gének expresszidjat (Morris és
mts., 2000). Az Arabidopsis NACO016 fehérjéje felgyorsitja a levéloregedés folyamatat azaltal,
hogy stimuldlja a SAG gén transzkripciojat (Kim és mts., 2013). A NAC-tipusi gének
kozremiikddése a patogének elleni rezisztencia kialakitdsaban is tobb novényfajban bizonyitott,
ugymint a szdja (de Sa és mts., 2012), a kukorica (Voitsik és mts., 2013) vagy a sz616 (Wang és
mts., 2013). Szadmos, kiilonbozd stresszvalaszban szerepet jatszd NAC gén mutat hasonlo
expresszidos mintazatot, ami arra enged kovetkeztetni, hogy egy gén akar tobb folyamatban is

kozremuiikodhet (Hickman és mts., 2013; Sun és mts., 2015).

3.3.4.2.4 NAC transzkripcios faktorok szerepe a gyiimélcsérés szabalyozasaban

A kozelmultban kisérleti eredményekkel igazoltak, hogy a NAC fehérjék a termés- és
gylimolcsérés folyamatanak szabalyozasdban is részt vesznek. A klimaktérikus termések, mint a
paradicsom (Solanum lycopersicum L.), a banan (Musa spp. L.), és a csonthéjas gyiimolcsfajok
esetében fokozott etiléntermelés sziikséges a megfeleld éréshez (Lelievre és mts., 1997). A
paradicsom kiilonb6z6 érési mutansainak (pl. rin - ripening inhibitor, nor - nonripening, és cnr -
colorless nonripening) vizsgalata hasznos informaciokkal szolgalt az etilénhez kapcsolt jelatvitel
molekularis hétterérél (Moore és mts., 2002; Manning és mts., 2006; Giovannoni, 2004; Martel
és mts., 2011). Szamos transzkripcids faktor kontrollalja ezt a folyamatot, melyek koziil a NOR
gének NAC-tipusu fehérjéket kodolnak, €s interakcidoba Iépnek egy masik, MADS-box tipust
transzkripcios faktorral (Martel és mts., 2011). Bananban hat NAC-tipusu fehérjét azonositottak,
melyek koziil a MaNAC1 és 2 gén kifejez6dése az etilén 4ltal szabalyozott, és a
Ezenfeliil kozvetlen kapcsolatba 1épnek tobb EIN3 (ethylene-insensitive 3) tipusu fehérjével,
melyek az etilén-jelatviteli Gt f6 regulatorai a gytimdlcsérés soran (Shan és mts., 2012).

Oszibarackban azonositottak egy szekvenciat (ppa008301m) az érési id6hoz kotddo, 4-es
kapcsoltsagi csoporton talalhatdé QTL-en beliil (QMD4.1 16kusz), mely egy NAC transzkripcios
faktort kodol (Dirlewanger és mts., 1999; Quilot és mts., 2004; Eduardo és mts., 2011) (6. abra).
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6. abra: Az észibarack 4. kapcsoltsagi csoportjanak osszehasonlitisa a Pirona és mts.
(2013) altal végzett kisérletben hasznalt térképezé populaciok kozott, melyek a ‘NJ Weepy’
x ‘Bounty’ (WxBy) és a ‘Contender’ x ‘Ambra’ (CxA) keresztezésekbol szarmaztak. A
szines vonalak a két populacio 6sszehasonlitasara hasznalt SNP-markereket jelolik. Az abra jobb
fols6 sarkaban a 4-es kromoszoma kiemelt régidja talalhato, rajta a ppa008301m szekvenciarol
szarmaz6 qMD4.1 genetikai marker pozicioja pirossal szerepel. Baloldalt a markerek neve, jobb
oldalt a genetikai tavolsag (cM) van feltiintetve (Forras: Pirona és mts., 2013).

A vizsgalt Prunus persica NACL1 gén szekvenalasa soran egy 9 bazisparnyi in-frame
inszerciot fedeztek fol, melynek kovetkezménye a C-termindlis régioban taldlhatd harom
aminosav (treonin, aszparaginsav €s prolin) tandem duplikacidja (7. abra). Az allél egyiitt
orokl6dott a korai érésidovel a kisérletben vizsgalt F2 populaciokban: a korai érésii egyedek az
inszerciét tartalmazo allélt hordoztak, a kései éréstiek pedig az eredeti, referenciagenomban
(Verde és mts., 2013) megtalalhato allélt. A harom aminosav duplikacidjaval jard szerkezet-
moddosulas feltehetden hatdssal van a fehérje funkcidjdra is, am ennek feltérképezéséhez tovabbi
funkcionalis markerként nemesitési programokban, érési idore torténd szelekcidhoz (Pirona és

mts. 2013).
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7. abra: A ppa008301m szekvencia (PpNACL gén) kétféle allélvariaciéjanak illesztése
aminosav-sorrend alapjan. A ppa008301m_WT a ’Lovell’ referencia allélt, a
ppa008301m_MUT pedig az inszercidt tartalmazo6 allélt jeloli. A két allél esetén eltérd
kopiaszamll aminosav-tripletet piros keret jeloli. A fekete keret a NAC-domén helyzetét mutatja.
(Forras: Pirona és mts., 2013).

A PpNACL1 interakcioba 1ép egy masik, az dszibarack vords hisszinét kialakito, szintén
NAC-tipust (BL — blood flesh) transzkripcios faktorral. A BL-fehérje heterodimert képez a
PpNAC1- fehérjével, aktivalva ezzel az antocian-felhalmozoddast szabalyoz6 PpMYB10.1
transzkripcids faktort az érés késoéi szakaszdban (Zhou és mts., 2015). Korabban Blake (1932)
mar megallapitotta, hogy a vérbarack fenotipus kapcsoltsagot mutat a kései érésidovel, amit az
ujabb QTL-térképezéssel kapcsolatos kutatasok megerdsitettek (Werner és mts., 1998; Quilot és
mts., 2004; Shen és mts., 2013).

A PpNAC1 gén gyiimdlcsérésben betoltott szerepét Eduardo és mts. (2015) eredményei is
alatamasztjak. Egyes nektarin-jellegli 6szibarackok utddai kozott megjelennek az un. SR (slow
ripening) genotipusok, melyekre jellemz6, hogy kevesebb etilén és szén-dioxid termelddik az
érés sordn, igy a gylimolcsok lassan érnek, és gyakran még lombhullds utdn is a fan maradnak
(Brecht és mts., 1984). Gylimolcstermesztés szempontjabol ez egy nemkivanatos tulajdonsag,
melyet az Sr-gén hatdroz meg. A recessziv homozigdta egyedek mutatjak a késleltetett
gyiimolcsérést, és mindségben (iz, aroma, husallomany) jelentdsen elmaradnak a normal érésti
genotipushoz képest (Ramming, 1991). Két heterozigota sziildvonal keresztezésébdl szarmazo

utdédpopulacio térképezése soran megallapitottak, hogy az SR és az érési id6t kialakitd QTL-ek a
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ppa008301m szekvenciat is. A 10kuszra fejlesztett PCR alapu marker egyiitt 6roklodott az SR-
fenotipussal, és nem mutatott amplifikaciét az srsr genotipusok esetében. Ennek alapjan
feltételezik, hogy ezen egyedek genomjaban egy nagyobb kiterjedésii delécio talalhato, mely a
ppa008301m szekvenciat is €rinti, igy az is elképzelhetd, hogy a PPNACL gén fehérjetermékének
hianya okozza az SR-fenotipus kialakulasat (Eduardo és mts., 2015).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1.  Felhasznalt novényanyag

Az RNS-izolalashoz ¢és a qPCR vizsgalatokhoz a Szent Istvan Egyetem (SZIE),
Kertészettudomanyi Kar, Genetika és Novénynemesités Tanszék Soroksaron taladlhatd kajszi
génbankjabol valasztottunk négy olyan fajtat, melyek virdgzasi ideje és fagytiirése a Tanszék
korabbi megfigyelései alapjan kiilonbozik. Az USA-bol szarmazd ‘Aurora’ (szin. ‘Early Blush’
és NJA 53) és ‘Goldrich’ (szin. ‘Sun Giant’) két gazdasagilag is jelentds, korai viragzasu,
kevésbé fagytlird fajta. A szintén észak-amerikai eredetli ‘Stella’ és a kozép-azsiai ‘Zard’
mélynyugalma hosszabb, késObb viragoznak, és jobb fagytiiréssel rendelkeznek (Szalay és mts.,
2006; Milatovic és mts., 2013), ezenkiviil szamos betegséggel szemben ellenallésagot mutatnak,
igy nemesitési alapanyagként hasznalhatok. Minden fajtabol 3-3 fat vélasztottunk ki, melyek
egyéves vesszOirdl november és marcius kozott tobb iddpontban virdgriigyeket gylijtottiink két,
egymast kovetd évjaratban. A mintdkat a gyljtést kovetden azonnal folyékony nitrogénbe
helyeztiik, ¢s a feldolgozasig -70 °C-on taroltuk.

Az Oszibarack genomi DNS-mintdk izoldldsdhoz a ndvényanyagot a SZIE
Kertészettudomanyi Kar Kisérleti Uzem és Tangazdasaginak iiltetvényébsl (Budapest,
Soroksar), a Nemzeti Elelmiszerlanc-Biztonsagi Hivatal (NEBIH) Novénytermesztési és
Kertészeti lgazgatosag Tordasi Novényfajtakisérleti Allomasarol, valamint a Nemzeti
Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont (NAIK), Gylimolestermesztési Kutatointézet érdi
Kutatoallomasarol szereztilk be. Vegetativ riigyeket gy(jtottiink 2015 novembere és 2016
februarja kozott 125 olyan fajtarol, melynek érési idejérél pontos adat allt rendelkezésre. A

vizsgalt Oszibarackfajtak legfontosabb pomoldgiai tulajdonsagait az M.2.1. melléklet foglalja

Ossze. A mintékat a feldolgozésig -20 °C-on taroltuk. A rokon fajok vizsgalatdhoz a Tanszéken

rendelkezésre allo genomi DNS gytijteménybdl valasztottunk mintakat (2. tablazat).
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2. tablazat: Az 6szibarack PpNAC1 szekvencia-homologok vizsgalatahoz hasznalt Prunus

fajok

Faj Fajta Erési id6 Elemzés’
P. cerasus Piramis korai FI, S
P. cerasus Erdi jubileum kozépidei Fl

P. cerasus Korai pipacs kozépidei

P. cerasus Kéntorjanosi 3 kései

P. domestica Stanley korali FI, S
P. domestica President kései Fl

P. dulcis Tuono korai FI, S
P. dulcis Tétényi kedvenc korai S

P. dulcis Tétényi keményhéja kései Fl

P. armeniaca Harmat korai Fl

P. armeniaca Szamarkandszkij rannij korai Fl
P. armeniaca Korai zamatos korai FI, S
P. armeniaca Ceglédi Piroska kozépidei Fl

P. armeniaca Ceglédi orias kozépidei Fl

P. armeniaca Magyar kajszi C.235 kozépidei Fl

P. armeniaca Pannonia kozépidei Fl

P. armeniaca Zard kozépidei Fl

P. armeniaca Pisana kései Fl

P. armeniaca Roézsakajszi C.1406 kései Fl

P. armeniaca Corlate (GNT 10/10) kései FI, S
P. armeniaca Kecs-psar nagyon kései Fl

'FL: fragmentumhossz-analizis, S: részleges DNS- szekvenalds
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4.2. DNS-Kkivonas

A genomi DNS izolalasa az 6szibarack, a kajszi és a vizsgalatba bevont rokon fajok
esetében is vegetativ riigyekbdl tortént a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag)
hasznalataval, a gyarté utasitisait kovetve. A DNS-mintdk mindségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) ellendriztiik.

4.3. RNS-izolalas és reverz transzkripcio

Kajszi viragriigyekbdl az 6sszes RNS izolalasat kb. 100 mg ndvényi szovetbdl kiindulva
hajtottuk végre, a Jaakola és mts. (2001) altal leirt modszert alkalmazva. Az RNS-mintak
mindségét ¢és mennyiségét 1%-0s TAE agar6z gélen, valamint NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel ellendriztiik. Az RNS-mintdkat a genomi DNS okozta szennyezddés
eliminalasa érdekében DN-4z I enzimmel kezeltiik (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA). Mintanként 2 ng RNS-t hasznaltunk a reverz-transzkripciohoz a RevertAid H Minus First
Strand ¢cDNA Synthesis Kitet (Thermo Fisher Scientific) és az ahhoz mellékelt oligo(dT)zo

primert alkalmazva, a gyartd utasitasait kdvetve.
4.4. PCR reakcio és szekvencia-azonositas

A kajszi CBF szekvencia izolalasa genomi DNS-bél tortén, mig a DAM5-6 szekvenciak
izolalasdhoz viragriigybdl szarmazé cDNS mintdkat hasznaltunk. Az 0j kajsziszekvencidk
1zolalasahoz a szakirodalomban fellelhetd, rokon fajokra (japan kajszi, mandula és dszibarack)
tervezett primereket alkalmaztuk (3. tablazat). A PCR-reakci6 1épései a kovetkezOk voltak:
kezdeti denaturacios 1épés (95 °C, 3 min.); amplifikacio: 94 °C; 1 min, 50 °C 1 min, 72 °C 1 min
(*35 ciklus), valamint egy kiegészitd 1épés (72 °C, 5 min).

A Prunus NAC-szekvenciak izolalasa genomi DNS-b6l tortént, melyhez a NAC-indel
(inszerciot vagy deléciot tartalmazo) specifikus primert (Pirona és mts., 2013; forward: 5'-
AGAACTCAGCGGGTTGATAACT-3 reverse: 5'-TGCACCCCTACTCGATTTCT-3")

crer

crer

novelve ezzel a specifitasat. A PCR reakcid 1épései Pirona és mts. (2013) alapjan, néhany kisebb
modositassal: kezdeti denaturacids 1épés (95 °C, 2 min.); amplifikacié: 92 °C; 15 sec, 56 °C 30

sec és 72 °C 30 sec (*40 ciklus) és egy kiegészitd 1épés (72 °C, 5 min).
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3. tablazat: A ParCBF1 és ParDAMS5-6 homologok azonositasahoz alkalmazott primerek

Primer neve

Faj Szekvencia (5* =2 3’) Szerzé

P.mume PmCBFa-F  AAACTCAAACAAGCTAAAACAC Zhang és mts.
PMCBFa-R ~ ATAATCG-CTCGCACAAAT 2012
PmCBFb-R AGCTTTAGACTAAGACCTGC
PmCBFb-R TTTTCTAT-TTGATCGACCTC

P. dulcis PdCBF-F GCCCCAGTCGAGTTTGTTGTC Barros és mts.
PdCBF-R AGCATTGCGATGGAGAAAGAAG 2012

P. persica PpCBF1-F AGGGCTTCTTCTTTCTCCAC-3' Wisniewski és
PpCBF1-R AAATCTTTATGTTCGACTCACTCA-3' mts. 2011
PPDAMS5/1-F  GTCTCTCAAACTGGGGCGTTA Timénez és
PPDAMS5/1-R  GATACAACACACAGTCACCCTCCC i 2010
PpDAMG6/1-F  CCAACAACCAGTTAAGGCAGAAGA
PpDAMG6/1-R  GGAAGCCCCAGTTTGAGAGA
PPDAMS5/2-F  ATCTCCACCACCTGCAACAGT vamane és
PPDAM5/2-R  CTTCTTAACGCCCCAGTTTGAG mts. 20114
PpDAMG6/2-F  TAATGTTGGAGGTGGAGGAGAA
PpDAM6/2-R GGGAAGCCCCAGTTTGAGA
PpDAMS5/3-F  CCCCGAAACCCACCAACGAAGATG Biclenberg és
PpDAM5/3-R CAGCACTGTTGCAGGTGGTG mts., 2008
PpDAMG6/3-F  CCAACAACCAGTTAAGGCAGAAGA
PpDAMG6/3-R GGAAGCCCCAGTTTGAGAGA

A PCR reakcid Osszetétele minden vizsgalat esetén a kovetkezOképpen alakult

25ul/minta végtérfogatra szdmolva: 20-50 ng templdt DNS, 1X DreamTaq Green Buffer
(Fermentas, Szeged, Magyarorszag), 4,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 0,2 mM primer és mts.
¢és 0,75 U DreamTaq polimeraz (Fermentas, Szeged, Magyarorszag). A PCR-termékeket 1%-0s
TBE agardz gélben valasztottuk szét (40 perc, 80 V) és etidium-bromidos festéssel, UV-fénnyel
atvilagitva tettiik lathatova, GeneRuler 100 bp, 100 bp Plus, illetve 1 kb méretmarker
(Thermofisher Scientific) mellett.

A PCR-termékeket pTZ57R/T plazmid vektorba klénoztuk az InsTAclone PCR Cloning
Kit hasznalataval, a gyarté leirasa szerint (Thermo Fisher Scientific). A rerakcioelegy 6ul 5X
ligacios puffert, 3uL (55ng/uL) pTZ57R/T vektort, 1uL (5U/uL) T4 DNS-ligazt és 4uL PCR

36



10.14751/SZIE.2020.021

terméket (20-50ng/uL) tartalmazott 30ulL végtérfogatra szamolva. A leghatékonyabb ligalas
érdekében a mintakat egy éjszakan 4t 4 °C-on inkubaltuk. A ligicids termékekkel JM109
kompetens sejteket transzformaltunk. Ennek soran 7ul ligacios terméket adtunk 50 pL
kompetens sejthez, majd a mintat 20 percig jégen tartottuk, ezt kdvetéen pedig 45 sec hdsokkot
alkamaztunk 42 °C-os vizfiirdében. Ezutan a mintakat tartalmazo cséveket ismét jégre tettiik (2
min.), majd hozzaadtunk 950 pL szobahémérsékletii LB folyékony taptalajt (pH 7.0; 10g/L
Bacto-tripton, 5g/L Bacto-élesztd kivonat, 10 g NaCl) és 30 percig inkubaltuk 37 °C-on razatva
(150 rpm). A transzformacio sikerességét kék-fehér szelekcidval ellenériztiik. Mindegyik
ligacios reakcidhoz készitettiink 1 db. ampicillin-tartalmt agar plate-et (7 g agar/1L LB, 100
ug/ml ampicillin). Szélesztés el6tt 100 pL (100 mM) IPTG-t (0,5 mM) és 20 puL (50mg/ml) X-
galt oszlatunk szét az ampicillines plate felszinén és 30 percig 37 °C-on allni hagytuk. A
transzformalt sejtkultirabol 50-100 uL. mennyiséget oszlattunk szélt egy agar plate-en, melyeket
ezt kdvetben egy éjszakan at (16-24 6ra) inkubaltunk 37 °C-on.

A plazmidot tartalmazo fehér szint telepeket masnap leoltottuk masterplate-re (79
agar/1L LB, 100 pg/ml ampicillin), majd a mintadkkal kolonia PCR-t végeztiink. A kolonia PCR-
elegy Osszetétele: 1X DreamTaq Green Buffer (Fermentas, Szeged, Magyarorszag), 4,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 0,2 mM M13 primer (forward: 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3;
reverse: 5- AACAGCTATGACCATG-3'). A telepeket leoltds utan pipettaheggyel a PCR-
elegybe mostuk. A PCR soran pozitivnak bizonyult (vagyis az inszertet tartalmazo) telepekrdl
fogpiszkaldval 6vatosan levettiink egy-egy fehér telepet a masterplate-rél, és 2 mL folyékony LB
taptalajt és 2 pL ampicillint (100 mg/mL) tartalmaz6 sterilizalt tivegekbe helyeztiik. Az iivegeket
parafilmmel lezartuk, majd egy éjszakan 4t 37 °C-on razattuk (250 rpm). A baktérium-
szuszpenziobol a GeneJET™ Plasmid Miniprep Kittel (Thermo Fisher Scientific) izolaltuk a
plazmid DNS-eket. A szekvenalas az ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornia, USA) automata DNS-szekvenator hasznalataval tortént (BAYGEN
Intézet Szekvenald Platform, Szeged). Minden esetben harom-négy klon szekvencigjat
hataroztattuk meg mindkét iranybol.

A Prunus NAC- szekvenciak fragmentumhossz-analiziséhez fluoreszcens festékkel jeldlt
forward primert hasznaltunk (NAC-indelF, 526-FAM). A fragmentumméret detektalasa ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) hasznalataval tortént (Biomi Kft.,
G06dollo). Az adatok elemzésehez az ABI Peak Scanner 1.0 programot hasznéaltuk GS500 L1Z

méret-standarddal.
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A P. armeniaca CBF- ¢s DAM5-6 gének expressziojanak mértékét real-time PCR-rel
vizsgaltuk (Bio-Rad CFX96 Touch real-time PCR késziilék, Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA), a reakciohoz a qPCRBIO SyGreen Blue Mix gPCR kitet hasznaltuk (PCR
Biosystems Ltd., Egyesiilt Kiralysag). Egy reakcié 5 pL 1x SyGreen Blue Mixet, 0,2 mM

forward és reverse primert és 1,5 ng cDNS templatot tartalmazott 10 pL végtérfogatra szamolva.

A PCR reakcio hémérsékleti profiljat kovetkezoképpen hataroztuk meg: 95 °C, 3 min; 95 °C; 5

sec, 60 °C 25 sec (lanchosszabbitassal egyiitt) *40 ciklus; az olvadasi gérbék meghatarozasahoz

65 °C =2 95 °C, 0,5 °C-onként emelkedve. A reakciohoz hasznalt, az ijonnan meghatarozott

ParCBF1, ParDAMS és ParDAMG szekvencidkra tervezett specifikus primereket a 4. tdblazat

foglalja 6ssze. Referencia génnek az aktint valasztottuk.

4. tablazat: A ParCBF1 és ParDAMS5-6 gének expresszios vizsgalatiahoz tervezett primerek

Tapadasi Termék
Primer Szekvencia (5°=23’) homérséklet  hossza (bp)
(°C)
gACT F GTGCCTGCCATGTATGTTGCCA 60 226
gACTR CAGTGGTGGTGAACATGTACCCYC
qCBF F GGCTACTTGAACTGGGATGACATG 60 104
gCBF R ACACAAACAAATACATGATTGAC
gDAM5F GCTTATGGATCCGGAGAGGCTGAATA 60 101
gDAM5 R CAGCACTGTTGCAGGTGGTGGAGATA
gDAM6 F  GTTTGTGGAGCCGGAGACGTTGATT 60 100
gDAM6 R  GCAGCTGGTGGAGGTGGCAATTTGG

Az egyes vizsgalati id6pontokban a mintagylijtés mind a négy fajtanal harom bioldgiai

ismétléssel tortént. A real-time PCR reakcidhoz minden mintibdl 3—3 technikai ismétlést

alkalmaztunk. Az eredmények kiértékelése a real-time PCR késziilék gyartdja altal biztositott

Bio-Rad CFX Maestro szoftverrel tortént, az abrazolashoz a Microsoft Office 2010 Excel

programcsomagot hasznaltuk. A génexpresszio relativ szintjét meghatarozo, Un. ,.,fold change”

értékeket a AACt modszerrel szamitottuk ki (Bookout és Mangelsdorf, 2003).
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4.6. Bioinformatikai elemzések

A NAC, CBF- és DAM5-6 DNS-szekvencidk homologiavizsgalatdhoz az NCBI BLAST
szoftverét (Altschul és mts., 1990), valamint a MegaBLAST algoritmust hasznaltuk (Morgulis és
mts., 2008). A szekvencidk illesztéséhez a MEGAG6 (Tamura és mts., 2013) programot, az
illesztések grafikai bemutatdsahoz ¢és a szdzalékos szekvencia-egyezés értékének
meghatarozasahoz pedig a BioEdit 7.2.0. programot (Hall, 1999) alkalmaztuk. A realtime PCR-

hez tervezetett primereket az Oligoanalyzer 3.1 (www.idtdna.com) program segitségével

ellendriztik. A CBF- ¢és DAM transzkripcios faktorok jellegzetes fehérje-motivumainak
térszerkezeti modellezéséhez a SWISS-MODEL-t hasznaltuk (Arnold és mts., 2006). A modell
mindségi ellenérzéséhez a Global Model Quality Estimates ¢s a Qualitative Model Energy
Analysis modszereket alkalmaztuk (Benkert és mts., 2008).

A kiilonboz6 fajokbol szarmazo CBF és DAM szekvenciak kozotti evolucios kapcesolat
abrazolasahoz filogenetikai vizsgalatot végeztink a legnagyobb valdsziniiség (Maximum
Likelihood) modszert alkalmazva, mely a Jones-Taylor-Thornton matrixon alapul (Jones és mts.,
1992). Az elemzés Gsszesen 27 aminosav szekvenciat foglalt magaba, a végsé adatbazisban 280
pozicid szerepelt. A torzsfan az egyes elagazasok szignifikancidjanak jellemzésére bootstrap-
analizist végeztiink (Felsenstein, 1985) 1000 darab véletlenszeriien eléallitott pszeudoszekvencia
haszndlatadval. A 80%-ndl nagyobb bootstrap-tdmogatottsagot mutaté kladokat tekintettiik
statisztikailag megbizhatonak. Az elemzést a MEGAS.1 (Tamura és mts., 2011) program

segitségével végeztiik el.
4.7.  Statisztikai vizsgalatok
4.7.1. Areal-time PCR eredmények statisztikai értékelése

A real-time PCR eredményeket a harom bioldgiai parhuzamos atlagaként fejeztiik ki. A
normalitds vizsgalatot kovetden egytényezds ANOVA vizsgéalatot és Duncan-féle tesztet
végeztiink (P<0,05) a szignifikdns kiilonbségek meghatirozasara. Az adatok statisztikai
kiértékelését az SPSS 13.0 (SPSS INC., Chicago, IL, USA) programcsomag segitségével

végeztiik el.

4.7.2. A vizsgalt észibarack fajtak NAC-genotipusa és érési ideje kozotti osszefiiggés

meghatdrozdsa

Az Oszibarack NAC-genotipusok ¢és az érési 1d6 kozotti Osszefliggést statisztikai

elemzéssel tamasztottuk ald, amihez khi-négyzet probat alkalmaztunk. A NAC genotipus ¢€s az
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érési 1do is kategorikus értékek, igy az adatokat egy 3x3-as kontingencia tablazatban abrazoltuk
a kovetkezoképpen: a harom genotipus-kategériahoz (két homozigota — 192/192 és 201/201 és
egy heterozigota — 192/201) harom érési id6 kategoriat alakitottunk ki a Julian-napokban
megadott adatok alapjan: korai (165—-203 Julian-nap), kozépideji (204—237 Julian-nap) és kései
(238-274 Julian-nap).

Az eloszlés értékeinek kiszamitaséhoz a Cramér-féle V-tesztet hasznaltuk: (x/N)*? —
ahol XZ a valdsziniiségi egyiitthatdo, N pedig a vizsgalt fajtdk szdma. Ennek segitségével
kiszamithaté a NAC-genotipus és az érési id6 kozotti osszefliggés mértéke a Goodman-Kruskal

(A) mérészam alapjan (http://vassarstats.net/newcs.html). A Cramér-féle V-teszt eredményét a

kovetkez6képpen elemeztiik: <0.10 = nincs kapcsolat; 0.10 — <0.20 = gyenge kapcsolat; 0.20 —
<0.25 = kozepes kapcsolat; 0.25 — <0.30 = kozepesen erds kapcsolat; 0.30 — <0.35 = erds
kapcsolat; 0.35 — <0.40 = nagyon erés kapcsolat; 0.40 — <0.45 rendkiviil erés kapcsolat; 0.45 —
<0.99 = a két valtoz6 0sszefiigg egymassal; 1.00 = a fiiggetlen valtozo tokéletesen meghatarozza
a fliggd valtozo értékét (Baker ¢és mts.,, 2008). A kontingencia-tablazat értékeit a
kovetkezOképpen szamitottuk ki: a (megfigyelt gyakorisag — vart gyakorisag)/ vart gyakorisag *
100.

4.8. A hidegigény és a viragzasi idé meghatarozasa

A soroksari Kisérleti Uzem és Tangazdasag teriiletén egy iMETOS® IMT200 (Pessl
Instruments, Weiz, Ausztria) automata meteorologiai allomas talalhato, mely oranként rogziti a
levegd homérsekletét egy PT100 1/3 Class B szenzorral (£1°C-os hibahatarral). Az eszkoz nyilt
teriileten, az iltetvénytdl légvonalban korilbelil 400 m-re helyezkedik el. Az ‘Aurora’,
‘Goldrich’, ‘Stella’ és ‘Zard’ hidegigényét az Utah modell (Richardson, 1974) és a dinamikus
modell (Fishman ¢és mts., 1987) felhasznalasaval hataroztuk meg. A hideghatas
felhalmozodasanak kezdetét attol az idOponttdl szamitjuk, amikor a hidegegységek
felhalmozdodasat mutatd adatok pozitiv elgjeliivé valnak, vagyis a hémérséklet tartosan 12,5 °C
ala esik. A mélynyugalom megtorésének idejét kajszi gallyak mesterséges viragoztatasaval
hataroztuk meg (kb. 100 riigy/dg) Ruiz és mts. (2007) moddszere alapjan. A virdgzas
1dépontjanak azt az allapotot tekintettiik, amikor a riigyek 50%-abodl virag fejlodott.
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4.9. A mikrosporogenezis vizsgalata

A négy kivalasztott kajszifajtardl a génexpresszids vizsgalatokhoz vald mintagytijtéssel
egy idOben a mikrosporogenezis tanulmanyozasahoz is gyijtottiink virdgriigyeket (fajtanként
8-10 riigy). Ezekbdl portokpreparatumokat készitettiink 2%-os karmin-ecetsav oldattal és Zeiss
Axio Imager A2 tipusu fénymikroszkop (Carl Zeiss, Thornwood, New York, USA) alatt
figyeltiikk meg a pollenfejlodés egyes szakaszait, melyeket Zeiss Axio Cam digitalis kameraval
dokumentaltuk 400x nagyitdson. Mindkét évben négy fejlddési allapotot tudtunk elkiiloniteni:
archesporium (differencialatlan szovetallomany); meidzis eldtti szakasz (a pollenanyasejtek
kialakulasa ¢és elkiiloniilése); a meidzist kdvetd négy utddsejtes tetrad allapot és a mikrosporak,

illetve a fejlédd pollenszemek.
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5. EREDMENYEK

51. AKkajszi CBF- és DAM5-6 szekvenciak izolalasa
5.1.1. A ParCBF1 szekvencia azonositdsa és jellemzése

A koran viragzé csonthéjas gylimolcstak esetében a virdgzas idopontja a termésbiztonsag
tekintetében meghatarozd jelentdségii. A mélynyugalom kialakitdsanak ¢és megsziinésének
hatterében alléo néhany gén azonositasa tobb faj esetében megvalosult (pl. mandula, japan kajszi)
(Bielenberg et al, 2008; Jiménez és mts. 2010; Yamane és mts. 2011a; Wisniewski és mts. 2011,
Barros ¢és mts. 2012; Zhang és mts. 2012). Munkank célja az volt, hogy ezen gének homoldg
szekvenciait azonositsuk az europai kajszi (P. armeniaca) genomjaban. A ‘Korai zamatos’
genomi DNS-ébol egy 756 bp hosszisagu fragmentumot amplifikaltunk az &szibarackra
tervezett, CBF-F jelii forward primer (Barros és mts., 2012) és a CBF1 R reverz primer

(Wisniewski és mts., 2011) alkalmazasaval (8. dbra).

1000 bp & G | b w , -
e S e w B e ol e e
500 bp

250pb B «

M BiE 0 3 4 5, tp 7 8

8. abra: Az é6szibarackra tervezett, CBF-F jelii forward (Barros és mts. (2012) és a CBF1 R
reverz primer (Wisniewski és mts. 2011) hasznalataval amplifikalt, kiilonb6zé Prunus
fajokbol szarmazo PCR-termékek detektalasa agaroz-gélelektroforézissel. A mintdk
sorrendje: 1. P. cerasus ‘Erdi jubileum’, 2. P. cerasus ‘Piramis’, 3. P. domestica ‘Stanley’, 4. P.
domestica "President’, 5. P. dulcis "Tuono’, 6. P. dulcis 'Tétényi keményhéju’, 7. P. armeniaca
‘Zard’, 8. P. armeniaca 'Korai zamatos’. Méretmarkerként a GeneRuler 1 kb DNA Ladder-t
(Thermofisher Scientific) hasznaltuk. A kajszibol szarmazo, klonozott amplifikatumokat piros
keret jelzi.

A fragmentum kldnozasat kovetden meghatdroztattuk a DNS-szekvencidjat, majd a
National Center of Biotechnology Information (NCBI) MegaBLAST algoritmusaval végzett
homolodgiavizsgalat soran 29 olyan Prunus szekvenciat talaltunk, melynek E-értéke nulla volt.
Az Gjonnan azonositott szekvencia szignifikins homoldgidt mutatott a CBF/DREB
transzkripcids faktort kodoldo génekkel, a legnagyobb mértékii egyezést a Prunus mume
CBF/DREB1 génje esetében kaptuk. A szekvencia az MH464453 azonositoszammal keriilt
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felvételre az NCBI GenBank adatbazisaba. A felszaporitott DNS-szekvencia tartalmazta a
fehérjeszintézis végét jelz6 stop kodont, igy a fehérjekodold rész csak 654 bp méretii volt.

A prediktalt aminosav szekvencidkat illesztettilk az NCBI adatbazisban talalhato szdmos
rokon Prunus faj hasonld szekvenciajaval (9. abra). A ParCBF1 szekvencia tartalmazza az
erosen konzervalt AP2 DNS-k6td domént és négy CMIIl domént (CMIII1-4), melyek koziil a
CMIII1, 2, és 4 az AP2 domén utan downstream iranyban helyezkedik el, a CMIII3, mely
magaba foglalja a PKKR/PAGR és DSAWR motivumot, mind 3’-, mind 5’ irdnybol szegélyezi
azt. Az AP2 domén molekularis szerkezetét (Ribbon — diagramjat) a 9. (b) dbra szemlélteti. Az
AP2 fehérjék koziil egyediil az Arabidopsis thaliana AtERF1 fehérje (Protein Data Bank
adatbazisbeli azonositdja: 1gcc) rontgenkrisztallografidval meghatarozott térszerkezete ismert
(Allen és mts., 1998). Ezért a SWISS-MODEL (Arnold és mts., 2006) program altal végzett
modellezés soran ezt hasznaltuk templatként annak felderitése érdekében, hogy a fehérje
aminosav-szekvenciajaban talalhato-e olyan régio, mely jelent6sen torzitand a funkcionalisan
aktiv térszerkezetet. A ParCBF1 és az AtERF1 DNS-kotd domének kozotti aminosav-
szekvenciabeli egyezés 51,7%-0s volt. A modell GMQE (Global Model Quality Estimates)
értéke 0,76, mig QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) értéke -2,74 volt. A ParCBF1
tehat nagymértékii egyezést mutat mas Prunus fajokbdl szarmazé CBF szekvencidkkal és
minden olyan szerkezeti elem megtaldlhatd benne, mely bioldgiai funkcidja betdltéséhez

sziikséges.

43


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=3702

10.14751/SZIE.2020.021

(a)

CBF-F i
— CMII-3 P AP2 domén
<
KETRHPVYRGVRRRNN
KETRHPVYRGVRRRNN
KETRHPVYRGVRRRNN
"ETRHPVYRGVRER N
KETRHPVYRGVRRRNN
KETRHPVYRGVRRR'N
KETRHPVYRGVRRRNN
KETRHPVYRGVRRRNN
KETRHEVYRGVRRRNN
KETRHEVYRGVRRRNN

FASFIVK SRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
FASFIVK SRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
i J§KSRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
P 1LKSEIWLGTYPTAEMAARAHDVA 86
i~1 KSRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
P 1LKSEIWLGTYPTAEMAARAHDVA 86
HNNLKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
HI1LKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
HL1 KSRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90
PNKIYKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVA 90

ParCBFl B ssiillsDfil
PmCBF1  HESSSWsSDA 3
PmCBF4 P SSSWSDA VTTjLE
PmCBF5 P SSSESDA VT
PACBF1l P SSSWSDA VT
PpCBFl  E§SSSESDA v
PpCBF2 P SSSPSDA VT
PpCBF3 P SSSWSDA VTS
PpCBF5 P SSSWSDA  VTTIRSF:
PaDREB1l P/ SSEESDA  VTTIES

(VT Tiater:
VT

HERREEASE SR
C
=

AP2-domén _ CMIII-3
=

ParCBF1 ALAFRGKLAC NF.
PmCBF1 ALAFRGKLAC NF.
PmCBF4 ALAFRGKBIAC NF.
PmCBFS ALAF GKLAC NF.
PdACBF1 ALAFRGKLAC 'N
PpCBF1 ALAF GKLAC NF.
PpCBF2 ALAFRGKLAC NF.
PpCBF3 ALAFRGKLAC NF.
PpCBFS ALAFRGKLAC 'N
PaDREB1 ALAFRGKLAC NF.

PASMORMDIRRAAAEAAEGE EFGG
PASMIERMDIRRAA EAAEGFRENEFGG
PASMDISMDIRRAAAEAREGFREEEFGG
EASM DI RAAAEAAEGFREWEFGG
PASMLERMDIRRAAAEAREGFRENEFGG
EAS MDI RAAAEAAEGFRPEFGG
PASMCWWMDIRRAARAEAAREGFREEEFGG
PASM MDIRRAAAEAAEEFR EFGG [o
PASMCEMDIRRARAEAREGFRENEFGG
PASMCGWMDIRRARAEAAREGFREYEFGG

A5 LAY LAY LA MR RLIC LIS BLiv LI B |

CcMmill-2 CMmill-4

KLWSFSN
LWSFS
KLWSFShN
KLWSFSps
KLWSF S
KLWSFSps
KLWSFSEs
[KLWSFSps
KLWSFSY
KLWSFSps

PmCBF1 DEEE IDOMPR
PmCBF4 DEEERFODMPRL &
PmCBF5 DEEE. FDMPRL,
PACBF1 DEEE FDMPRL
PpCBF1 DEEE. FDMPRL,
PpCBF2 DEEE. FDMPRL,
PpCBF3 DEEEEFDMPRL |
PpCBF5 DEEE FDMPRL
PaDREB1 DEEE FEMPRL |

ParCBF1l DEE gEDMPRL MAGLLLSEEocER S BECD

=}

g
R EE e W
IR T

GLLLSHEQCIL{&Ch

a - hélix

9. abra: Prunus C-repeat binding factor (CBF) szekvenciak illesztése és a Prunus
armeniaca CBF1 fehérje szerkezete. (a) A P. armeniaca CBF és mas, rokon Prunus fajokbol
szarmaz6 CBF gének részleges aminosav-szekvencidinak illesztése. A szekvenciak végén
talalhatd szdm az aminosavak szamat jelzi. A vonalak a szekvencidk méretbeli eltérése miatt az
illesztés soran keletkezett hézagokat jelolik. A fekete hattér az eltéré aminosavakat, a sziirke
hattér a konzervativ aminosav-cseréket mutatja. A PKKR/PAGR sejtmagi lokalizacids szignalt
¢s a DSAWR motivumot fekete keret jeloli. A CBF-re jellemz6 tovabbi szekvencia-részleteket a
szekvenciak folott lathatd narancssarga (CMIII-1), barna (CMIII-2), fekete (CMIII-3) és lila
(CMIII-4) vonalak jelzik. Az AP2 DNS-kotd domént szivarvanyszinli nyil jeloli, melynek
szinsorrendje megfelel a (b) abran lathat6 szalagdiagram modell szinezésének. Az AP2 doménen
beliil a DNS-kot6 specifitasért felelos két fontos aminosavat (a 14. pozicidban 1évo valint, és a
19. pozicidban taldlhatd glutaminsavat) egy-egy keskeny keret jeloli. A szekvencia elején a
magasabban elhelyezked6 fekete nyil az amplifikalashoz hasznalt forward primerb6l szarmazo
szekvenciarészt jeloli. Az illesztésben abrazolt CBF szekvencidk (génbanki azonositdszdma/a
szekvenciat k6zl6 irodalmi forras) a kovetkezok voltak: ParCBF1 (MH464453) (P. armeniaca
L.); PmCBF1, PmCBF4 és PmCBF5 (P. mume) Zhao és mts., 2018 altal publikalva; PACBF1
(KJ818900) (P. dulcis); PpCBF1 (HM992943), PpCBF2 (KC543498), PpCBF3 (KC543499) és
PpCBF5 (KC543501) (P. persica); ¢s PaDREB1 (AB121674) (P. avium). (b) Az AP2 domén
térszerkezeti modellje (http://swissmodel.expasy.org). Az AP2 domént egy o—hélix és harom f-
lemez alkotja.
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A ParCBF1 homolodgiajanak és funkcioképességének tovabbi alatdmasztasa céljabol
szamos egyszikli (Oryza sativa, Triticum aestivum) és kétszikli (Arabidopsis thaliana, Betula
pendula, Vitis vinifera, Malus domestica, Prunus sp.) fajbol korabban azonositott CBF

szekvenciaval végeztiink filogenetikai analizist (10. dbra).

97 p Prunus dulcis CBF2 (JQ317158)
100JL prunus mume CBF4
Prunus persica CBF3 (KC543499)

100
Prunus mume CBF3

100 k== Prunus armeniaca CBF1 (MH464453)

= Prunus mume CBF1

100| 99 { Prunus persica CBF5 (KC543501)
100k Prunus dulcis CBF1 (KJ818900)

Prunus persica CBF2 (KC543498)
100} 100 Prunus persica CBF1 (HM992943)
100] | Prunus mume CBF5

100! Prunus mume CBF6
100 Prunus persica CBF4 (KC543500)
100 Prunus mume CBF2
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100 100 Arabidopsis thaliana CBF1 (NM_118681)
100 Arabiopsis thaliana CBF2 (AF074601)
96 Arabidopsis thaliana CBF3 (AF074602)
Vitis vinifera DREA1-7 (MF445009)
Oryza sativa CBF (AY607691)
Triticum aestivum CBF1 (AF376136)

100

0.2

10. abra: C-repeat binding factor (CBF)-gének prediktalt aminosav-szekvencidainak
filogenetikai elemzése a legnagyobb valésziniiség (maximum likelihood) modszerrel. Piros
szin jelzi az Gjonnan azonositott ParCBF1 szekvenciat, a tobbi szin pedig a kiillonb6zd Prunus
fajokbdl szarmazd CBF szekvencidkat jeloli. Az elagazasok statisztikai timogatottsagat a rajtuk
feltiintetett bootstrap értékek mutatjak.
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Korabbi vizsgalatok igazoljak, hogy az elemzéshez hasznalt legtobb gén kifejezodését az
alacsony homérséklet indukalja (Stockinger és mts. 1997, Liu et al, 1998; Kitashiba és mts.,
2004; Xiao és mts., 2006; Welling és Palva, 2008; Galiba és mts., 2009; Wisniewski et al 2011,
Soltész és mts., 2013; Zhang és mts. 2013). A legnagyobb valdsziniiség (maximum likelihood)
analizissel épitett tOrzsfa azt mutatta, hogy az egyszikiiekbdl szarmazd szekvencidk egy
kiilcsoportot alkotnak, mig az Arabidpsis, Malus és Prunus szekvenciak kozos kladot képeznek a
kétszikiiekbdl szarmazd szekvenciakon beliil. Az Arabidopsis, Malus és Prunus szekvenciak
kladjai mind 100%-o0s bootstrap tamogatottsaggal rendelkeztek. Ez a mintazat jol demonstralja
az egyes Prunus CBF gének kozotti nagyfoka hasonldsagot.

A ParCBF1 szekvenciat az elemzés egy komplex, szamos elagazast tartalmazo6 kladba
sorolta be, mely a P. dulcis, P. persica és P. mume CBF szekvencidkat is tartalmazta. A
szekvenciak ugyan nem alkottak fajspecifikus kladokat, de az elemzés alapjan mind besorolhatd
volt olyan, statisztikailag is alatamasztott (bootstrap > 97%) alcsoportokba, melyek az egyes

fajokbol szdrmazo szekvencidkat vegyesen tartalmaztak.

5.1.2. A ParDAMS5 és ParDAMG6 gének azonositasa és jellemzése

A csonthéjas gyiimolesfak mélynyugalmi allapotat szabalyozé dormancy-associated
MADS-box transzkripcios faktorokat kodolo géneket az dszibarack homolodg génjeire (PPDAMS
¢s PpDAMSG) tervezett primerekkel végzett PCR soran amplifikaltuk a ‘Zard’ viragriigybol
izolalt cDNS templat hasznalataval. EQy DAMS (729 bp) és egy DAM6 (230 bp) tipusu
szekvenciat azonositottunk a PpDAMS/3-F (Bielenberg ¢s mts., 2008) és PpDAMS/2-R
(Yamane ¢és mts., 2011a), valamint PpDAMG6/3 (Bielenberg és mts., 2008) primerpart (3.
tablazat) tartalmazo PCR reakcido eredményeként, melyeket klonozas kovetden elkiildtiink

szekvencia-meghatarozasra (11. abra).

46



10.14751/SZIE.2020.021

e

-
2 5 i n

8

500 bp

- - - ==

100 bp

11. abra: Az oszibarackra tervezett, DAMS- és DAMG6 — specifikus primerek hasznalataval
amplifikalt, kiilonb6z6é Prunus fajokbol szirmazé genomi, valamint kajszi cDNS-bol
szarmazo PCR-termékek detektalasa agaroz-gélelektroforézissel. A kajszibol szarmazo,
klonozott és szekvenalasra kiildott amplifikatumokat piros keret jelzi. (a) a PpDAMS/3-F
(Bielenberg és mts., 2008) és PpDAMS5/2-R (Yamane és mts., 2011) primrparral felszaporitott
szekvenciak. A mintak sorrendje: 1 — P. domestica ‘Stanley’, 2 — P. cerasus ‘Kantorjanosi’, 3 —
P. dulcis ‘Tétényi kedvenc’, 4 — P. persica ‘Springtime’, 5 — P. armeniaca ‘Zard’ (genomi
DNS), 6 — 8: P. armeniaca ‘Zard’ (viragriigy cDNS). Méretmarker (M): GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). (b): A PpDAMG6/3 (Bielenberg és mts., 2008)
primerparrel felszaporitott szekvenciak. A mintak sorrendje: 1 — P. domestica ‘Stanley’, 2 — P.
cerasus ‘Kantorjanosi’, 3— P. dulcis ‘Tétényi kedvenc’, 4 — P. persica ‘Springtime’, 5 — P.
armeniaca ‘Zard’ (genomi DNS), 6 — 8: P. armeniaca ‘Zard’ (viragriigy cDNS). Méretmarker
(M): GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

A homologiavizsgalatot az NCBI MegaBLAST algoritmusaval végeztiik el. A rokon
fajok homolog szekvenciai koziil az 6szibarack PPDAMDS és a japan kajszi PmDAMS mutattak a
legnagyobb mértékii egyezést a ParDAMS5 szekvenciaval (E-érték = 0) (12. (a) abra). A
ParDAMG6 szekvencia jelentds hasonlosagot mutatott a P. pseudocerasus, japan kajszi és
8szibarack szekvencidkhoz (E-érték: 2 x 107 és 1033 kozott). A szekvencidkat benyujtottuk az
NCBI GenBank adatbazisaba, ahol az MH464454 és MH464455 azonositd szam alatt talalhatok

meg.
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PpDAMS5/3 -F
(a) Y MADS-domén I-régi6

ParDAMS (MH464454) MM IKI:KIDYLPARQVTFSKRRRG ' FKKAARELSVLCESEVAVVIFSATGKLF YSSSY KDVIER\NG EKS [« g0
PmDAMS (AB576349) M IKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCESEVAVVIFSATEKLFDYSSSS KDVIER n[xi[:b EKS [« 89
PpDAMS (DQ863251) MM IKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCESEVAVVIFSATGKLFDYSSSSE@KDVIERYWAIMING E 90
PmDAML (AB576350)  MMR KIKIKKIDJLPARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCESEVAVVIFSATGKLEDYSSSSUKDVIERY FEMINGEE 4 90
PpDAML (DQ863253) R KIKIKKIDWLPARQVTFSKRRRG FKKARELSVLCESEVAVVIFSATGKLFDYSSSSUKDVIERY |EINGEE y 90
PmDAMZ (AB576351) MR KIKIKKIDYLPARQVTFSKERRG FKEKARELSVLCESEVAVVIFSATGKLFDYSSSSEK V. ERY EKS 90
PpDAM2 (DQB863255) MR KIKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG FKEKARELSVLCESEVAVVIFSATGKLEFDYSSSSWKDV ERY EKS 90
PmDAM3 (AB576352) MMR KIKIKKIIELPARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCES VAVVIFSATGKLFDYSSSSKDVIEY KS 90
PpDAM3 (DQ863256) MMR: KIKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCES VAVVIFSATGKLFDYSSSSHMKDVIERY EKS 90
PmDAM4 (AB576353) MR KIKIKKIDYLEARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCESEVAVVIFSATGKLFDYSSSSKDVIERY EKS 90
PpDAM4 (DQ863250) MMRKIKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG FKKAAELSVLCESEVAVVIFSATGKLFDYSSSSHMKDVIERY ! EKS 90
PmDAM6 (KY088054) MMRKIKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG ' FKKARELSVLCESEVAVVIFSA' KLEEYSSSS DVIERY  AllKeGIEKS g0
PpDAM6 (DQ863252) MMRUKIKIKKIDYLPARQVTFSKRRRG ' FKKAARELSVLCESEVAV IFSATRKLFDYSSSSy DVIERY EKS 90
.
K-domén

ParDAM5 (MH464454) EN I LSKELE OMKG ' DLEELNEDEIKLEQLV ASLGRV. ETKEELJASEIMALEERGAELVEANNY ] 171
PmDAMS (AB576349) EN. I LSKELE OMKGEDLEE LNIDEIS#KLEQLV {ASLGRV. ETKEEL JSSE T 170
PpDAMS (DQB863251) EN I LSKELEEKSEQLREOMKGEDLEELNUDEMKLEQLV ASLGRV ETKEELIESSEIMALE K 171
PmDAM1 (AB576350) EN I LSKEL EKSERQLREOMKGEDLERLNEDELSKLEQLV ASLGRV ETK EIMSEIMALE AELV A S 169
PpDAM1 (DQ863253) EN I LSKELEEKSERQLREOMKGEDLERLNEDELSKLEQLV ASLGRV ETK ELIMSEIMAL (AELVEA 3 176
PmDAM2 (AB576351) ENEI L KELEEKSQL OM: GEDLERLNMDEL{KLEQLV 'ASLGRV ETKEELIMSEIMALE KGAELVEANN 2 171
PpDAM2 (DQ863255) EN I L KELEEKS@EQLREQ KGEDLERLNEDEL®KLEQLV ASLGRV ET EELIMSEIMALE 171
PmDAM3 (AB576352) EN TELSKELEEKSEQLROOMKEEDLER LNIIDEHOKLEQLV ESLERV ETKEEIfMSEIMALE 171
PpDAM3 (DQ863256) ENOTET.SKEL ' EKSEQLREOMKEEDLER LNRDEHOKLEQLV ASLGRV ETKEEL§MSEIMALE 170
PmDAM4 (AB576353) ENRT LSEBELEEK BOL! MKGEDLERL MDEISKLEQLV A RV.ETKEELIMS I AL 174
PpDAM4 (DQ863250)  EN [§ LSMELEEK BOLRECOMKGEDLEWL MDEIMKLEQLV: ARV ETKEELIMS I ALE K M-————| 174
PmDAME (KY088054) EN I LSKELEEKSEQLREgOMKGEDLEELNWDEIMKLEQ V ASLGRV ETKEELIMSIMALE 171
PpDAME (DQBE3252) EN I LSKELEEKSEQLREOMKGEDL [ELNNMDEIKLEQLV ASLGRV ETKEELIMSEIMALE 171

PpDAM5/2 -R
ParDAMS (MH464454) GERL TLSLKLGL 235
PmDAMS5 (AB576349) GERL RLNN TLSLKL! 234
PpDAM5 (DQ863251) GPRL LND TLSLKL 235
PmDAM1 (AB576350) GERL DVTLSLKLGL 232
PpDAM1 (DQ863253) G P DVTLSLKLGL 239
PmDAM2 (AB576351) G BDOVTL LKLGL 236
PpDAM2 (DQB63255) G BDVTL LKLGL 236
PmDAM3 (AB576352) GEML DVTLSLILGL 234
PpDAM3 (DQB863256) GE@yL DVTLSLKLGL 235
PmDAM4 (AB576353) GHAL LSLKLG 221
PpDAM4 (DQ863250) GERL DVpLSLKLGL 221
PmDAM6 (KY088054) G BOVTLSLKLGL 237
PpDAM6 (DQ863252) G BDVTLSLKLGL 237

(b)

12. abra: Prunus Dormancy-Associated MADS-box gének részleges aminosav-
szekvenciainak illesztése és a Prunus armeniaca DAMS fehérje szerkezete. (a) A P.
armeniaca DAMS részleges aminosav-szekvencia illesztése az szibarack (Pp) és a japan kajszi
(Pm) DAM szekvenciaival. A szekvenciak végén talalhatdo szam az aminosavak szamat jelzi. A
vonalak a szekvencidk méretbeli eltérése miatt az illesztés soran nyitott hézagokat jelolik. A
szekvencia elején és végén talalhat fekete nyil az amplifikalashoz hasznalt primer kotéhelyét
jeloli. A fekete hattér az eltéré aminosavakat, a sziirke hattér a konzervativ aminosav-cseréket
mutatja. A MADS-domént, a K-domént és az [-régiot az illesztés folott 1athato nyilak jelolik. A
MADS- ¢és K- doméneket jelzé nyilak szinsorrendje megfelel a 12 (b) és (c) abrakon lathato
szalagdiagram modellek szinezésének. A DAMS szekvenciara specifikusan jellemz6 kisebb
motivumokat piros keret jelzi. (b)) A MADS-domén és (c) a K-domén homo-tetramer
térszerkezeti modellje (http://swissmodel.expasy.org).

48



10.14751/SZIE.2020.021

A fehérjeszerkezeti elemek vizsgalata tovabbi bizonyitékkal szolgalt a funkcioképes kajszi
DAMS ¢és DAM6 homolog szekvencidk azonositasahoz. A ParDAMS esetében harom f6
fehérjedomént hataroztunk meg: az N-termindlis région taldlhato, erésen konzervalt, DNS-kotd
és dimerizacioért felelés MADS-box domént (M-domén), a feltehetéen fehérje-fehérje
interakciok kialakitasaért felelos K-domént, és a kettét 0sszekotd, varidbilis I-régiot. Az M-
domén esetében az emberi MEF2 (myocyte enhancer factor 2) fehérje (PDB azonosito: 1c7u.1)
szolgalt templatként, mivel ndvényi eredetii homoldg szekvenciak 3D szerkezete még nem volt
elérheté (12. (b) dbra). A MEF2 MADS doménja szintén DNS-ko6t6é funkcidt 1at el (Huang és
mts., 2000). A MEF2 a ParDAM5 MADS-doménja kozotti aminosavszekvencia-egyezés 53,6%-
os volt. A modell megbizhatosaga 0,76 GMQE-, valamint -2,68 QEMEAN értékekkel
jellemezhetd. A K-domén szerkezeti modelljéhez az Arabidopsis Sepallata 3 MADS
transzkripcios faktort (Puranik és mts. 2014) hasznaltuk templatként, melynek homo-tetramer
modellje 0,73 GMQE ¢és 0,14 QMEAN értékekkel jellemezhet6 (12 (C). abra).

A klonozott ParDAMG6 szekvencia hossza nem tett lehetévé hasonlo, részletes elemzést,
de szamos jellegzetes motivumot detektaltunk, melyeket kizarolag az atalunk izolalt és a rokon

fajokbol szarmazéo DAMG6 szekvenciakban tudtunk azonositani (13. abra).

PpDAM6/3 -F PpDAM6/3 -R
—> 4—

ParDAM6 (MH464455)  NNQLRQ LSGGNTGPAFVEPETLITNVGGGGEEDGMSSESA@IATSTSCNS SLSLEDDCS VTLSLKLGLY 75
PmDAM6 (KY086034) NNQLRE LSGGNTGPAFVEPETLITNVGGG@EH@{SSESA TATSTSCNSASLSLEDDCSDVTLSLKLGLE 75
PpDAMG (DQB63232) NNQLRQ LSGGNTGPAFVEPETLITNVGGGGEEDGMSSESA ' IATSTSCNSABISLSLEDDCSDVTILSLKLGLE 75
PADAMGE T (MK578670) NNQLRQ LSGGNTGEAEVEPETLITNVGGGGEEDGMSSESA ' TATSTSCNSAWSLSLEDDCSDVTLSLKLGLY 76

13. abra: A P. armeniaca DAMG6 parcialis génszekvencia leforditott aminosav-
szekvenciajanak illesztése a japan kajszi (PmDAMG6), az oszibarack (PpDAMG6) és a
mandula (PdDAMG6) homolog szekvenciaival. A nem-konzervativ aminosav-cseréket fekete, a
konzervativ aminosav-cseréket sziirke hattér jeloli. A szekvencidk végén taldlhatdo szdm az
aminosavak szdmat mutatja. A kék keret a kizardlag a DAMO6 szekvencidkra jellemzd
motivumokat jelzi. A szekvencia elején és végén elhelyezkedd nyilak az amplifikalashoz
hasznalt primerekbdl szarmazoé szekvenciarészt jelolik.

A DAM fehérje-szekvenciak filogenetikai elemzése alapjan (14. abra) a Prunus és Malus
fajok testvér-kladot alkotnak az Arabidopsis AGL24-gyel. A Rosaceae fajokon beliil a Malus és
Pyrus eredetii szekvenciak képeznek kozos csoportot, mely a Prunus fajokbdl szarmazod
szekvencidk csoportjaval testvérkladot alkot. A Prunus szekvencidk csoportja 100%-0s
bootstrap- tamogatottsagot kapott, és a hat kiillonboz6 gén (DAM1-t61 DAMG6-ig) alapjan hat
alcsoportra agazott, melyekbe az 0jonnan azonositott Prunus armeniaca DAMS és DAMG6
szekvencidk is besorolhatok. Minden génspecifikus eldgazas statisztikailag megbizhatonak

bizonyult (bootstrap = 100%). A ParDAMS5 szekvencia a P. mume DAMS5 szekvenciaval, még a
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ParDAMG a P. persica homolog szekvenciaval mutatta a legkdzelebbi rokonsagot (bootstrap =

100%). Az elemzés alapjan

elmondhat6, hogy a ParDAM5 ¢és a ParDAMG6 evolucios

kapcsolatban all a rokon fajokbdl szarmazdo DAMS és DAMG génekkel, és feltehetéen azonos

funkciot tolt be a kajszi esetében.

100 Prunus armeniaca DAM5 (MH464454)

96|L prunus mume DAM5 (AB576349)
1001 Prunus persica DAM5 (DQ863251) DAMS5
Prunus pseudocerasus DAM5 (KM243366)

9 99L Prunus avium MADS-box protein (XM_021952423)
Prunus pseudocerasus DAM6 (KM243367)
100_ Prunus armeniaca DAM6 (MH464455)  DAMG6
100~ Prunus persica DAM6 (DQ863252)
Prunus mume DAM4 (AB576353)
1% T.OE Prunus pseudocerasus DAM4 (KM243365) DAM4

lﬂ[ Prunus mume DAM2 (AB576351)
Prunus persica DAM2 (DQ863255)

H10 Prunus mume DAM1 (AB576350)

8 DAM1

Prunus persica DAM1 (DQ863253)
Prunus persica DAM3 (DQ863256)

DAM?2

100

Prunus mume DAM3 (AB576352)

Prunus pseudocerasus DAM3 (KM243364)

100* Prunus avium MADS1 (EU196362)

— Malus domestica DAM1 (KT582786)

100 Malus domestica DAM2 (KT582787)
100 Malus domestica DAM4 (KT582789)
100 Pyrus pyrifolia MADS13 (AB775141)
Arabidopsis thaliana AGL24 (AF005158)

100

DAM3

—

Malus domestica DAM3 (KP164998)

Arabidopsis thaliana SVP (AF211171)
Nicotiana tabacum AGL8 (NM_001325205)

|
100L

Arabidopsis thaliana AGL20 (AY007726)

—

0.2

14. abra: Dormancy-associated MADS-box (DAM) gének aminosav-szekvencidajanak
filogenetikai elemzése a legnagyobb valdsziniiség (maximum likelihood) modszer alapjan.
Az Ujonnan azonositott ParDAMS és ParDAMG6 szekvencidk neve pirossal szerepel. Az eltérd
DAM gének alkotta csoportokat kiilonb6z6 szinek mutatjak. Az elagazasok felett feltiintetett

bootstrap értékek a statisztikai megbizhatdsagot jellemzik.
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5.2. A hidegigény és a mikrospora fejlédésének jellemzése a két vizsgalt nyugalmi

idoszakban

A két vizsgalati idészakot eltérd iddjarasi koriilmények jellemezték. 2015 novemberében
az els6 mintaszedési idopont koriil enyhe iddjards volt tapasztalhatd, a napi minimum
hémérséklet egyes napokon 0 °C folé esett. Az els6 komolyabb lehiilés decemberben kovetkezett
be, a vizsgalati idopontok koziil ekkor mértiikk a leghidegebb napi minimum hémérsékletet. Ezt
egy tartdsan enyhébb periddus kovette 2016 januarjatdl marciusig, amikor is a napi minimum
hémérséklet ritkan esett -5 °C ala.

A 2016 novemberében mért hdmérsékleti értékek nem voltak jelentdsen alacsonyabbak
az egy ¢évvel korabbinal, de napi minimum értékek az elsd mintagytlijtési napot megelézden
rendszerint 0 °C ala estek. December folyaman jelentds hdmérséklet-csokkenés kovetkezett be, a
napi minimum érték gyakran elérte a -10 °C-ot. Ezt 2017 janudrjaban egy még komolyabb
lehtilés kovette, a minimum hdmérséklet rendszerint -10—-20 °C kodzé esett a mintagyljtési
idépontok koriili napokban. A 2017. februdr-mércius hénapok hdmérséklet szempontjabol a

2016-0s évhez hasonloan alakultak.

5.2.1. A vizsgalt kajszifajtak hidegigénye

A nyugalmi idészakban a hideghatds felhalmozodésa szeptember végét kovetden indult
az els6 jelentdsebb lehiilésekkel. A hideghatas felhalmozodasa 2015/16-0s szezonban az oktober
3-t6], a 2016/17-es szezonban oktober 4-én vette kezdetét (M.2.2. melléklet). A dinamikus

modell alapjan a hidegadagok felhalmozodasa is oktober elején vette kezdetét. A két vizsgalt
nyugalmi idészakban a hideghatas felhalmozodasanak alakuldsat oktober 3. és marcius 30.
kozott a 15. abra mutatja be. A nyugalmi idészak els6 felében ez sokkal intenzivebb volt a
2016/17-es idészakban. A december 21-ét kovetd idészakban azonban a hidegegység-értékek
felhalmozodasa a 2015/16-o0s iddszakban volt intenzivebb. Ennek megfeleléen a december 21. és
januar 9. kozotti idészakban kozel azonos mennyiségli hideghatas jellemezte mindkét vizsgalt
nyugalmi iddszakot, a felhalmozott hidegegység-értékek kozti kiilonbség 25 egységnél kisebb
volt. A dinamikus modell alapjan szamitott hideg-adag értékek tekintetében a 2016/17-es
1d6szakban januar 26-t6l kezdve szdmoltunk magasabb értékeket az el6zé évjarathoz képest.
Osszességében a 2015/16-os nyugalmi idészak végére szdmottevéen nagyobb hidegegység (kb.
500 CU) és hideg-adag (kb. 10 CP) felhalmozodasat hataroztuk meg a 2016/17-es évjarathoz

viszonyitva.

o1



10.14751/SZIE.2020.021

A hideghatas-felhalmozddas iiteme a két modell alapjan igen hasonloan alakult, de az
eredmények a két vizsgalati iddszakot Osszevetve a dinamikus modell esetében sokkal
homogénebbnek bizonyultak. A variaciés koefficiens (cv) marcius 1-ig 19,7% volt az Utah

modell alkalmazasakor, és ennél joval Kisebb, 4,6% volt a dinamikus modell esetén.
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15. abra: A hidegigény felhalmozodasa hidegegység (chill unit) értékben (Utah modell) (a)
és hideg-adag (chill portion) értékben (dinamikus modell) (b) megadva a 2015/16-o0s (fekete
vonal) és a 2016/17-es (sziirke vonal) nyugalmi idoszak alatt.
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A vizsgalt kajszifajtak hidegigényét az 5. tablazat foglalja 6ssze. A korai viragzasu ‘Aurora’ €s
‘Goldrich’ Kkisebb hidegigénnyel rendelkezett a kései viragzasu fajtakhoz (‘Stella’ és ‘Zard’)
képest. A kiilonbség Utah hidegegység (CU) értékekben mérve 122—224, hidegadag értékben
mérve 5—11 kozott alakult. Az Utah-modell alapjan 2016/17-es nyugalmi idészakban mind a
négy fajta hidegigénye alacsonyabbnak (8,4—11,8%) bizonyult az el6z6 évjarathoz képest. A
dinamikus modell alapjan ez a kiilonbség csupan 1,4% koriili, vagyis a két évjaratot Gsszevetve
sokkal kiegyenlitettebb értékeket adott. Az ‘Aurora’ és a ‘Goldrich’ virdgzasi ideje mindkét
évben ugyanarra a napra esett, még a Stella’ és ‘Zard’ viragzasa 2015/16-ban egy nappal

korabban kovetkezett be.
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5. tablazat: A Kkisérletben hasznalt kajszifajtak mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigénye a két vizsgalat nyugalmi idészakban
(2015/16 és 2016/17)

Fajta nyugalmi  Mélynyugalom Hidegegység (Utah-modell) Hideg-adag (dinamikus Viragzasi id6
iddszak vége modell)
Erték  Atlag  cv* (%) Erték Atlag cv (%)
Aurora 2015/16 januar 31. 1203 70 marcius 23.
1136 84 70 1.4
2016/17 februar 2. 1068 69 marcius 23.
Goldrich ~ 2015/16 februar 5. 1299 74 marcius 24.
1213 10.1 74 1.4
2016/17 februar 6. 1127 73 marcius 24.
Stella 2015/16 februar 13. 1439 80 marcius 30.
1335 11.0 81 1.2
2016/17 februar 21. 1231 81 marcius 31.
Zard 2015/16 februar 15. 1473 81 aprilis 1.
1360 11.8 81 0.0
2016/17 februar 22. 1247 81 aprilis 2.

*cv: variacios koefficiens
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5.2.2. A mikrosporogenezis vizsgalat eredményei

A pollenfejlédés folyamatat mindkét vizsgélati évben mikroszkdpos vizsgalatokkal
kovettik nyomon janudr és marcius kozott. A 12. dbrdn a 2016-os évben megfigyelt
fejlodésmenet lathatd. A 2016-0s évben a pollenanyasejtek fejlodése januar elején elkezdddott, a
tetrad-allapotot februar elején figyeltik meg, a mikrosporak februar végétol, az érett
pollenszemek pedig februar végén—marcius elején valtak lathatéva. Egy évvel késobb az egész
folyamat késve jatszodott le, a meidzis utani allapotot eldszor februar kozepén figyeltiik meg
(13. abra). Ennek oka feltehetden a januar végén—februar elején bekovetkezett hosszabb hideg

periodus lehetett (M.2.2. melléklet). A kései viragzasu ‘Stella’ és ‘Zard’ esetében a meidzis

mindkét évben nagyjabol egyhetes késéssel kovetkezett be a korai viragzast ‘Aurora’ és
‘Goldrich’ fajtdkhoz képest. A korai- és kései viragzasu fajtdk mikrosporafejlédés-menetében
megfigyelt eltérés egybeesik a fajtak hidegigényének teljesiilésével. Mind a négy fajta esetében
akkor figyeltik meg a tetrdd allapotot, amikor megkapta a mélynyugalom megtoréséhez

szlikséges hideghatast.
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16. abra: Fénymikroszkopos felvételek a kajszi (Prunus armeniaca) pollenfejlodésének (mikrosporogenezis) fazisairél. A korai viragzasu
‘Aurora’ (a-f) és ‘Goldrich’ (g-1), valamint a kései viragzasu ‘Stella’ (m-r) és ‘Zard’ (s-x) viragriigyeir6l 2016 januarja és marciusa k6zott gyljtottiink

mintakat. A képek jobb also sarkaban talalhato méretmarker 20 um-nek felel meg, a képek htisszoros nagyitasban késziiltek.
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5.3. A ParCBF1 és ParDAM5-6 génexpresszios vizsgalata a kajszi viragriigyekben

A ParCBF1 ¢és ParDAM5-6 gének viragriigyekben mért relativ expresszidjanak
alakulasat a 17. dbra mutatja be a mintagylijtés napjan mért napi minimum hdémérsékleti
értekekkel és a hidegegység értékekkel Osszevetve, a két vizsgalati iddszakot (2015/16 és
2016/17) osszehasonlitva. A 2015/16-o0s nyugalmi idészakban a ParCBF1 relativ génexpresszios
szintje mind a négy fajta esetében decemberben volt a legnagyobb. A fagytiiré ‘Zard’ fajtanal
négyszeres FC-értékeket mértliink a fagyérzékeny ‘Aurora’ fajtdhoz képest. 2015 decemberében
a kovetkezé nyugalmi idészakhoz képest joval nagyobb mértékii novekedés figyelhetd meg a
ParCBF1 transzkripci6 mértékében. A kiilonbség ellenére elmondhat6, hogy a ParCBF1
génexpressziojanak megugrasa mindkét évben akkor kovetkezett be, amikor a hémérséklet
fagypont ala csokkent (a mintagytijtés napjan 2015-ben -5,6 °C, 2016-ban -2,2 °C). E tekintetben
mindkét vizsgalati évben szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg az ‘Aurora’, valamint a
‘Stella” és a ‘Zard’ génexpresszidja kozott. 2015-ben a ‘Goldrich’ szintén szignifikdnsan
nagyobb expresszios értékeket mutatott az ‘Aurora’ fajtahoz képest. A ParCBF1 expresszidja
januar végéig mindkét vizsgalati idészakban és mind a négy vizsgalt fajta esetében lecsokkent,
majd riigypattanasig a nullahoz kozeli értéken maradt.

A ParDAMb5-6 gének expresszidja a viragriigyekben jellegzetes, mind a két vizsgalt
nyugalmi iddszakban azonos tendenciat mutatott. A nyugalmi idészak elején mindkét gén
transzkripcids szintje az Osszes fajta esetében emelkedni kezdett. A legnagyobb expresszios
értékeket 2015 novemberében, illetve 2016 decemberében mértik, ezutan mindkét gén
transzkripcidjat fokozatosan csokkend tendencia jellemezte. A ParDAMS ¢és ParDAM6
génexpresszid szamottevd csokkenését kovetden mindkét évjaratban szignifikans kiilonbségeket
figyeltiink meg egyes fajtdk esetében. A “Stella’ virdgriigyeiben 2016 januarjaban kdozepes
mértékil, de a tobbi fajtahoz képest kiugro ParDAMB5-6 expresszios szintet mértiink. 2017-ben
korai és kései fajtak kozott szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg e tekintetben a februar 16-
1 mintagyQjtési id6pontig.

A ParCBF1 és a ParDAM5-6 gének transzkripcios aktivitasa kozott egyértelmi kapcsolat
mutatkozott 2015. december és 2017. januar folyaman, amikor is a nagyobb ParCBF1
expresszios értékeket mutatd fajtaknal a ParDAM5-6 esetében is nagyobb transzkripcios
aktivitast figyeltiink meg. Januar végére a ParCBF1 expresszioja mind a négy fajtanal jelentésen
lecsokkent, ennek ellenére a ‘Stella’ esetében tovabbra is nagymértéki ParDAM5-, valamint
mindkét kései viragzast fajta esetében nagyobb ParDAMG6 expresszids szintet mértink. Ez a

kiilonbség a 2016-0s évben februar 8-ig volt megfigyelhetd.
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A 2016/17-es nyugalmi id6szakban december—januar kozott a két kései viragzasa fajtanal
szignifikdnsan nagyobb ParDAMb5-6 expresszids szintet mértiink a korai viragzast fajtakhoz
képest. A ParDAM6 esetén ez a killonbség még a januar 25-én gy(jtétt mintdknal is
megmutatkozott. Hasonlo eltérés figyelheté meg a korai és kései viragzasu fajtak ParCBF1
expressziojaban a januar 11-ig terjedd idészakban.

Miutan a vizsgalt fajtdk megkaptdk a mélynyugalom megtoréséhez sziikséges
hidegmennyiséget, mindhdrom gén expresszids szintje egyértelmiien lecsokkent. Ez a korai és
kései viragzasu fajtaknal eltérd vizsgalati idoponttdl volt megfigyelhetd. A kiilonbség kiilondsen
jol latszik a ‘Stella’ és a ‘Zard’ 2016. februdr 8-an gyiijtott mintdinal, ahol szignifikansan
nagyobb ParDAMG6 transzkripcids szintet mértiink. Ezzel parhuzamosan ezen fajtak
mélynyugalmi szakasza a korai viragzasu fajtakhoz képest 10—14 nappal késébb ért véget (5.
tdblazat). Habar a ParDAMS5 esetén a relativ expresszids értékek kisebbek voltak, hasonld
kiilonbség itt is jelentkezett.

A 2015/16-0s nyugalmi idészakban februar—marcius folyaman a ParDAMS5 és ParDAMG6
gének valamivel nagyobb transzkripcios aktivitast mutattak, mint a kovetkez6 nyugalmi
idészakban, de ebben az iddszakban mar nem volt megfigyelheté konzekvens eltérés a korai- és

a kési viragzasu fajtdk expresszids mintdzata kozott.
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17. abra: A ParCBF1, ParDAMS5 és ParDAMG6 gének expressziéos mintazata kajszi (Prunus
armeniaca) viragriigyekben két egymast koveté nyugalmi idészakban. Az ‘Aurora’ (fekete),
a ‘Goldrich’ (sziirke), a “Stella’ (fehér) és a ‘Zard’ (sévozott) viradgriigyeibdl két egymast kdvetd
nyugalmi iddszakban gytijtottiink mintdkat. A relativ génexpresszios értékek harom ismétlés
atlagabol szarmaznak, az egymastol szignifikansan eltéré értékeket (Duncan-teszt, P < 0,05)
kiilonb6z6 bettik jelzik (a-C). A mintagy(jtés napjan rogzitett minimum hémérsékletet, valamint
az adott idépontig felhalmozodott Utah hidegegység-értékeket a fekete pontok jelolik. A
szaggatott vonalak az egyes fajtak mélynyugalmi allapotanak végét jelzik, a négyzetekben
talalhato ,,A”, ,,G”, ,,S” és ,,Z” betiik a fajtanevek kezddbetlii. Az dbra aljan lathatd diagram a
négy fajta mikrospora-fejlodésének egyes fazisait mutatja.
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5.4. Az érésiidot befolyasoldo NAC transzkripcios faktort kodolé génhomologok

vizsgalata
5.4.1. Az érésiido és az dszibarack NAC-genotipusok kozott megfigyelt osszefiiggés

Pirona és mts. (2013) két térképezd populacion végzett vizsgalataikkal kimutattak, hogy
az Oszibarack PPNAC1 génben (ppa008301m) egy IN/DEL tipust mutacionak koszonhetéen
kialakult fragmentumhossz-polimorfizmus egyiitt 6roklédik a korai érésidével. Vizsgalataink
soran egy ¢érési id0 tekintetében igen valtozatos Oszibarack-fajtagyiijtemény genotipizalasat
végeztiik el azzal a céllal, hogy a sziik genetikai hatteri novényanyagon felismert korabbi
Osszefliggést statisztikailag megbizhatd adatokkal tamasszuk ala. A Pirona és mts. (2013) altal
tervezett és fluoreszcens jeldléssel ellatott NAC-indel specifikus forward primer hasznalataval
125 olyan Oszibarack fajtabdl szarmaz6 mintan végzetiink PCR reakcidt, melyek érési ideje
ismert.

A PCR termékek fragmentumhossz-analizise alapjan harom jol elkiilonithetd genotipus
hatarozhatdé meg: 1) homozigéta a 192 bp hosszusagu ‘Lovell’ fajtaban leirt referencia allélra
(Verde és mts., 2013), 2) homozigota az inszercidt tartalmazo 201 bp hosszasagu allélra, 3)
heterozigdta genotipus, mely mind a 192 bp, mind a 201 bp hosszusagu allélt hordozza. Az
egyes genotipusokhoz tartozé kromatogrammokat a 18. dbra szemlélteti. Osszesen 33 fajta (a
vizsgalt fajtak 26,4%-a) volt homozigota a 201 bp allélra, melyek koziil 25 fajtara korai (165-
203 Julian nap), o6t fajtara kézépidei (204-237 Julian nap) és harom fajtara a kései (238-274
Julian nap) érési 1d6 volt jellemzd. Tovabbi 33 fajta volt homozigdta a 192 bp allélra, ebbdl 19
fajta augusztus 3. dekadja utan érett, 12 fajta volt kozépidei-, két fajta pedig kozép-korai érésii. A
maradék 59 fajta (a vizsgalt fajtak 47,2%-a) heterozigdtanak bizonyult. Ebbdl 35 fajta kozép-
idei, 17 korai, hét fajta pedig kési érésti (M.2.1 melléklet).
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18. abra: A fragmentumhossz-analizis altal meghatarozott PpNAC1l genotipusok
kromatogramja. a) A korai, jinius végén érd ‘Springtime’ homozigdta a 201 bp hosszusagu, 9
bp-nyi indel-t tartalmazo allélra. b) és ¢) Két kozépidei, heterozigota fajta, a ‘Big Top’ (julius
vége) és a ‘Babygold 6’ (augusztus kdzepe). d) A szeptember végén érd ‘Vérbarack’, mely a 192
bp referenciaallélra homozigdta.
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A statisztikai analizishez egy 3 x 3-as kontingencia tablazatot hoztunk létre a harom érési
kategoria (korai, kozépidei, kései) és a harom genotipus (192/192 bp, 192/201 bp és 201/201 bp)
alapjan és a szignifikancia elemzéshez a khi-négyzet probat alkalmaztuk (6. tablazat). A NAC-
genotipus és az érési idé kozott szignifikans kapcsolat volt kimutathato (x* = 57,2; df = 4; P <
0,0001). A 192/192 homozigdtak kisebb gyakorisaggal fordultak el6 a korai- és a kdzépidei érési
kategoriaban, a 201/201 homozigdtak jelenléte pedig a kozépidei és kései érésidé kategoriakban
volt alulreprezentalt. A heterozigota genotipusok gyakorisaga a kozépidei kategdridban volt a
legnagyobb. A Cramér-féle V proba értéke 0,478, a Goodman-Kruskal mutatd (L) érétke pedig
0,37 volt.

6. tablazat: A NAC-genotipusok és az érési ido oOsszefiiggését bemutaté kontingencia
tablazat

NAC-genotipus 192/192 192/201 201/201 Ossz.
Erési id6 Mintaszam  F Mintaszam F Mintaszam F Mmintaszam
(Julian-nap) (db) (%)* (db) (%)* (db) (%)* (db)
165-203 2 -82,8 17 -18,1 25 115,2 44
204-237 12 -12,6 35 42,6 5 -63,6 52
238-274 19 148,2 7 -48,9 3 -60,8 29
Mintaszam (db) 33 59 33 125

F (%) = (tapasztalt—varhato gyakorisag) / varhat6é gyakorisag * 100

5.4.2. NAC szekvencia-varidaciék a Prunus fajok kizott

Az 6szibarack és rokon Prunus fajok genomi DNS-mintaival végzett PCR-sikeressége
igazolta a vizsgalt NAC szekvencia jelenlétét az Gsszes vizsgalt csonthéjas gyiimolcesfajban (19.
abra). A fluoreszcensen jelolt NAC-indel specifikus primerrel (Pirona és mts., 2013) az esetleges
intraspecifikus szekvencia-variaciok azonositasa volt a cél a gén azon szakaszan, ahol az
Oszibarack korai érését kialakitdé mutacié bekovetkezett. Az Oszibarackra jellemzd IN/DEL
faj kiilonboz6 érési idejt fajtai esetében. A mandulafajtaknal egy, az Gszibarack referenciaalléllal
megegyezd méretll (192 bp) fragmentum, a kajszi- és eurdpai szilvafajtaknal szintén egy 188 bp
hosszusagu fragmentum volt detektalhatd. A meggyfajtak koziil a ‘Korai pipacsmeggy’ és a
‘Piramis’ esetében egy 189 bp hosszisagu amplikon volt azonosithatd. Egyediil a ‘Kantorjanosi

3’ meggyfajtaban talaltunk két kiilonbozdé méreti (189 bp €s 192 bp) fragmentumot.
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19. abra: Husz kiilonb6z6 csonthéjas gyiimdlcsfajta PCR-analizisének eredménye a NAC-
indel specifikus primerparral. A mintak sorrendje (balrdl kezdve): M — GeneRuler 100 bp
DNA Ladder méretmarker (Thermofisher Scientific), 1 — P. cerasus ‘Erdi jubileum’, 2 — P.
cerasus ‘Piramis’, 3 — P. domestica ‘Stanley’, 4 — P. domestica ‘President’, 5 — P. dulcis
‘Tétényi keményhéji', 6 — P. dulcis ‘Tuono’, 7 — P. persica ‘Springtime’, 8 — P. persica
‘Vérbarack’, 9 — P. armeniaca ‘Pisana’, 10 — P. armeniaca ‘Zard’; 11 — P. armeniaca ‘Korai
zamatos’, 12 — P. armeniaca ‘Harmat’, 13 — P. armeniaca ‘Corlate’, 14 — P. armeniaca ‘Kecs-
psar’, 15 — P. armeniaca ‘Szamarkandszkij-rannij’, 16 — P. armeniaca ‘Pannénia’, 17 — P.
armeniaca ‘Ceglédi Piroska’, 18 — P. armeniaca ‘Magyar kajszi C235°, 19 — P. armeniaca
‘Ceglédi orias’, 20 — P. armeniaca ‘Rozsakajszi C1406°.

A kiilonbozé Prunus fajokbol ezutan tizenot NAC-szekvenciat valasztottunk ki,
melyekkel homologiavizsgalatot végeztiink és Osszevetettiik az NCBI GeneBank adatbazisaban
talalhato Oszibarack referenciaalléllal. A vizsgalt szekvencidk BLAST-analizise alapjan az E-
értékek 9e-88 ¢és 2e-74 kozott valtoztak. A mandulabol szarmazd szekvencidk mutattak a
legnagyobb mértékli egyezést az Oszibarackkal, mig a tobbi faj inkabb a P. mume NAC
szekvenciahoz allt kozelebb. Erdekes megjegyezni, hogy a P. dulcis (Pdu) ‘Tuono’ (KX650378)
¢s a P. cerasus (Pce) ‘Kantorjanosi 3’ (KX650379) szekvenciak azonosnak bizonyultak. A két
meggyfajta, a ‘Piramis’ (KX650386) és a Kantorjanosi 3 (KX650390) szintén k6zos szekvenciat
hordozott. A P. armeniaca (Par) ‘Korai zamatos’ 1 (KX650380) szekvencia a kései érésii
‘Corlate’ kajszifajtaban is megtalalhato volt, mely ugyanakkor egy masik allélt (MF464013) is
hordozott. Az eurdpai szilvaban, a P. domestica (Pdo) ‘Stanley’ fajtaban azonositott egyik

szekvencia (KX650377) szintén megtalalhato volt a kései érésii ‘President’ fajtaban is.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
R R B Py Y B Ry ey PR Ey Ry LR R EEy PEEry CEEEY EEEE et PEOey PRTY ERERY EEPS PEEey PEEey|
Ppe-Lovell AGAACTCAGCGGGTTGATAACTCEeGGGTTCTT{eCAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGAG BCCGTACGGGTACQLGTAIZCCGAST 101
Ppe-Springtime AGAACTCAGCGGGTTGATAACTC(EGGGTTCTT{eCAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGACHEe)Yuee)Ye CCGTACGGGTATIGTAIZCCC T 110
Ppe-Blood-fleshed AGAACTCAGCGGGTTGATAACT(eGGGTTCTT{ECAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGA! I CCGTACGGGTACEGTALCCE T 101
Pdu-Tuono AGAACTCAGCGGGTTGATAACT(EGGGTTCTT{¢CAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGA! 'CGTACGGGTACGGTACCCGAEST 101
Pdu-Tetenyi kedvenc AGAACTCAGCGGGTTGATAACTUEGGGTTCTT®CAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGA CGTACG@TACGGTACCCGA T 101
Par-Korai zamatos 1 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTUIGGGTTCTTICAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTT! \ACCCGACCGA! 'CGTACGGGTACGGTACCCGAUT 101
Par-Korai zamatos 2 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTOIGGGTTCTTRCAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTT! VACCCGACCGA( CGTACGGGTACGGTACCCGAUT 101
Par-Corlate 1 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTQLGGGTTCTTRHCAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGAGY 'TACGGGTACGGTACCCGAWT 101
Pce-Korai pipacs 1 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTCEGGGTTCTT 'TACGGTACCCGART 101
Pce-Korai pipacs 2 AGAACTCAGCGGGTTGATAACT(EGGGTTCTT ACGGTACCCGAKT 101
Pce-Piramis 1 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTCEGGGTTCTT T 101
Pce-Piramis 2 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTC(eGGGTTCTTRCAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGA! ‘CGTACGGGTACGGTACCCGANT 101
Pce-Kantorjanosi 1 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTCEGGGTTCTT) GAACTCGAACGTTATGACTCAGMCTTTTGCAACC@ACCGA 'CGTACGGGTACGGTACCCGANT 101
Pce-Kantorjanosi 2 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTC(eGGGTTCTT{®CAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGA! 'CGTACGGGTACGGTACCCGAGST 101
Pdo-Stanley 1 AGAACTCAGCGGGTTGATAACTQLGGGTTCTT GAACTCGAACGT‘TATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGPECG A ‘CGTACGGGTACGGTACCCGAUT 101
Pdo-Stanley 2 AGRACTCAGCGGGTTGATAACTQGGGTTCTTRCAGAACTCGAACGTTATGACTCAGAACTTTTGCAACCCGACCGA T 101

120 130 140 150 160 170 180 190 200

seinils e seeslmaee s Lavas [onss sl ol sl Sealbradls s lave hanllsand s
Ppe-Lovell CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGSGGAAAAGTGAAAGTAGA. 'TCGGTEGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 192
Ppe-Springtime CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTEH@GGAAAAGTGAAAGTAGA @A TCGGTIEGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 201
Ppe-Blood-fleshed CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTEH@GGAAARAGTGAAAGTAGA TCGGT[EGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 192
Pdu-Tuono CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTR GGAAAAGTFAAA(’_’N‘! AATCGAGT 'GCA 192
Pdu-Tetenyi kedvenc CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGEGGAARAAGTGARAGTAGA, TCGGTAGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 192
Par-Korai zamatos 1 CGGCCEITCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGEGGAARAGTGARAGTAGA. (e TCGGTAGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 188
Par-Korai zamatos 2 CGGCCGUTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGEGGARAAGTGARAGTAGA, AATC 'GCA 188
Par-Corlate 1 CGGCCGYTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTEEGGAAAAGTGARAGTAGA. ' TCGGT. AATCGAGTAGGGGTGCA 188
Pce-Korai pipacs 1 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGEGGAAAAGTGARAGTAGA. TCGGTAGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 189
Pce-Korai pipacs 2 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGEGGAAAAGTGARAGTAGA. TCGGT \AATCGAGTAGGGGTGCA 189
Pce-Piramis 1 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTEEGGARAAAGTGARAGTAGA. TCGGTAGAGAAATCGAGTAGGGGTGCA 189
Pce-Piramis 2 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTEEGGAAAAGTGAAAGTAGA AATCGAGTAGGGGTGCA 189
Pce-Kantorjanosi 1 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTEEGGAARARAGTGAAAGTAGA AATCGAGTAGGGGTGCA 189
Pce-Kantorjanosi 2 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTS GGAAMGT’"”‘"’f""" AATCGAGTAGGGGTGCA 192
Pdo-Stanley 1 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGSGGAAAAGTGAAAGTAGA. St T CGGT AAATCGAGTAGGGGTGCA 188
Pdo-Stanley 2 CGGCCGGTCGGGTTTGGGGTTTGGCGGTGSGGARAAAGTGAAAGTAGA. TGCAT Tty TCGG AATCGAGTAGGGGTGCA 188

[ 3’ UTR

20. abra: Kiilonb6zoé Prunus fajokbol szarmazo, a PDPNAC1-gyel homolog szekvenciak C-

terminalis és 3° nem transzlalodo régidjanak (3° UTR) nukleinsav szinti illesztése. A ,,Ppe-
Lovell” szekvencia a referencia genombdl szarmazik, ami megfelel a ppa008301 azonositoju
cDNS szekvencidnak. A kései érésti ‘Vérbarack’ (‘Blood-fleshed’) genotipsubdl szarmazd
szekvencia megegyezik a referneciagenommal, az igen korai érésli ‘Springtime’ fajtabol

szarmazd szekvencia pedig tartalmazza az inszercidt. Az eltéré bazisokat fekete hattér jelzi, a

pirossal keretezett tripletek a nem-konzervativ aminosav-cseréket illetve korai STOP-kodont
jeleznek.

Az azonositott Prunus NAC-szekvencidkat ezutan illesztettiik a P. persica TLovell’
referencia genombol szarmazo (ppa008301m azonositéji) cDNS szekvencidhoz (20. abra). A
korai érésii ‘Springtime’ ¢szibarackfajta tartalmazta a 9 bp-os inszreciot, mig a kései ‘Vérbarack’
szekvenciaja teljesen azonos volt a referenciagenomban azonositott szekvencidval. A rokon
Prunus fajok szekvenciaillesztése nagyfokl egyezést mutatott az dszibarack referencia genom
megfeleld régidjaval. Habar az dszibarack korai fajtaira jellemz6 9 bp inszerciot nem talaltuk
meg egyik vizsgalt csonthéjas faj parcialis NAC szekvencidjdban sem, szamos mas jellegzetes
szekvencia-modosulast sikeriilt azonositani (7. tdblézat). Osszesen 74 esetben volt detektalhato
SNP (single nucleotide polymorphism) a részleges NAC-domén szekvencia kodolo régidjaban,
ebbdl 25 szinonim, 49 nem szinonim (aminosavcserét eredményezd), illetve egy nonszensz
egynukleotidos baziscsere volt. Osszesen 32 SNP konzervativ, 14 szemi-konzervativ, mig 3 SNP
nem-konzervativ aminosav-cserét eredményezett. Ezenkiviil egy nonszensz mutaciot talaltunk a
‘Korai pipacsmeggy’ fajta alléljaban. Ot meggyszekvencidban tortént 1 bp inszercio, kajsziban,

szilvaban és az 6t meggyszekvenciabol négyben pedig egy 4 bp delécio volt detektalhato.
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7. tablazat: A NAC-proteint kodol6 gén C-terminalis régiojaban kimutathatéo homolégia és polimorfizmus az 6szibarackkal rokon diploid és

poliplod Prunus fajok esetében

Szekvencia Génbanki Legnagyobb NCBI BLAST Egy-nukleotidos polimorfizmus? Osszesen”
azonositod mértéki génbanki E érték
) szekvencia- azonosito
(sajat

. azonossag az
szekvencia)

NCBI
adatbazisbol
szin nem-szinonim non-
szensz
konz. szemi  nem-
-konz. konz.
Pdu Tuono KX650378  P. persica XM_007211 9e-88 - S—»G N->T - - 4
500
Pdu Tétényi kedvenc KX650383  P. persica XM _007211 9e-88 1 S—G, N->T - — 4
500
Par Korai zamatos 1 KX650380 P. mume XM 008228 1e-80 3 S—G, N-T C-G - 11,4 bp
454 L—F, del.
A—G

65



Par Korai zamatos 2

Par Corlate

Pce Korai pipacsmeggy
1

Pce Korai pipacsmeggy
2

Pce Piramis 1

Pce Piramis 2

KX650384

MF464013

KX650388

KX650389

KX650386

KX650387

. mume

. mume

. mume

. mume

. mume

. mume

XM_008228
454

XM_008228
454

XM_008228
454

XM_008228
454

XM_008228
454

XM_008228
454

7e-79

3e-82

2e-74

4e-76

9e-78

2e-79
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N->T

N—-T

N—-T

N—-T

N—-T

C—G

P—S

TGA
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10, 4 bp
del.

10, 4 bp
del.

10, 1 bp
ins., 4 bp
del.

9,1bp
ins., 4 bp
del.

8, 1bp
ins., 4 bp
del.

7, 1bp
ins., 4 bp



Pce Kantorjanosi 1 KX650390
Pce Kantorjanosi 2 KX650379
Pdo Stanley 1 KX650377
Pdo Stanley 2 KX650385

P. mume

P. persica

P. mume

P. mume

XM_008228
454

XM_007211
500
XM_008228
454

XM_008228
454

9e-78

9e-88

3e-77

7e-79

A—G

S—G,
L—F,
A—-G

S—G,

N->T

N->T

N-T
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del.

8, 1bp
ins., 4 bp
del.

9,4bp
del.

8,4 bp
del.

 Egy-nukleotidos polimorfizmus meggy, a szilva és kajszi NAC szekvenciakban az 8szibarack (‘Lovell’) referencia allélhoz viszonyitva.

® A kodolo- és a nem-transzlalodo régioban fellelhetd dsszes szekvenciavariancia.

szin.: szinonim aminosavcsere, konz.: konzervativ aminosavcsere, bp: bazispar, ins.: inszercio, del.: delécio, Par: Prunus armeniaca, Pce: P. cerasus,

Pdo: P. domestica, Pdu: P. dulcis.
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Uj tudoményos eredmények

Egy 756 bp hosszisagi C-repeat Binding Factor (CBF) fehérjét kodolod részleges
génszekvenciat azonositottunk a P. armenica ‘Korai zamatos’ genomi DNS-¢bo6l. A
szekvencia az MH464453 azonositdszammal keriilt felvételre az NCBI GenBank
adatbazisaba. A ParCBF1 szekvencia azonositdsdhoz az NCBI adatbazisban fellelhetd
rokon Prunus fajok CBF szekvenciaival homologiavizsgalatot és filogenetikai elemzést

végeztiink el.

Egy fehérjeszerkezet joslasara alkalmas szoftver segitségével elkészitettiik a ParCBF1
CBEF transzkripcids faktorokra jellemzé AP2 DNS-k6t6 doménjének térszerkezetét.

. A Dormacy Associated MADS-box 5 (729 bp) és 6 (230 bp) transzkripciés faktorokat

kodolod szekvenciat azonositottunk a P. armenica ‘Zard’ viragriigybdl izolalt cDNS-bAl.
A szekvencidk az MH464454 ¢s MH464455 azonositd szammal keriiltek folvételre az
NCBI GenBank adatbazisaba. A ParDAM5 ¢és ParDAM6 szekvencidk azonossagat az
NCBI adatbazisban fellelheté rokon Prunus fajok DAM-tipust szekvenciaival végzett
homolodgiavizsgalattal és filogenetikai elemzéssel bizonyitottuk. A prediktalt aminosav-
szekvencia alapjan illesztéseket készitetiink, melyben azonositani tudtuk a DAM-

fehérjékre jellemz6é motivumokat.

. A ParDAMS esetében elkészitettiik két jellegzetes fehérje-domén, az M-domén ¢és a K-

domén térszerkezeti modelljét.

Génexpresszids vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a ParCBF1 aktivitasat a téli nyugalmi
1d6szak alatt az alacsony homérséklet hatarozza meg, mig a ParDAMb5-6 expressziojat
feltehetéen részben a ParCBF1 transzkripcidos faktor, részben a vizsgalt fajtak

hidegigényének teljesiilése szabalyozza.

. Megallapitottuk, hogy két korai és két kései virdgzasu kajszifajta viragriigyeiben a

mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigény teljesiilésével a ParDAM5-6
expresszidja szignifikansan csokken, ezzel egyiddben megjelenik a pollenen-anyasejtek

osztodasat koveto un. ,tetrad” allapot.

. Meghatéroztuk 125, eltéré pomoldgiai tulajdonsadgokkal rendelkezd dszibarackfajta NAC-

genotipusat.  Statisztikai  vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az Altalunk vizsgalt
Oszibarackfajtdk NAC-genotipusa ¢és érési ideje kozott szignifikdns kapcsolat van. Ezzel
bizonyitottuk a PPNAC1 funkcionalis markerként valo alkalmazhatosagat érési idore

torténd szelekcid soran.
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Rokon Prunus fajok genomi DNS-mintaival végzett PCR-vizsgalattal igazoltuk az
Oszibarack érési idejét befolyasold NAC gén homoldg szekvencidinak jelenlétét az 6sszes
vizsgalt csonthéjas gyiimolcsfajpan. A PCR-termékek klonozasaval és szekvenalasaval
15 15, a PpNAC1l-gyel homolog részleges génszekvenciat azonositottunk kajszi (P.
armeniaca), mandula (P. dulcis), eurdpai szilva (P. domestica) és meggy (P. cerasus)
esetében. Ezekben a szekvenciakban 6sszesen 69 esetben azonositottunk SNP-t (single

crer

melyek tovabbi vizsgalata segitheti e gének szerepének tisztazasat.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A P.armeniaca CBF- és DAM5-6 homolog gének azonositasa szerkezetiik alapjan

A kajszit korai virdgzasa kiilonosen érzékennyé teszi a tavaszi fagyokkal szemben. A
riigypattanas kezdetét a genetikailag meghatarozott mélynyugalom, valamint a kornyezeti
tényezOk altal szabalyozott kényszernyugalom hossza szabja meg (Faust és mts., 1997; Rohde és
Bhalerao, 2007; Ruiz et al, 2007; Heide, 2008; Hanninen és Tanino, 2011). A nyugalmi allapot
kialakulasat és megsziinését szabalyoz6 komplex genetikai halozat egyes elemeit a kozelmultban
azonositottak (Yang és mts., 2005; Alisoltani és mts., 2015). A mérsékelt égovi fas novények,
koztiik a Prunus fajok esetében is a CBF ¢és DAM gének jatszanak meghatarozo szerepet ezekben
a jelatviteli folyamatokban (Saito és mts., 2013; Zhao és mts., 2018).

Csonthéjas gyiimolesok koziil elséként cseresznyében (Kitashiba és mts., 2002),
meggyben (Owens és mts., 2002) és észibarackban (Wisniewski és mts., 2011) azonositottak
CBF-tipusu transzkripcios faktorokat kodold géneket, késdbb mandulaban (Barros és mts., 2012)
¢és japan kajsziban (Guo és mts., 2014) is talaltak homolog szekvenciakat. Munkank célja CBF-
szekvencia-homoldgok azonositasa volt kajszibol (P. armeniaca), mivel err6l a fajrol még nem
allt rendelkezésre hasonld adat, mikozben gazdasagilag igen jelentds gylimolcsfaj, és
termesztésének €szaki hataran, a hiivosebb klimaju termoteriileteken a korai viragzas komoly
veszteséget okozhat a termesztoknek.

Mandula (Barros és mts., 2012) és 6szibarack (Wisniewski és mts., 2011) CBF gének
alapjan tervezett primerekkel egy 756 bp hosszisagu, intron nélkiili szekvenciat (ParCBF1)
amplifikaltunk a ‘Korai zamatos’ genomi DNS-ébdl (8. dbra). A PCR-termékek klonozasa és
szekvenalasa utan MegaBLAST analizist végeztiik, melynek sordn az altalunk izolalt kajszi
ParCBF1 nagyfoku egyezést €s szignifikans homoldgiat mutatott a rokon Prunus fajok hasonlo
szekvenciaival. Az aminosav-szinti illesztés alapjan azonositani tudtuk az AP2 domént és a
CBF-tipusu fehérjék mas, jellegzetes motivumait is (9. abra). Az AP2 és PKK domének
feltehetden a fehérje sejtmagi lokalizacigjat hatdrozzdk meg, ugyanakkor ugyanezek a doménok
a fehérje C-terminalis oldalan taldlhatd hidrofob aminosavakkal egyiittmiitkddve befolyasoljak a
transzaktivaciot (Carlow és mts., 2017). Ezek a fehérjedomének igen konzervativ elemei a
funkcioképes CBF fehérjéknek (Jaglo és mts., 2001; Nakano és mts., 2006), jelenlétiik ennek
megfelelden sziikséges feltétele annak, hogy a kajszi ParCBF1 gén miikodéképes transzkripcios
faktort kodoljon.
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A ParCBF1 molekularis szerkezetének meghatarozasahoz templatként az Arabidopsis
AtERF1-DNS-ko6té domén 3D modelljét hasznaltuk, melyet Allen és mts. (1998) irt le nuklearis
magneses rezonancia modszer (NMR) segitségével. A mindségi értékeléshez hasznalt GMQE és
QMEAN mutatok alapjan a modell megbizhatonak bizonyult és megfelelt az AP2 jellegzetes
térszerkezetének, melynek f6 elemei a harom béta-lemez és egy, ezekkel majdnem parhuzamos
alfa-hélix szerkezet (9. abra). Ez a tészerkezet teszi lehetévé nyolc egymast kdvetd aminosav
kapcsolodasat, melyek a DNS nagy arkahoz kotédnek, tovabb erdsitve az azonositott ParCBF1
fehérje miikodéképességét. A CBF transzkripcios faktorok specifikusan kotédnek a CRT/DRE
elemhez (Sakuma ¢és mts., 2002), amely a DAM gének promoéterében is megtalalhatd. Ezt a
lehetséges szabalyozasi kapcsolatot az AP2 domén intakt szerkezete is alatamasztja.

A Prunus genom szamos CBF-tipust gént tartalmaz. Ezek koziil in silico analizissel hat
CBF gént azonositottak az dszibarack (Wisniewski és mts., 2014) és a P. mume (Zhao és mts.,
2018) genomjaban. A filogenetikai analizis alapjan az altalunk izolalt kajszi szekvencia
(ParCBF1) a rokon Prunus fajokbol szarmazé CBF szekvencidk homologja, mely szoros
evolucios kapcsolatot és funkciobeli hasonlosagot jelez (10. &bra). Zhao és mts. (2018)
filogenetikai vizsgalatai kimutattak, hogy a PmCBF1 ¢és a PpCBF5 szekvencidk ko6zos kladot
alkotnak, igy feltehetden homolog gének annak ellenére, hogy a kiilonb6zd fajokban eltérd
szamokkal jelolték Oket (ennek feltételezhetéen az az oka, hogy a CBF gének szamozasa a
leirasukat kovetden minden fajnal véletlenszerlien tortént, €és nem a DAM gének esetében lathato
modon, homolodgia alapjan). A korabbi kutatasok alapjan varhatdan legalabb 6t tovabbi CBF
génhomoldg azonosithatd lesz még kajsziban, a ParCBF1l nyugalmi allapotot szabalyozo
szerepét igazolja, hogy legkozelebbi homologjai hasonld funkciot téltenek be a mandula és a
japan kajszi esetében is (Barros et el., 2012; Zhao és mts., 2018).

Oszibarackban és japan kajsziban hat DAM gént azonositottak (Bielenberg és mts., 2008;
Sasaki és mts., 2011), melyek koziil ketté (DAM5 és DAMB) bizonyitottan a mélynyugalom
megsziinésének szabalyozasahoz volt kothetd az dszibaracki esetében (Yamane és mts., 2011b).
A ParDAM5 ¢és ParDAMG részleges szekvenciait japan kajszira (Yamane és mts.. 2011a) és
Oszibarackra (Bielenberg és mts., 2008) tervezett génspecifikus primerek segitségével izolaltuk
(11.abra). A két szekvencia a homologiavizsgalat alapjan kozeli rokonsagban all a GenBank
adatbazisban fellelhetd Prunus DAM szekvencidkkal, melyet a filogenetikai analizis eredménye
is bizonyitott (14. abra). A ParDAMb5-6 az Arabidopsis SVP/AGL24 foécsoportba sorolodott,
ahogy azt korabban a P. mume DAMS5-6 esetében is bizonyitottak (Yamane és mts., 2008). A
ParDAM5 aminosav szekvencia-illesztése alapjan a MADS-box fehérjék II. tipusa (MIKC®)
alcsaladjara jellemz6 0Osszes fontos fehérjedomént (MADS-domén, I-régio és K-domén)

(Horvath, 2015) azonositani tudtuk (12. abra).
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A MADS-domén szerkezeti modelljéhez (12b. dbra), mivel névényi eredetti homolog
szekvenciak 3D szerkezete jelenleg nem ismert, az emberi MEF2 protein szolgalt templatként,
melyek MADS doménja szintén DNS-kot6 funkciot lat el (Huang és mts., 2000). A K- (keratin-
like) domén esetében az Arabidopsis Sepallata 3 MADS transzkripcios faktor 3D modelljét
(Puranik és mts., 2014) hasznaltuk. A GMQE és QMEAN mutatok alapjan mindkét szerkezei
modell megbizhaté volt. Ezek az eredmények megerésitik a P. armeniaca DAMS és DAM6
transzkripcids faktorokat kodolo gének mitkodoképességét.

Szamos mas faj esetében elérhet6k olyan szekvenciak, melyek miikodéképes DAM-tipusu
géneket reprezentalnak. A szekvencia-illesztések alapos vizsgalata soran igy lehetdség volt olyan
aminosav-poziciok és kisebb motivumok azonositasra, melyek kifejezetten a DAMS és DAM6
génekre jellemzodek, €s jol elkiilonithetik dket a tobbi DAM szekvenciatol. A DAMS aminosav-
szekvencia esetében tizenegy ilyen eltérést taldltunk, melybdl hat a konzervativ régiokban
(MADS-, ¢és K-domén, I-régio) talalhato, 6t pedig a C-terminalis régioban. Egyik ezek koziil a
K-domént downstream iranybdl szegélyez6 indel régid. (12a. abra). A 75 aminosav hosszsaga
DAMG6 szekvenciaban szintén azonositottunk hat jellegzetes elemet (13. abra). A Bielenberg és
mts. (2008) altal ko6zolt hat dszibarack DAM fehérje illesztésében a 260 aminosavbol 122
pozici6 valtozatlan volt. Ugy tiinik, a konzervalt aminosav-régiok a biolégiai funkcio
szempontjabol kulcsfontossaguak. Az egyes génspecifikus szekvencidk pontos funkcidjanak

felderitése szamos 1j kutatési lehetdséget rejt magaban.

6.2. A ParCBFL1 szerepe a hideg indukalta jelatviteli halozatban

A ParCBF1 gén a csokkend homérséklet hatasara nagymértékben expresszalddott. 2015-
ben a cstcsértékeket decemberben mértiik, ami a meteorologiai mérések alapjan a 2015/16-0s
nyugalmi periodus leghidegebb honapja volt. Az ezt kovetd enyhe idészakban a ParCBF1
expresszidja lecsokkent. 2017-ben a janudr honap dsszességeében joval hidegebb volt, mint 2016-
ban, és a ParCBF1 expressziojaban nem kovetkezett be jelentés mértékii csokkenés (17. abra). A
CBF gének a homérséklet csokkenésére gyorsan indukalédnak Arabidposis novényekben
(Stockinger és mts., 1997; Liu és mts., 1998), de fas novényeknél is megfigyelték ezt a
tendenciat alma (Wisniewski és mts., 2011), mandula (Barros és mts., 2012) ¢és japan kajszi
vizsgalata soran (Guo és mts., 2014; Zhang és mts., 2013). A ParCBF1 jellegzetes expresszios
mintazata igazolja az alacsony hdmérsékleti stresszvalaszban betdltott szerepét.

Az eddig azonositott Rosaceae DAMS5-6 gének promoterrégioja tartalmazza a CBF
transzkripcids faktorok kothelyét képezd jellegzetes CCGAC motivumot (Wisniewski és mits.

2011; Yamane és mts., 2011a; Mimida és mts., 2015; Zhao és mts., 2018), ami arra utal, hogy
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ezek a gének is részei a CBF-regulonnak. A ParDAMS és ParDAM6 gének, Oszibarack- és japan
kajszi-homologjaikhoz hasonléan (Yamane és mts., 2011a,b; Zhao és mts., 2018), nagymértékii
transzkripcids aktivitdst mutattak a nyugalmi idészak kezdetén, melynek mértékét elsésorban a
hidegindukalhato ParCBF1 expresszios rataja, valamint a fajta hidegigénye hatarozott meg (17.
abra). A ParDAMS5 és ParDAM6 expresszoja és a minimum hémérsékleti értékek kozott
Osszefliggés mutathato ki: 2015 decemberében, ahol a mintagyiijtés napjan hidegebb volt, mint a
2016-0s évben (M.2.2. melléklet), mind a négy fajta estében nagyobb ParCBF1 és DAM5-6

expresszios értékeket mértiink.

A nyugalmi id6észak masodik felében szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg a korai-
¢és kései viragzast kajszifajtak expresszids mintazataban, ami arra utal, hogy a ParDAMb5-6
miikodését az adott fajtara jellemz6, a mélynyugalom megsziinéséhez sziikséges hidegigény is
befolyasolja. A ParDAMG esetében ez az eltérés 10—14 nappal késdbb mutatkozott meg, ami arra
utal, hogy a két kajszi DAM gén szabalyozasa kissé eltéréen mitkddik (17. abra). A japan kajszi
DAM gének expresszids szintje korreldlt a promoterrégidjukban taldlhatdé CBF-kotéhelyek
szamaval. A hat génbol a PmDAMS5 és PmMDAMG6 rendelkezett a legtobb ilyen kotohellyel, €s a
legnagyobb mértékii expresszio is ezeket a géneket jellemezte (Zhao és mts., 2018). A

kiilonbséget tehat a CBF-kotOhelyek szamaban valo eltérés is okozhatja.

6.3. A vizsgalt kajszifajtak mikrosporafejlodés-menete és hidegigénye kozotti

osszefiiggés

A pollenanyasejtek meiozisos osztddasa szamos irodalmi adat szerint a mélynyugalmi
szakasz végét jelzi (Szalay és mts., 1999; Szabd és mts., 2002; Szalay és mts., 2006; Julian és
mts., 2011; Julian és mts., 2014). Julian és mts. (2011) megfigyelése alapjan a portok-
kezdeményekben talalhatd diploid sporogén szovet az Osz folyaman, a nyugalmi iddszak
kezdetére mar kialakul. A pollenfejlédés ezt kdvetden sziinetel és a mélynyugalom megtorése
utan folytatodik a mikrospordk kialakulasaval. Az altalunk vizsgalt kajszifajtdknal a négy
utodsejtes un. ,tetrad” fazis szintén a mélynyugalmi periodus végén volt megfigyelhet6 (16. és
17. abra). A tetrad allapotot a kései viragzasu fajtadknal mindkét évben 7-8 nappal késébb
figyeltiik meg, mint a koran viragzoé fajtaknal. Julian és mts. (2014) hasonlé eredményrdl szamol
be 6t eltérd hidegigényli és viragzasi idejii kajszifajta pollenfejlodésének vizsgalata soran. Ennek
alapjan megallapithatd, hogy a pollenfejlddés folyamata genetikai szabdlyozas alatt all, és fligg
az adott genotipus hidegigényétol.
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A him gametofiton kialakulasara a kiils6 homérséklet is hatassal van, ami lehetové teszi,
hogy a folyamat csak kedvez6 id6jarasi koriilmények esetén induljon meg, ezaltal elkeriilhetd a
fejlodd viragszervek karosodasa. Ennek megfelelden a genotipus okozta kiilonbségek mellett a
két nyugami idészak kozott is lattunk eltéréseket a pollenfejlodés iitemében (17. &bra). A
2016/17-es idészakban mind a korai, mind a kési viragzasu fajtaknal az el6z6 évhez képest
nagyjabol egy héttel késébb figyeltilk meg a mikrosporogenezis egyes fazisait. Ennek ellenére
2017-ben a viragzasi idében csupan egynapos eltérést rogzitettiink az el6z6 évhez képest (5.
tablazat). Ennek lehetséges oka, hogy a hideghatas felhalmozodasa 2015/16-ban januar 15. utan
sokkal intenzivebb volt, igy a fajtdk feltehetden hamarabb megkaptdk a mélynyugalom
megtoréséhez sziikséges hidegmennyiséget (15. &bra). Julian és mts. (2014) hasonlo
kiilonbségeket figyelt meg hidegebb és enyhébb évjaratokat dsszehasonlitva néhany mediterran
kajszifajta esetén. Enyhébb teleken a kozepes- és nagy hidegigényli fajtak pollenfejlodése
szdmottevd késéssel ért a tetrdd fazisba, mivel a mélynyugalom megtoréséhez sziikséges
hidegigényt a fak késébb kaptdk meg. Habar a virdgzas idOpontjat elsdsorban szintén a
genetikailag rogzitett hidegigény szabja meg, évrol évre egyéb tényezOk (a virdgzas elotti
hémérséklet, a napsugarzas intenzitasa stb.) is modosithatjak (Rodrigo és mts., 2002; Ruiz és
mts., 2007; Julian és mts., 2014).

6.4. A Kkajszifajtak hidegigénye és ParDAMS5-6 expresszié kozotti kapcsolat

A rogzitett hdmérsékleti adatok alapjan a két vizsgalati idészak iddjarasi koriilményei

jelentdsen eltérnek egymastol (M.2.2. melléklet). A hidegfelhalmozodas mértéke a nyugalmi

1ddszak els6 felében 2016/17-ben intenzivebb volt, mig a nyugalmi idészak masodik felében
ebbdl a szempontbol a 2015/16-os iddszak volt hatékonyabb (15. ébra). A mélynyugalom
megtoréséhez sziikséges hidegmennyiség 2016/17-ben minden fajtanal alacsonyabb volt (5.
tablazat). Eredményeink alatamasztjak Viti és mts. (2010) megfigyeléseit, miszerint enyhébb
nyugalmi periddusban a vizsgalt fajtak (melyek ko6zott a ‘Goldrich’ is szerepelt vizsgalatukban)
hidegigénye kisebb volt a hidegebb évjaratokhoz képest. A két modellt dsszehasonlitva a
dinamikus modell az Utah modellnél kisebb eltéréseket mutatott a két évjarat kozott. A
dinamikus modell ennek alapjan a hiivosebb klimaju teriileteken is pontosabb eredményeket
adhat, ahogyan azt korabban a melegebb, mediterran éghajlata teriileteken tapasztaltak (Ruiz €s
mts., 2007; Viti és mts., 2010).

A korai viragzasu fajtak esetében a mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigény
mindkét nyugalmi idészakban kisebb volt a kései viragzasu fajtakhoz képest (5. tablazat). Az

‘Aurora’ atlagos hidegigénye Utah CU egységben kifejezve hasonlo volt a Viti és mts. (2006)
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altal mért 114060 atlagértékhez, még a ‘Goldrich’ esetében valamivel nagyobb hidegigényt
hataroztunk meg a Spanyolorszagban és Olaszorszdgban mért adatokhoz képest (Viti és mits.,
2010). A “Stella’ és a ‘Zard’ hidegigényérdl nem talalhato publikalt adat. Eredményeink alapjan
mindkét fajta nagyobb hidegigénnyel rendelkezik, mint a két korai viragzasu fajta (5. tablazat).

Az ‘Aurora’ és a ‘Goldrich’ mélynyugalmi allapota januéar 31. és februar 6. kozott ért
véget, a két évjarat kozott mindossze 1-2 napos eltérést figyeltink meg. Habar a hideg-
felhalmozddas intenzitasa elérden alakult a vizsgalt két nyugalmi id6szak soran, a kiilonbségek
januar masodik felére eltiintek, ami megmagyarazza, miért kovetkezhetett be a mélynyugalom
megtorése mindkét évjaratban kozel azonos idépontban (15. dbra). A kései viragzasu fajtaknal az
évjaratok kozotti kiilonbség 7 (‘Zard’) és 8 (‘Stella’) nap volt. Ez feltehetéen annak a
kovetkezménye, hogy 2016/17-ben a mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hideghatas
felhalmozddasa lassabban kovetkezett be.

Eredményeink alapjan a vizsgalatba bevont korai és kései viragzasu fajtak mélynyugalmi
allapota februar elején-kdzepén ér véget (17. adbra). A ParDAM5-6 expresszié mértéke januar
elejétél (2015/16), illetve december kozepétdl (2016/17) erdteljesen csokkenni kezdett. A
mélynyugalmi szakasz végét jelentd 4—6 hétben mindkét vizsgalati idészakban szignifikans
(P<0,05) kiilonbségeket mértiink a ParDAM5-6 gének expresszidjaban a korai (‘Aurora’ és
‘Goldrich’) és a kései (‘Stella’ és ‘Zard’) viragzast fajtak kozott (17. abra). Yamane és mits.
(2011b) feltételezik, hogy a P. persica DAM5-6 gének a mélynyugalomban 1év6 riigyek dozis-
fliggdé novekedési inhibitoraiként miikodnek, és a Kis hidegigényii fajtanal kisebb expresszios
szintet mértek, mint a nagyobb hidegigényi fajtaknal (Yamane és mts., 2011c). A P. armeniaca
DAMS-6 gének nagyobb expresszids szintje hosszabb nyugalmi éallapotot és késéi viragzast
idézett eld a ‘Stella’ és a ‘Zard’ esetében, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a ParDAMS
¢s ParDAMG kajszinal is hasonlé funkciot tolt be.

Magyarorszag atlaghémérséklete az elmult évszazadban kozel 0,8 °C-kal emelkedett
(Lakatos és mts., 2011). Ennek hatasara utobbi 24 ¢év vizsgalatai alapjan a kajszifajtak
mélynyugalmi peridodusa 19-23 nappal tolddott korabbra, még virdgzasuk altagosan 3 nappal
korabban kovetkezik be (Szalay és mts., 2019). A csonthéjas gylimolcsfajok, koztik a kajszi
virdgriigyek nyugalmi 4allapotat szabalyozo gének azonositdsa és milkodésiik jellemzése
kulcsfontossagu informécidokkal szolgal a termesztOknek és a nemesitoknek. Az Ujonnan
azonositott ParCBF1, a ParDAMS és a ParDAM6 gének rendelkeznek azokkal a szerkezeti
sajatossagokkal, valamint a genetikailag és kdrnyezi tényezOk altal meghatarozott expresszios
mintdzattal, ami valdsziniisiti, hogy ezek a gének fontos elemei a kajszi nyugalmi allapotat

szabalyoz6 molekularis rendszernek.
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6.5. A P. persica NAC1 allél mutaciéinak jellemzése

Az Oszibarack PpNAC1 génben bekovetkezett 9 bp inszercio az elsdé leirt funkcio-
tulajdonsagai alapjan feltehetden transzkripcios aktivacios doménként mitkodik (Olsen és mits.,
2005). Korabban egy Petunia NAC-génben azonositottak egy 6 bp inszerciét, ami egy
transzpozon beékelddése, majd kivagodasa kovetkeztében keletkezett, és két extra aminosav
beépiilésével mikodésképtelenné tette a gén altal kodolt fehérjét (Souer és mts., 1996). A
PpNAC1-ben talalhaté 9 bp inszercid szintén egy transzpozon lenyomata (footprint) vagy egy
inszercioval kialakult direkt ismétlédés lehet. Egy nemrég azonositott, nem-autoném
transzpozon, a FaSt, mely gyakran eléfordul az dszibarackgenomban, a transzpozicié soran 9 bp-
0s direkt ismétlodéseket hoz létre (Halasz ¢és mts., 2014). A célszekvencia ugyan meglehetésen
kiilonbozik az PpNAC1-ben talalhatotol, mely tobbnyire C-t és G-t tartalmaz, mig a FaSt
transzpozon az A-ban és T-ben gazdag régiokba ékelddik. Ennek ellenére egy mutator tipusu
transzpozon szerepe nem zarhat6 ki a 9 bp-os inszercio 1étrejotte soran. Az inszercié jelenléte
ezenkivill magyardzhaté még egy, a DNS-replikédcid sordan a szomszédos CCGA-ismétlodések
kozott bekovetkezett elcsuszassal (,,slippage”). Az indel pozicié utan egy CCCGTACGGG
palindrom szekvencia talalhato (20. abra), mely gyakran okoz inszerciot/deléciot a replikacio
soran kialakul6 hajtiihurok-szerkezet miatt (Montgomery és mts., 2013).

Az Oszibarack esetében mar ismert polimorfizmuson kiviill ujabb faj- illetve
fajtaspecifikus szekvenciabeli kiilonbségeket is sikeriilt azonositani (7. tablazat). EQy CATT-
ismétlodés talalhato a P. persica, a P. dulcis és a P. cerasus ‘Kantorjanosi’ 2 szekvenciak 3’
csak egy példanyban taldlhatd meg. A meggy esetében egy 1 bp inszercio taldlhaté a CATT
motivumtol upstream iranyba, 4 bp tavolsagra (20. abra). A felsorolt példakbol latszik, hogy a
Prunus fajokbol szarmazé NAC gének ezen szakaszan igen gyakran torténtek kiilonbozo
mutacios események.

A magvaval6 francia dszibarack fajtak, mint a ‘Belle Garde’ és a ‘Reine des Vergers’, a
19. szdzad masodik felében valtak népszeriivé Magyarorszagon. Ezek a fajtak kései, szeptemberi
éréstiek, csakigy, mint a tobbi sargahtsu tajfajta (pl. ‘Crosby’, ‘Elberta’, ‘Lady Palmerston’,
‘Magyar aranydurancija’, ‘Mezékomaromi duranci’, ‘Wiirttembergi kirdly’) (Rapaics, 1940;
Mohacsy, 1954). Hazankban emiatt terjedt el maga az ,,6szibarack” elnevezés. Az USA-ban
inditott nemesitési programokban ekdzben a korai érést tlizték ki célul. A fragmentumhossz
analizis eredménye alapjan a PpNAC1-ben bekovetkezett, korai érést eldidéz0 mutaciora

heterozigdta ‘Amsden’ (M.2.1. melléklet) volt az els6 korai érésti fajta, mely Magyarorszagon is
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elérhetové valt, és 2012-ig iiltetvény-telepitésre is engedélyezték (Nemzeti Fajtajegyzek, 2012).
Azoéta az inszerciot tartalmaz6 allél elterjedésével szamos orszagban egyre inkdbb a korai, nyari
honapokban ér6 fajtak uraljak a piacot. Akagi és mts. (2016) szintén erds szelekciorol szamoltak
be a 4-es kromoszoma PpNAC1 korili régidjaban, a teljes genomra Kiterjed6 SNP-
polimorfizmus vizsgalata alapjan.

Mivel a PpNAC1 bizonyitottan meghatarozo szerepet jatszik az ¢szibarack érési idejének
szabalyozasaban, felmeriilt a kérdés, hogy vajon rokon fajok esetében is van-e hasonlo
szekvenciabeli kiilonbség az eltérd idoben érd fajtak kozott. A 2. tdbldzatban felsorolt fajtakbol
szarmaz6 mintakkal szintén PCR-vizsgalatot végeztiink az Gszibarackra tervezett (Pirona és mts.
2013) primer-parral, majd az amplikonokat klonoztuk és szekvenaltattuk. Kajszi, europai szilva
¢s mandula esetében kettd, mig a meggybdl hat, a PPNAC1-gyel homolodg, részleges szekvenciat
azonositottunk (20. abra). Az Gszibarack korai érését okozo 9 bp-0s inszerciot nem talaltuk meg
a tobbi Prunus szekvenciaban, ellenben szamos egyéb nukleotid-polimorfizmus fellelhet6 volt a

kérdéses génszakaszon, melyek modosithatjak a fehérje funkcidjat (20 abra és 7. tablazat).

A hérom nem-konzervativ- és egy non-szensz aminosav cserét okozé mutaciot a kajszi és
a meggy korai érésii fajtaiban (‘Korai zamatos’ és ‘Korai pipacsmeggy’) talaltuk meg (20. abra).
A ‘Korai zamatos’ fajtaban két szekvencia-variaciot azonositottunk, melyek csupan a gén 3’
tortént kozvetleniil a funkcidjat vesztett Oszibarack allélban talalhatd inszercio el6tt upstream
iranyban, mely a kései érésii ‘Corlate’ fajtabol szarmazo allélban nem talalhato meg. Mindez
felveti annak a lehetdségét, hogy ez a nem konzervativ aminosav csere osszefiiggésben allhat a
korai éréssel a ‘Korai zamatos’ fajta genomjaban. A ‘Korai pipacsmeggy’ junius kdzepén érik,
nagyjabol harom héttel megelézve a ‘Kantorjanosi 3° fajtat. Erdekes médon a korai fajta kétféle
NAC szekvencia-valtozatot hordoz, melyek koziil az egyikben egy nem-konzervativ prolin —
mutaciot leirtak, melyek funkcidvesztést eredményeztek a szerkezeti instabilitds vagy a
fehérjetranszport gatlasa kovetkeztében (Takada és mts. 2001). Minthogy a cisztein és a prolin a
diszulfidhidak kialakitdsdban jatszik szerepet, valamint képes a helikalis szerkezeti elemek
megtorésére (Patthy, 2008), egy ilyen aminosav-modosulds nagymértékben gatolhatja egy
fehérje normalis miikodését.

A P. cerasus ‘Korai pipacsmeggy’ 2. szekvenciaban egy korai stopkodon talalhatd a
PpNAC1 inszerciotol 3’ iranyban, 6 bp tavolsagra (20. abra). Ez varhatéan 18 aminosavval
roviditi meg a fehérje C-terminalis végét, mely komoly hatassal lehet a funkcioképességére. Ez
az eltérés nem talalhatd meg a kései érésti ‘Kantorjanosi 3’ alléljaban, mely azonban szdmos

szinonim SNP-t és konzervativ aminosav-cserét tartalmaz. A masik korai meggyfajta, a ‘Piramis’
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esetében két, kissé eltéré allélt azonositottunk, a szekvenciabeli kiilonbségek azonban nem
jelentdsek igy feltehetéen nincsenek hatdssal a fehérje mitkddésére. A gén tovabbi régiodit
azonban érdemes lenne elemezni mas lehetséges mutaciok azonositasa érdekében.

A diploid 6szibarack esetében munkank soran statisztikai elemzéssel is aldtdmasztottuk a
PPNAC1 gén érési idot szabalyozo hatasat, melyet a miikodésképtelen allélok szama hataroz meg
(6. tablazat). A funkcidjukat vesztett NAC allélok elemzése ravilagithat a poliploid ndvények
genomjaban, nagyobb kopiaszamban jelen 1évé allélok kozotti interakciora. A poliplod fajok
genomjaban gyakrabban halmozddnak fel mutacidk, ha a paraldg génpar egyik tagja mentesiil a
szelekcios nyomds aldl, mint ahogy azt a meggy S-haplotipusok estében megfigyelték
(Tsukamoto ¢és mts., 2006). A poliploid europai szilva- és a meggy-szekvenciadinak mutacios
gyakorisaga a vizsgalt génszakaszon nem kiilonb6zott a diploid fajokétol (7. tablazat), ami azt
jelzi, hogy feltehetden mindegyik funkcidjat vesztett allél kozvetlen hatassal lehet az érési id6
alakuldséra a poliploid fajokban is. Az altalunk végzett homoldgia-alapti vizsgalat bizonyitékul
szolgél arra, hogy a diploid kajszi és mandula, a tetraploid meggy, valamint a hexaploid eurdpai
szilva genomja olyan homoldég NAC-szekvencidkat hordoz, melyek az érési idét szabalyozo, {6
gének kozé tartoznak. Ezt a cseresznye €s kajszi esetében végzett QTL-térképezés eredményei is
meger6sitik (Dirlewanger és mts., 2012).

Habar a rokon fajokban azonositott mutans allélok pontos funkcioja még feltérképezésre
var, a Prunus genomok ko6zotti igen jelentds szinténia miatt (Dondini és mts., 2007; Olmstead és
mts., 2008; Dirlewanger és mts., 2012) minden bizonnyal befolyasoljak az érési id6 alakulasat a
vizsgalt kajszi- és meggyfajtak esetében. Diploid fajoknél, mint az dszibarack, a PPNACL1 16kusz
alléljainak meghatarozasa alapjan mar viszonylag megbizhato eldrejelzést tehetiink az adott
genotipus €rési idejére, és a legtobb fajta esetében hasznélhato, fiiggetleniil annak eredetétol.
Poliplod fajoknal, mint az eurdpai szilva és a meggy, ez dsszetettebb feladat, hiszen sziikség van
az Osszes allél teljes szekvencidjara, hogy minden, vélhetdleg funkcioképtelen variaciot
azonositani lehessen. Egy genotipuson beliil rdadasul az egyes allélvaridnsok szama ¢és
egymassal vald kolcsonhatasa is befolyasolhatja az érési 1d6 alakulasat. Az egyes rokon Prunus
fajok NAC-lokuszaban kimutatott allél-valtozatok alapjan egy megbizhato, koltséghatékony
molekularis diagnosztikai modszer (allél-specifikus PCR, PCR-RFLP, nagyfelbontast
olvadaspont analizis) is kidolgozhatd, melynek segitségével az érési id6 akar mar magonc korban

koltséghatékony mdédon meghatarozhaté lehet.
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6.6. A PpNACL1 funkcionalis markerként val6 alkalmazhatosaga

korai érés kozott feltételezhetd Osszefiiggést Pirona és mts. (2013) két hasadd populéacion végzett
vizsgalatai valoszinUsitették. Munkank soran 125, eltérd0 ¢érésidejii  Oszibarackfajtat
genotipizaltunk, hogy igazoljuk a PpNAC1 gén hatdsat ¢és molekularis markerként vald
alkalmazhatdsagat. A statisztikai elemzések (szignifikancia-vizsgalat khi-négyzet prébaval,
Goodman-Kruskal mutato) a két valtozo, a NAC-genotipus és az érési ido-kategoria kozott igen
szoros kapcsolatot mutattak ki (6. tablazat). Az eredmények alapjan tehat a PpNAC1 megbizhat6
marker lehet az dszibarack nemesités soran az érési idére torténd szelekcid esetében.

Mind a korai, mind a kései érési kategoriaban talaltunk olyan fajtakat, melyek genotipusa
eltért ettdl az altalanos tendenciatol. A korai érésti ‘Favorita Moretti’ (julius elsé dekadja) és
‘Kinai 8’ (julius masodik dekadja) a 192 bp allélra voltak homozigotak, a kései érésti ‘Royal
Pride’ (augusztus vége), ‘Harken’ és ‘Orion’ (szeptember 1. dekddja) pedig a 201 bp allélt
hordoztdk homozigdta formaban. Ez arra utal, hogy az érési idé meghatarozasaban mas l6kuszok
is kozremikodnek, hiszen a NAC fehérjék egy Osszetett halozat részei, mely tobb, a
gyiimolcséréshez kothetd folyamatot szabalyoz (Nufiez-Lillo és mts., 2015; Shan és mts., 2012).

Erre jo példa az igen kései érésli ‘Vérbarack’, melynek vords husszinét a gylimolcs
mezokarpiumaban felhalmoz6dé antocianin okozza (Mohacsy, 1954). Shen és mts. (2013)
eredményei alapjan a PPNACI heterodimert képez egy masik NAC-tipust gén termékével, mely
a ,,vérbarack”-fenotipus kialakitasaért felelés. Ez a gén az 5-0s kapcsoltsdgi csoporton talalhatd
¢s a voOrds hust Oszibarack fajtdkban sokkal nagyobb mértékben fejezédik ki, mint a
hagyomanyos husszini fajtakban. A heterodimer aktivalja a PpMYB10.1 transzkripcios faktort,
mely az antocianin felhalmozodasaért felelés a gyiimolcshusban (Zhou és mts., 2015). Az
altalunk vizsgalt korai és kozépidei éréshi fajtak kozott nem talalni vords hiisszini genotipusokat

(M.2.1. melléklet). A kodolo szekvenciaban bekdvetkezett 9 bp-nyi inszercidé kovetkeztében a

PpNAC1 gén feltehetden funkcidvesztéses mutaciot szenvedett, mely nem csak korai érést
eredményez, hanem az antocianin-felhalmozddast szabalyozdo NAC-heterodimerek képzddését is
gatolja. Ez megmagyardznd, miért figyelheté meg szoros dsszefiiggés a ,,vérbarack™ fenotipus és
a kései érési id0 kozott annak ellenére, hogy e két tulajdonsdgot kodold gének eltérd

kromoszoémakon helyezkednek el (Pirona és mts., 2013; Zhou és mts., 2015).
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7. OSSZEFOGLALAS

A hazai csonthéjas gyiimolcs-termesztés szamara az elmult par évtizedben Kritikus
tényez6vé valt a téli-koratavaszi idészakban tapasztalhato szélsGséges hémérsékletingadozas. A
mérsékelt égovi fafajok, igy gylimolcstermdé novényeink életciklusa is aktiv- €s nyugalmi
periodusra oszthatd. A mélynyugalmi allapot genetikailag rogzitett tulajdonsadg, melynek
segitségével a ndvény atvészeli a ndvekedés €s fejlodés szempontjabol kedvezbtlen idészakot. A
mélynyugalom bizonyos mennyiségii hideghatasra ér véget, az ezt kovetd kényszernyugalmi
idészakban a fejlddési folyamatok meginduldsat a kiilsé kornyezeti hatdsok szabalyozzidk. Ma
mar szamos fas novény, koztiik tobb Rosaceae csaladba tartozé faj esetében azonositottak olyan
fehérjéket kddold géneket, melyek a nyugalmi allapot szabalyozasaban vesznek részt.

Munkank soran két ilyen transzkripcios faktort kodold géncsalad, a CBF (C-repeat biding
factor) és a DAM (dormancy associated MADS-box) egy-egy tagjanak vizsgalatat végeztiik el
kajszi (Prunus armeniaca L.) esetében. Irodalmi adatok alapjan a CBF gének gyorsan
indukélodnak az alacsony homérséklet hatdsara és a fagytiirés szempontjabol jelentds, in. COR
(cold-regulated) gének aktivalast végzik. A DAM gének olyan, MIKC-tipusi MADS-box
transzkripcids faktorokat kodolnak, melyeknek a nyugalmi allapot szabdlyozdsaban van
szerepiik. Oszibarackban hat DAM gén ismert, melyek koziil felteheten a DAMS5 és -6 feleldsek
a nyugalmi allapot kialakitasaért (Bielenberg és mts., 2008).

Kajszi genomi DNS-bdl az 756 bp hosszusaghi ParCBF1, valamint a ParDAMS (729 bp)
és ParDAM6 (230 bp) szekvenciakat izolaltuk, melyhez a szakirodalomban fellelhetd,
Oszibarackra tervezett primerparokat hasznaltunk (Wisniewski és mts., 2011; Yamane és mts.,
2011a; Bielenberg és mts., 2008). A fragmentumokat klonozast kovetden szekvenaltattuk, majd
rokon fajok hasonld szekvencidival homologiavizsgalatot végeztink a NCBI MegaBLAST
algoritmusanak segitségével. Mind a ParCBF1, mind a ParDAM5 ¢és ParDAM6 nagyfoku
egyezést mutatott mas Prunus fajokbdl szarmaz6 CBF és DAM génekkel. A rokonsagi
kapcsolatot filogenetikai elemzéssel is alatamasztottuk mind a ParCBF, mind a ParDAM5 és
ParDAMG6 szekvencidk esetében.

A szekvenciak kovetkeztetett aminosav-sorrendjének illesztésével azonositottuk a CBF ¢és
DAM transzkripcios faktorok jellegzetes fehérje doménjeit. A fehérje-térszerkezet modellezésére
alkalmas SWISS-MODEL (Arnold és mts., 2006) program segitségével elkészitettiik a ParCBF1
AP2 DNS-k6td doménjénak, valamint a ParDAMS MADS- és K-doménjénak modelljét.
Mindhérom éaltalunk izolalt kajsziszekvencidban azonositottuk a CBF és DAM transzkripcids
faktorok jellemzd motivumait, ami arra utal, hogy e fehérjék biologiai funkcidja sértetlen.
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Az ujonnan azonositott ParCBF és ParDAM5-6 génekkel expresszios vizsgalatokat is
végeztiink két korai (‘Aurora’ és ‘Goldrich’) és két kései viragzasu (‘Stella’ és ‘Zard’) kajszifajta
viragriigyeib6l szarmazd cDNS-mintékkal, két évjaratot (2015/16 és 2016/17) dsszehasonlitva. A
ParCBF1 génexpresszidja mindkét évjaratban a nyugalmi iddszak elsé felében volt a
legnagyobb. E tekintetben szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg a fagyérzékeny ‘Aurora’,
valamint a fagytlird ‘Stella’ és a ‘Zard’ kozott. A ParDAMb5-6 gének expresszidja a nyugalmi
iddszak elején az Gsszes fajta esetében emelkedni kezdett. A legnagyobb expresszios értékeket
2015 novemberében, illetve 2016 decemberében mértiik, ezutan mindkét gén transzkripciojat
fokozatosan csokkend tendencia jellemezte. A korai és kései viragzasu fajtak kozott szignifikans
kiilonbségeket figyeltiink meg a februar 8-i mintagyijtési idopontig. A ParCBF1 és a ParDAM5-
6 gének transzkripcids aktivitasa kozott egyértelmli kapcsolat mutatkozott a nyugalmi iddszak
elsd felében, amikor is a nagyobb ParCBF1 expresszios értékeket mutatd fajtaknal a ParDAMS-
6 esetében is magasabb expressziods szintet figyeltiink meg.

Mindkét vizsgalati idészakban nyomon kovettiik a kisérlethez kivalasztott kajszifajtak
nyugalmi allapotat hidegigényiik meghatarozasaval és a pollenfejlédés (mikrosporogenezis)
folyamatanak megfigyelésével. A ndvényeket ért hideghatas felhalmozddasat az un. hidegegység
(chill unit) értékekben szamoltuk ki a Utah modell (Richardson és mts., 1974) és hideg-adag
(chill portion) értékekben a dinamikus modell (Fishman és mts., 1987) alapjan. A hideghatas-
felhalmozddas iiteme a két modell alapjan igen hasonldan alakult, de az eredmények a dinamikus
modell esetében sokkal homogénebbnek bizonyultak. A 2015/16-os nyugalmi idészak végére
mindkét modellel szamottevéen nagyobb hidegmennyiség felhalmozodasat hataroztuk meg a
2016/17-es évjarathoz viszonyitva. A korai viragzasi ‘Aurora’ ¢és ‘Goldrich’ Kisebb
hidegigénnyel rendelkezett a kései viragzasu ‘Stella’ és ‘Zard’ fajtakhoz képest.

A pollenfejlédés  folyamatat mindkét vizsgdlati iddszakban  mikroszkdopos
megfigyelésekkel kovettiik nyomon januar és marcius kozott. Négy fejlédési allapotot tudtunk
elkiiloniteni: archesporium (differencidlatlan szovetdlloméany); meidzis eldtti szakasz (a
pollenanyasejtek kialakulasa és elkiiloniilése); a meidzist kovetd négy utodsejtes tetrad allapot és
a mikrosporak, illetve a fejlédoé pollenszemek. A 2016/17-es idészakban kb. kéthetes csuszast
figyeltiink meg az el6z6 évjarathoz képest, melynek oka feltehetden a januar végén—februar
elején bekovetkezett hosszabb hideg periodus lehetett. A kései viragzasu ‘Stella’ és a ‘Zard’
esetében a meidzis mindkét évben nagyjabol egyhetes késéssel kdvetkezett be a korai viragzasu
‘Aurora’ és ‘Goldrich’ fajtakhoz képest.

A génexpresszios vizsgalatokat Osszevetettilk a hideghatas-felhalmozodés, valamint a
mikrosporogenezis vizsgélatok eredményeivel. Ennek alapjan a ParCBF1 aktivitasat az alacsony

hémérséklet hatdrozza meg, mig a ParDAMS-6 expresszigjat feltehetéen részben a ParCBF1
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transzkripcidés faktor, részben a vizsgalt fajtak hidegigényének teljesiilése szabalyozza.
Megallapitottuk, hogy mind a korai, mind a kései viragzasu kajszifajtak virdgriigyeiben a
mélynyugalom megtoréséhez sziikséges hidegigény teljesiilésével a ParDAMb5-6 expresszidja
szignifikansan lecsokken, és megjelenik a pollenenanyasejtek osztodasat kovetd un. tetrad
allapot.

A gylimolcsérés ideje gazdasagi szempontbol igen fontos tulajdonsag, mely poligénes
oroklodésti, ami kiilondsen megneheziti a szelekciot és az 01 fajtak eldallitasat. A molekularis
markerezési eljarasok alkalmazéasaval a keresztezésekbdl szarmazé utddpopulaciok vizsgalata €s
értékelése sokkal hatékonyabban megvalosithatd, hiszen akar mar csiranovény korban
szelektalhatjuk a kivant genotipusokat.

Oszibarackban (Prunus persica L.) Pirona és mts. (2013) azonositottak egy NAC
transzkripcios faktort kodolo gént (ppa008301m), melyben egy inszercidos mutacionak
koszonhetéen kimutathatdé volt egy nagyobb méretii allél, ami egylitt 6roklédott a korai
érésidovel. Vizsgalataink soran egy érési idé tekintetében igen valtozatos &szibarack-
fajtagylijtemény genotipizalasat végeztik el azzal a céllal, hogy a sziik genetikai hatteri
ndvényanyagon felismert korabbi Osszefiiggést statisztikailag megbizhatd adatokkal tdmasszuk
ala. A Pirona és mts. (2013) altal tervezett és fluoreszcens jeloléssel ellatott NAC-indel
specifikus forward primer hasznéalataval 125 olyan Oszibarack fajtabol szarmaz6 mintan
végzetiink PCR reakciot, melyek érési ideje ismert. A PCR termékek fragmentumhossz-analizise
alapjan harom jol elkiilonithet6 genotipust hataroztunk meg: 1) homozigéta a 192 bp hosszisagh
‘Lovell’ fajtaban leirt referencia allélra (Verde és mts., 2013), 2) homozigota az inszerciot
tartalmazod 201 bp hosszusagu allélra, 3) heterozigdta genotipus, mely mind a 192 bp, mind a 201
bp hosszisagu allélt hordozza. A statisztikai elemzés alapjan (Cramer — féle V-teszt) a NAC-
genotipus és az érési id6 kozott szignifikans kapcsolat volt Kimutathato.

A rokon Prunus fajok szekvenciaillesztése nagyfoku egyezést mutatott az Oszibarack
inszerciot nem talaltuk meg egyik vizsgalt csonthéjas faj parcialis NAC szekvenciajaban sem, de
szamos mas szekvencia-modosulast sikeriilt azonositani. Diploid fajokndl, mint az dszibarack, a
PpNAC1 l6kusz alléljainak meghatirozésa alapjan mar viszonylag megbizhato eldrejelzést
tehetiink az adott genotipus érési idejére. Poliplod fajoknal ez Osszetettebb feladat, hiszen
sziikség van az Osszes allél teljes szekvenciajara, ezen kiviil az egyes allélvaridnsok szama és
egymassal valo kolcsonhatasa is befolyasolhatja az érésidd alakulasat. Eredményeink alapjan az
Oszibarack PPNAC1 gén funkciondlis markerként alkalmazhat6 a nemesitési alapanyag érési

1dore torténd szelekcidjara. A rokon fajok homolog szekvencidiban azonositott allélvariaciok
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pedig szintén lehetové teszik egy megbizhatd, korai szelekciot lehetdvé tévo markerezési eljaras
kidolgozasat.

Vizsgélataink sordn a csonthéjas gylimolesfak két gazdasagi szempontbodl jelentOs
tulajdonsagat (a viragzasi idonek ¢€s az érésidonek) meghatarozd genetikai hattér felderitéséhez
szolgaltattunk adatokat, melyek segitségével a nemesitési programokban jol hasznalhato,

koltséghatékony molekuléris diagnosztikai moédszer kidolgozasara is mod nyilhat.
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8. SUMMARY

In the past few decades, extreme temperature fluctuations during winter and early spring
become a critical issue for the Hungarian stone-fruit production. The life-cycle of temperate tree
species, such as our fruit crops incudes active and dormant periods. Endodormancy state is
genetically determined, and it’s essential for deciduous trees to survive unfavorable weather
conditions during winter. Endodormancy-release occurs after a certain amount of chill and
during the subsequent ecodormnacy state developmental processes are regulated by
environmental factors. In the last few years, a number of dormancy-related genes have been
identified in case of woody plants, including several species from Rosaceae family.

One of the aims of our study was to evaluate two of these transcription factor-coding
gene families, the CBF (C-repeat biding factor) and the DAM (dormancy associated MADS-box)
in apricot (Prunus armeniaca L.). According to previous studies CBF genes induce quickly at
low temperature, activating the frost tolerance-related COR (cold-regulated) genes. The DAM
genes belong to the MIKC-type MADS-box transcription factor coding genes and their main role
is to regulate endodormancy. Six DAM genes have been described in peach (Bielenberg et al.,
2008) from which DAM5 and DAMS6 are probably responsible for endodormancy set and release.

The 756 bp length ParCBF1, ParDAMS5 (729 bp) and ParDAM6 (230 bp) sequences have
been isolated form apricot genomic DNA using primer pairs from previous studies on peach
(Wisniewski et al., 2011; Jiménez et al., 2010; Bielenberg et al., 2008). After cloning and
sequencing, a homology test was performed with sequences form other Prunus species using the
NCBI MegaBLAST algorithm. All ParCBF1, ParDAM5 and ParDAMG6 show high similarity to
the CBF and DAM genes of other Prunus species. A phylogenetic analysis further supported the
homology and functionality of these new P. armeniaca CBF1 and DAM5-6 genes.

The characteristic protein-domains of CBF and DAM transcription factors were identified
using the alignment of the predicted amino acid sequences. The molecular model of the AP2
DNA-binding domain from ParCBF1 and MADS- and K- domains from ParDAMS5 were made
using the SWISS-MODEL server (Arnold et al., 2006). Typical molecular motifs of CBF and
DAM transcription factors could be identified in all new apricot sequences, suggesting that these
proteins are functionally intact.

To further study the functionality of the newly identified ParCBF1 and ParDAMb5-6
genes, an expression analysis was made on flower bud cDNA samples from two early flowering
(‘Aurora’ and ‘Goldrich’) and two late flowering (‘Stella’ and ‘Zard’) apricot cultivars,
comparing two consecutive dormancy seasons. The highest ParCBFlexpression levels were
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detected during the first part of the dormant period in both years. Significant differences were
observed between the frost-sensitive ‘Aurora’ and frost-tolerant ‘Stella’ and ‘Zard’. The
ParDAMG6-5 expression started to increase at beginning of dormancy season in all cultivars. The
highest transcript levels were detected in November (2015) and December (2016). After a
considerable drop in ParDAM5 and ParDAMG6 expression, significant differences were found
between the early and late-flowering cultivars until 8 February. At the beginning of the dormant
season, the expression levels of ParDAM5 and ParDAM6 were correlated with the ParCBF1
expression rates: cultivars with higher ParCBF1 transcript level had also increased ParDAM5-6
expression rates.

Dormancy state of the four apricot cultivars was evaluated during both seasons by the
definition of their chilling requirements and the observation of pollen development
(microsporogenesis). Chilling accumulation was calculated in chill-units using the Utah model
(Richardson et al., 1974) and in chill-portions using the Dynamic model (Fishman et al., 1987).
Comparing the two models, tendency of chill accumulation was quiet similar but Dynamic
model showed lower variation across years. During the dormant season of 2015/16 the amount of
chill was considerably higher than in 2016/17. The early flowering ‘Aurora’ and a ‘Goldrich’
had lower chilling requirement in both years compared to the late flowering cultivars.

Pollen development was studied using optical microscope between January and March in
both seasons. Four developmental stages were distinguished: archesporium (undifferentiated
sporogenic tissue); premeiotic conditions (development and separation of pollen mother cells);
tetrad (after meiosis) and microspores (development of pollen grains). In the second
experimental season, there was a one-week delay in the process which might have been caused
by low temperatures at the beginning of February. The late-flowering cultivars, ‘Stella’ and
‘Zard’ showed one-week delay in the timing of meiosis and the development of pollen grains in
both years compared to the respective developmental stages of the early-flowering ‘Aurora’ and
‘Goldrich’.

Gene expression studies were compared to the chill-accumulation and microsporogenesis
data. The activity of ParCBF1 was mostly regulated by low temperatures, while ParDAM5-6
transcript levels were changed according to the ParCBF1 expression rates and the fulfilment of
cultivar chilling requirements. The expression level of ParDAM5-6 was significantly
downregulated after the fulfilment of chilling requirement in case of all cultivars and the meiosis
of pollen mother cells (tetrad stage) occured after that.

As many important agronomic traits, fruit maturation day (MD) is also polygenic, which

causes difficulties during selection and the improvement of new cultivars. Molecular diagnostic
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assays would simplify the evaluation of breeding material and would make possible the selection
of desired genotypes at early seedling age.

A NAC transcription factor coding gene (ppa008301m) has been found to be a strong
candidate of a major gene influencing MD in peach (Prunus persica L.) by Pirona és mts.
(2013). A 9 bp insertion in this gene resulted in earlier MD in two segregating peach
populations. Our study was carried out to test whether this mutation in the PpNAC1 gene can be
used as a reliable functional marker for MD in a wide range of peach cultivars of various origins
and phenotypic characters. A total of 125 peach cultivars were genotyped using the NAC-indel
specific fluorescent forward primer designed by Pirona és mts. (2013). The fragment-length
analysis represented three distinct genotypes: 1) homozygous for the 192 bp ‘Lovell” reference
allele (Verde et al., 2013), 2) homozygous for the 201 bp allele and 3) heterozygous cultivars
carrying both the 192 bp and 201 bp alleles. Statistical analysis (Cramer's V test) confirmed a
significant correlation between MD and NAC genotype.

The sequence alignment of related Prunus species show high level of homology with the
respective region of the P. persica reference genome. The peach early MD-related 9 bp insertion
couldn’t be found in the partial NAC sequences of other stone fruit species used in this study,
however, a number of other sequence modifications could be identified. In case of diploid
species like peach, firm conclusions can be drawn for the MD category of a cultivar based on a
simple allele-typing in the PpNAC1 locus. In polypoid species the identification of additional
alleles and the determination of complete gene sequences should be carried out to identify all
presumably non-functional sequence variations in the locus, find out the interaction of several
alleles and characterize their contribution to fruit MD. The results confirmed that the PpNAC1
gene would be used as functional marker for the selection of breeding material in case of peach
and sequence variations at the respective region of other related species may also be applied in
maker assisted selection.

Our studies provided a set of new data about the genetic background of two important
agronomic traits of fruit crops (flowering time and maturity date). These results would be useful
in breeding programs and would provide an opportunity for designing reliable and cost-efficient

molecular diagnostic assays.

86



10.14751/SZIE.2020.021
9. ABRAJEGYZEK

1. abra: A Prunus l-es kapcsoltsdgi csoport SSR markerek alapjan torténd Osszehasonlitdsa
kiilonboz6 fajok esetében, Dirlewanger €s mts. (2004) alapjan.........cocceevieeiiiiieniiiies e 9

2. édbra: Négy Prunus faj 0sszehasonlito térképezésének eredménye Dirlewanger és mts. (2004)

ALAPJAN. Lttt 11
3. adbra: A mérsékeltovi fas novények éves novekedési ciklusa (Hanninen és Tanino, 2011
Alap]Jan, MOAOSTEVA) ..vvivriiiiiie ittt s b st e e st e e sa e e e snb e e e nrb e e e nnneeea 14
4. dbra: A MIKC-tipust MADS-box fehérjék szerkezeti felépitése. ........ccovvmriiniiiiiiiieiiininnns 24
5. abra: Egy NAC protein altaldnos szerkezeti felépitese. .......ovviiiiiiiiiiiiiiiinie e 28

6. abra: Az 6szibarack 4. kapcsoltsagi csoportjanak 0sszehasonlitdsa a Pirona és mts. (2013) altal

végzett kisérletben hasznalt térképezdé populaciok kozott, melyek a ‘NJ Weepy’ x ‘Bounty’

rrrrrr

8. abra: Az Oszibarackra tervezett, CBF-F jeli forward (Barros és mts. (2012) és a CBF1 R
reverz primer (Wisniewski és mts. 2011) hasznalataval amplifikalt, kiilonb6z6 Prunus fajokbol
szarmazo PCR-termékek detektalasa agardz-gélelektroforézissel.. .......ooovviniiiiiiiiiiicniininens 42
9. abra: Prunus C-repeat binding factor (CBF) szekvenciak illesztése és a Prunus armeniaca
CBF1 feh@rje SZETKEZELE. .......oiviiiiiiiiiiiii s 44
10. abra: C-repeat binding factor (CBF)-gének prediktalt aminosav-szekvenciainak filogenetikai
elemzése a legnagyobb valdszintiség (maximum likelihood) modszerrel.. .........cccoovviiiiiiniienn, 45
11. 4bra: Az Oszibarackra tervezett, DAMS- ¢s DAM6 — specifikus primerek hasznalataval
amplifikalt, kiilonbdz6 Prunus fajokbdl szdrmazd genomi, valamint kajszi cDNS-bdl szdrmazé
PCR-termékek detektaldsa agardz-gélelektroforézissel. ... 47
12. abra: Prunus Dormancy-Associated MADS-box gének részleges aminosav-szekvenciainak
illesztése és a Prunus armeniaca DAMS fehérje szerkezete.. .....oooovviiiiniiiiiiiiieni s 48
13. abra: A P. armeniaca DAMG parcialis génszekvencia leforditott aminosav-szekvencidjanak
illesztése a japan kajszi (PmDAMSO6), az Oszibarack (PpDAMS6) és a mandula (PdADAMO6)
homolOg SZEKVENCIAIVAL ......cc.oiiiiiiii s 49
14. éabra: Dormancy-associated MADS-box (DAM) gének aminosav-szekvenciajanak

filogenetikai elemzése a legnagyobb valoszinliség (maximum likelihood) moddszer alapjan.......50

87



10.14751/SZIE.2020.021
15. édbra: A hidegigény felhalmozdodasa hidegegység (chill unit) értékben (Utah modell) (a) és
hideg-adag (chill portion) értékben (dinamikus modell) (b) megadva a 2015/16-0s (fekete vonal)
¢s a 2016/17-es (sziirke vonal) nyugalmi idOszak alatt. ...........c.cccooveviiiniiiiiiic 52
16. abra: Fénymikroszkopos felvételek a kajszi (Prunus armeniaca) pollenfejlédésének
(Mikrosporogenezis) fAZISAITOL. ......ccoiuiiiiiiie i 56
17. abra: A ParCBF1, ParDAMS és ParDAM6 gének expresszidos mintdzata kajszi (Prunus
armeniaca) viragriigyekben két egymast kovetd nyugalmi idészakban. ..........ccocvevevrevieniennnne. 59

18. abra: A fragmentumhossz-analizis altal meghatarozott PDNACL1 genotipusok kromatogramja..

SPECIfIKUS PrIMEIPAITAL .....cvviiiiiiiiii e 63

20. abra: Kiilonbozé Prunus fajokbol szarmazd, a PpNACL-gyel homolog szekvenciak C-

88



10.14751/SZIE.2020.021
10. TABLAZATJEGYZEK

1. tablazat: Novényi transzkripcios faktor-csaladok és legfontosabb funkcidik.........ccoccvvvernennee. 19

2. tablazat: Az Oszibarack PpPNACL1 szekvencia-homologok vizsgalatahoz hasznalt Prunus fajok

3. tablazat: A ParCBF1 és ParDAMS5-6 homologok azonositasahoz alkalmazott primerek ........ 36
4. tablazat: A ParCBF1 és ParDAM5-6 gének expresszios vizsgalatdhoz tervezett primerek..... 38
5. tablazat: A kisérletben hasznalt kajszifajtak mélynyugalom megtoréséhez sziikséges
hidegigénye a két vizsgalat nyugalmi idészakban (2015/16 €5 2016/17) ...ccoovvriveiiieniiciieiieeen, 54

6. tablazat: A NAC-genotipusok és az érési id6 Osszefiiggését bemutatd kontingencia tablazat..62

crer

89



10.14751/SZIE.2020.021
11. MELLEKLET

M.1 IRODALOMJEGYZEK

1)  Aida, M., Ishida, T., Fukaki, H., Fujisawa, H., Tasaka, M. (1997): Genes involved in
organ separation in Arabidopsis: an analysis of the cup-shaped cotyledon mutant. Plant
Cell, 9: 841-857.

2) Aida, M., Ishida, T., Tasaka, M., (1999): Shoot apical meristem and cotyledon
formation during Arabidopsis embryogenesis: interaction among the CUP-SHAPED
COTYLEDON and SHOOT MERISTEMLESS genes. Development, 126: 1563—1570.

3) Akagi T., Hanad, T., Yaegaki H., Gradziel, T. M., Tao, R. (2016): Genome-wide view
of genetic diversity reveals paths of selection and cultivar differentiation in peach
domestication. DNA Res 23: 271-282.

4)  Alberquerque, N., Garcia-Montiel, F., Carrillo, A., Burgos, L. (2008): Chilling and heat
requirements of sweet cherry cultivars and the relationship between altitude and the
probability of satisfying the chill requirements. Environ Exp Botany, 64: 162-170.

5)  Alisoltani, A., Shiran, B., Fallahi, H., Ebrahimie, E. (2015): Gene regulatory network in
almond (Prunus dulcis Mill.) in response to frost stress. Tree Genet Genomes, 11: p. 1-
15.

6) Allen, M.D., Yamasaki, K., Ohme-Takagi, M., Tateno, M., Suzuki, M. (1998): A novel
mode of DNA recognition by a beta-sheet revealed by the solution structure of the
GCC-box binding domain in complex with DNA. Embo J, 17: 5484-5496

7)  Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., Lipmann, D. J. (1990): Basic local
alignment search tool. J mol bio, 215: 403-410.

8) Aranzana, M. J., Decroocq, V., Dirlewanger, E., Eduardo, I., Gao, Z. S., Gasic, K.,
lezzoni, A., Jung, S., Peace, C., Prieto, H., Tao, R., Verde, 1., Abbott, A. G., Arts, P.
(2019): Prunus genetics and applications after de novo genome sequencing:
achievements and prospects. Hortic Res, 6: 1-25.

9) Arold, K., Bordoli, L., Kopp, J., Schwede, T. (2006): The SWISS-MODEL
Workspace: A web-based environment for protein structure homology modelling.
Bioinformatics, 22: 195-201.

10) Artlip, T. S., Wisniewski, M. E., Bassett, C. L., Norelli, J. L. (2013): CBF gene
expression in peach leaf and bark tissues is gated by a circadian clock. Tree physiol, 3:
p. 866-877.

90


http://bioinformatics.oxfordjournals.org/cgi/content/short/22/2/195

10.14751/SZIE.2020.021

11) Badenes, M. L., Parfitt, D. E. (1995): Phylogenetic relationships of cultivated Prunus
species from an analysis of chloroplast DNA variation. Theor Appl Genet, 90: 1035-
1041.

12) Baek, S., Choi, K., Kim, G. B., Yu, H. J., Cho, A,, Jang, H., Kim, C., Kim, H. J..,
Chang, K.S., Kim, J.H., Mun, J. H. (2018): Draft genome sequence of wild Prunus
yedoensis reveals massive inter-specific hybridization between sympatric flowering
cherries. Genome Biol, 19: 127.

13) Bailey, C.H., Cowgill, W. and Hough, L.F. (1982). Estimate of chilling requirements of
apricot selections. Acta Hort, 85: 184-189.

14) Barros, P. M., Goncalves, N., Saibo, N.J.M., Oliveira, M.M. (2012): Functional
characterization of two almond C-repeat binding factors involved in cold response. Tree
Physiol, 32: 1-16.

15) Bartholy, J., Pongracz, R. Barcza, Z., Haszpra, L. Gelybo, G., Kern, A. Hidy, D. Torma,
C., Hinyady, A., Kardos, P. (2007): The regional effects of climate change: Present state
and the expected tendencies. Féldrajzi Kozlemények, 55: 257-270.

16) Bartolini, S., Viti, R., Guerriero, R. (2006). Xylem differentiation and
microsporogenesis during dormancy of apricot flower buds (Prunus armeniaca L.). Eur
J Hort Sci, 71: 84-90.

17) Becker, A., Theissen, G. (2003): The major clades of MADS-box genes and their role in
the development and evolution of flowering plants. Mol Phylogenet Evol, 29: 464-489.

18) Benedict, C., Skinner, J.S. Meng, R., Chang, Y. Bhalerao, R., Hunter, N.P.A., Finn,
C.E., Chen, T.H.H., Hurry, V. (2006): The CBF1-dependent low temperature signalling
pathway, regulon and increase in freeze tolerance are conserved in Populus spp. Plant
Cell Environ, 29: 1259-1272.

19) Benkert, P., Tosatto, S.C.E., Schomburg, D. (2008): QMEAN: a comprehensive scoring
function for model quality assessment. Proteins, 71: 261-277.

20) Bianchi, V. J., Rubio, M., Trainotti, L., Verde, 1., Bonghi, C., Martinez-Gémez, P.
(2015): Prunus transcription factors: breeding perspectives. Front Plant Sci, 6: 443.

21) Bielenberg, D.G., Li, Z., Zhebentyayeva, T., Fan, S., Reighard, G.L.R., Scorza, R.,
Abbott, A.G. (2008): Sequencing and annotation of the evergrowing locus in peach
[Prunus persica (L.) Batsch] reveals a cluster of six MADS-box transcription factors as
candidate genes for regulation of terminal bud formation. Tree Genet Genomes 4: 495—
507.

91



10.14751/SZIE.2020.021

22) Bliss, F. A., Arulsekar, S., Foolad, M. R., Becerra, V., Gillen, A. M., Warburton, M. L.,
Dandekar, A. M., Kocsisne, G. M., Mydin, K. K. (2002): An expanded genetic linkage
map of Prunus based on an interspecific cross between almond and peach. Genome, 45:
520-529.

23) Bookout, A. L., Magnelsdorf, D. J. (2003): Quantitative real-time PCR protocol for
analysis of nuclear receptor signaling pathways. Nucl Recept Signal 1: nrs-01012. DOI:
10.1621/nrs.01012

24) Brecht, J. K., Kader, A. A., Ramming, D. W. (1984): Description and postharvest
physiology of some slow-ripening nectarine genotypes. J Am Soc Hortic Sci, 109: 596—
600.

25) Brown, D.S., Kotob, F.A. (1957): Growth of flower buds of apricot, peach, and pear
durin the rest period. Proc Am Soc Hortic Sci 69:158-164.

26) Campoy, J. A, Ruiz, D., Cook, N., Allderman, L., Egea, J. (2011): Clinal variation of
dormancy progression in apricot. S Afr J Bot, 77: 618-630.

27) Campoy, J. A., Le Dantec, L., Barreneche, T., Dirlewanger, E., Quero-Garcia, J. (2015):
New insights into fruit firmness and weight control in sweet cherry. Plant Mol Biol
Rep, 33: 783-796.

28) Carlow, C.E., Faultless, J.T., Lee, C., Siddiqua, M., Edge, A., Nassuth, A. (2017):
Nuclear localization and transactivation by Vitis CBF transcription factors are regulated
by combinations of conserved amino acid domains. Plant Physiol Biochem, 118: 306-
319.

29) Castede, S., Campoy, J. A., Garcia, J. Q., Le Dantec, L., Lafargue, M., Barreneche, T.,
Wenden, B., Dirlewanger, E. (2014): Genetic determinism of phenological traits highly
affected by climate change in Prunus avium: flowering date dissected into chilling and
heat requirements. New Phytol, 202: 703-715.

30) Cline, M. G., Deppong, D.O. (1999): The role of apical dominance in paradormancy of
temperate woody plants: A reappraisal. J Plant Physiol 155: 350-356.

31) Dirlewanger, E., Moing, A., Rothan, C., Svanella, L., Pronier, V., Guye, A., Plomion,
C., Monet, R (1999): Mapping QTLs controlling fruit quality in peach (Prunus persica
(L.) Batsch). Theor Appl Genet, 98: 18-31.

32) Dirlewanger, E., Graziano, E., Joobeur, T., Garriga-Calderé, F., Cosson, P., Howad, W.,
Arus, P. (2004): Comparative mapping and marker-assisted selection in Rosaceae fruit
crops. P Natl A Sci USA, 101: 9891-9896.

92



10.14751/SZIE.2020.021

33) Dirlewanger, E., Cosson, P., Boudehri, K., Renaud, C., Capdeville, G., Tauzin, Y.,
Laigret, F., Moing, A. (2006): Development of a second-generation genetic linkage
map for peach [Prunus persica (L.) Batsch] and characterization of morphological traits
affecting flower and fruit. Tree Genet Genomes, 3: 1-13.

34) Dirlewanger, E., Quero-Garcia, J., Le Dantec, L., Lambert, P., Ruiz, D., Dondini, L.,
llla, E., Quilot-Turion, B., Audergon, M., Tartarini, S., Letourmy, P., Aras, P. (2012):
Comparison of the genetic determinism of two key phenological traits, flowering and
maturity dates, in three Prunus species: peach, apricot and sweet cherry. Heredity, 109:
280-292.

35) Dondini, L., Lain, O., Geuna, F., Banfi, R., Gaiotti, F., Tartarini, S., Bassi, D., Testolin,
R. (2007): Development of a new SSR-based linkage map in apricot and analysis of
synteny with existing Prunus map. Tree Genet Genomes, 3: 239-249.

36) Eduardo, 1., Pacheco, 1., Chietera, G., Bassi, D., Pozzi, C., Vecchietti, A., Rossini, L.
(2011): QTL analysis of fruit quality traits in two peach intraspecific populations and
importance of maturity date pleiotropic effect. Tree Genet Genomes, 7: 323-335.

37) Eduardo, 1., Picafol, R., Rojas, E., Batlle, 1., Howad, W., Aranzana, M. J., Arts, P.
(2015): Mapping of a major gene for the slow ripening character in peach: co-location
with the maturity date gene and development of a candidate gene-based diagnostic
marker for its selection. Euphytica, 205: 627-636.

38) Egea, J., Ortega, E., Martinez-Gomez, P., Dicenta, F. (2003): Chilling and heat
requirements of almond cultivars for flowering. Environ Exp Bot, 50: 79-85.

39) Elo, A., Lemmetyinen, J., Turunen, M.-L., Tikka, L., Sopanen, T. (2001): Three
MADS-box genes similar to APETALAL and FRUITFULL from silver birch (Betula
pendula). Physiol Plantarum 112: 95-103

40) Erez, A. (2000): Bud dormancy; phenomenon, problems and solutions in the tropics and
subtropics. In: Erez, A. (Ed.), Temperate Fruit Crops in Warm Climates. Kluwer
Academic Publishers, The Netherlands, pp. 17-48.

41) Erez, A., Fishman, S. (1997): The dynamic model for chilling evaluation in peach buds.
In IV International Peach Symposium 465: 507-510.

42) Faust, M., Erez, A., Rowland, L.J., Wang, S.Y. Norman, H.A. (1997): Bud dormancy in
perennial fruit trees: physiological basis for dormancy induction, maintenance, and
release. HortScience, 32: 623-629.

43) Felsenstein, J. (1985): Confidence limits on phylogenies: An approach using the
bootstrap. Evolution 39: 783-791.

93



10.14751/SZIE.2020.021

44)  Fennell, A. (1999). Systems and approaches to studying dormancy: Introduction to the
workshop. HortScience, 34: 1172-1173.

45) Fishman, S., Erez, A., Couvillon, G. A. (1987): The temperature dependence of
dormancy breaking in plants: mathematical analysis of a two-step model involving a
cooperative transition. J Theor Biol, 124: 473-483.

46) Galiba, G., Vagujfalvi, A., Li, C. X., Soltész, A., Dubcovsky, J. (2009): Regulatory
genes involved in the determination of frost tolerance in temperate cereals. Plant Sci,
176: 12-19.

47) Gamboa, M.C., Rasmussen-Poblete, S. Venezuela, P.D.T., Krauskopf, E. (2007):
Isolation and characterization of a cDNA encoding a CBF transcription factor from E.
globulus. Plant Physiol Biochem, 45: 1-5.

48) Gao, Z., Zhuang, W., Wang, L., Shao, J., Luo, X., Cai, B., Zhang, Z. (2012): Evaluation
of chilling and heat requirements in Japanese apricot with three
models. HortScienceence, 47: 1826-1831.

49) Gilmour, S. J., Zarka, D. G., Stockinger, E. J., Salazar, M. P., Houghton, J. M.,
Thomashow, M. F. (1998): Low temperature regulation of the Arabidopsis CBF family
of AP2 transcriptional activators as an early step in cold-induced COR gene expression.
Plant J, 16: 433-442.

50) Giovannoni, J. J. (2004): Genetic regulation of fruit development and ripening. Plant
Cell, 16: S170-S180.

51) Gregis, V., Sessa, A., Dorca-Fornell, C., Kater, M. M. (2009): The Arabidopsis floral
meristem identity genes AP1, AGL24 and SVP directly repress class B and C floral
homeotic genes. Plant J, 60: 626-637.

52) Guo, C., Zhang, J.Q., Peng, T., Bao, M.Z., Zhang, J.W. (2014): Structural and
expression analyses of three PmCBFs from Prunus mume. Biol Plantarum, 58: 247—
255.

53) Hajnal V., Németh S. Z., Szalay L., Vécsei A. (2013): Frost hardiness of overwintering
organs of some promising foreign apricot cultivars in Hungary. Acta Hort, 981: 587—
590

54) Halasz J., Kodad, O., Hegedlis A. (2014): Identification of a recently active Prunus-
specific non-autonomous Mutator element with considerable genome shaping force.
Plant J, 79: 220-231.

55) Hall, T. A. (1999): BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl Acid S, 41: 95-98.

94



56)

57)

58)

59)

60)

61)

62)

63)

64)

65)

66)

67)

10.14751/SZIE.2020.021

Hanninen, H., Tanino, K. (2011): Tree seasonality in warming climate. Trends Plant
Sci, 16: 412-416.

Harmer, S.L , Hogenesch, L.B., Straume, M,. Chang, H.S., Han, B., Zhu, T., Whang,
X., Kreps, J.A., Kay, S.A. (2000): Orchestrated transcription of key pathways in
Arabidopsis by the circadian clock. Science, 290: 2110-2113.

Heide, O.M. (2008): Interaction of photoperiod and temperature in the control of growth
and dormancy of Prunus species. Sci Hort, 115: 309-314.

Heide, O.M., Prestrud, A.K, (2005): Low temperature, but not photoperiod, controls
growth cessation and dormancy induction and release in apple and pear. Tree Phys, 25:
109-114.

Hernandez, M. J. R., Micheletti, D., Bink, M., Van de Weg, E., Cantin, C., Nazzicari,
N., Caprera, A., Dettori, M.T., Micali, S., Banchi, E., Campoy, J. A., Dirlewanger, E.,
Lambert., P., Pascal, T., Troggio, M., Bassi, D., Rossini, L., Verde, 1., Quilot-Turion,
B., Laurens, F., Arus, P., Aranzana, J.M. (2017). Integrated QTL detection for key
breeding traits in multiple peach progenies. BMC genomics, 18: 404.

Hickman, R., Hill, C., Penfold, C. A., Breeze, E., Bowden, L., Moore, J. D., Zhang, P.,
Jackson, A., Cooke, E., Bewickle-Copley, F., Mead, A. (2013): A local regulatory
network around three NAC transcription factors in stress responses and senescence in
Arabidopsis leaves. Plant J, 75: 26-39.

Horvath, D. (2009): Common mechanisms regulate flowering and dormancy. Plant Sci,
177: 523-531.

Horvath, D. P. (2015): Dormancy-associated MADS-BOX genes: a review. In:
Anderson J. (eds) Advances in Plant Dormancy (pp. 137-146). Springer, Cham.
Horvath, D. P., Sung, S., Kim, D., Chao, W., Anderson, J. (2010): Characterization,
expression and function of DORMANCY ASSOCIATED MADS-BOX genes from
leafy spurge. Plant Mol Biol, 73: 169-179.

Hu, H., You, J., Fang, Y., Zhu, X., Qi, Z., Xiong, L. (2008): Characterization of
transcription factor gene SNAC2 conferring cold and salt tolerance in rice. Plant Mol
Biol, 67: 169-181.

Huang, K., Louis, J. M., Donaldson, L., Lim, F. L., Sharrocks, A. D., Clore, G. M.
(2000): Solution structure of the MEF2A-DNA complex: structural basis for the
modulation of DNA bending and specificity by MADS-box transcription factors. Embo
J, 19: 2615-2628.

Jaakola, L., Pirttild, A. M., Halonen, M., Hohtola, A. (2001): Isolation of high quality

RNA from bilberry (Vaccinium myrtillus L.) fruit. Mol Biotechnol, 19: 201-203.
95



10.14751/SZIE.2020.021

68) Jaglo, K.R., Kleff, S., Amundsen, K.L., Zhang, X., Haake, V., Zhang, J.Z., Deits, T.,
Thomashow, M.F. (2001): Components of the Arabidopsis C-repeat/dehydration-
responsive element binding factor cold-response pathway are conserved in Brassica
napus and other plant species. Plant Physiol, 127: 910-917.

69) Jedrzejuk, A. G. A. T. A., Szlachetka, W. (2005): Development of flower organs in
common lilac (Syringa vulgaris L.) cv. Mme Florent Stepman. Acta Biol Cracov
Bot, 47: 41-52

70) Jensen, M., Kjaersgaard, T., Nielsen, M., Galberg, P., Peterson, K., O'shea, C.. Skriver,
K. (2010): The Arabidopsis thaliana NAC transcription factor family: structure-function
relationships and determinants of ANACO019 stress signalling. Biochem. J, 426: 183—
196.

71) Jiménez, S., Reighard, G. L., Bielenberg, D. G. (2010): Gene expression of DAM5 and
DAMG is suppressed by chilling temperatures and inversely correlated with bud break
rate. Plant Mol Biol, 73: 157-167.

72) Jin, J.P., Zhang, H., Kong, L., Gao, G., Luo, J.C. (2014): PlantTFDB 3.0: a portal for
the functional and evolutionary study of plant transcription factors. Nucleic Acids Res,
42: D1182-D1187.

73) Jofuku, K. D., Den Boer, B. G., Van Montagu, M., Okamuro, J. K. (1994): Control of
Arabidopsis flower and seed development by the homeotic gene APETALAZ2. Plant
Cell, 6: 1211-1225.

74) Jones D.T., Taylor W.R., Thornton J.M. (1992): The rapid generation of mutation data
matrices from protein sequences. Comput App Biosci 8: 275-282.

75) Joobeur, T., Viruel, M. A., de Vicente, L. M., Jauregui, B., Ballester, J., Dettori, M. T,
Quarta, R. (1998). Construction of a saturated linkage map for Prunus using an almond
x peach F2 progeny. Theor Appl Genet, 97: 1034-1041.

76) Julian, C., Rodrigo, J., Herrero, M. (2011): Stamen development and winter dormancy
in apricot (Prunus armeniaca). Ann Bot-London, 108: 617—625.

77) Julian, C., Herrero, M., Rodrigo, J. (2014): Anther meiosis time is related to winter cold
temperatures in apricot (Prunus armeniaca L.). Environ Exp Bot, 100: 20-25.

78) Jung, S., Staton, M., Lee, T., Blenda, A., Svancara, R., Abbott, A., Main, D. (2008):
GDR (Genome Database for Rosaceae): integrated web-database for Rosaceae
genomics and genetics data. Nucleic Acid Res, 36(suppl_1), D1034-D1040.

96


http://nar.oxfordjournals.org/content/42/D1/D1182.abstract.html?etoc
http://nar.oxfordjournals.org/content/42/D1/D1182.abstract.html?etoc

10.14751/SZIE.2020.021

79) Kagaya, Y., Ohmiya, K., Hattori, T. (1999): RAV1, a novel DNA-binding protein,
binds to bipartite recognition sequence through two distinct DNA-binding domains
uniquely found in higher plants. Nucleic Acids Res, 27: 470-478.

80) Kalcsits, L, A. Silim, S., Tanino, K. (2009): Warm temperature accelerates short
photoperiod-induced growth cessation and dormancy induction in hybrid poplar
(Populus % spp.). Trees 23: 971-979.

81) Kaufmann, K., Melzer, R., Theilen, G. (2005): MIKC-type MADS-domain proteins:
structural modularity, protein interactions and network evolution in land
plants. Gene, 347: 183-198.

82) Kim, H. J., Kim, Y. K., Park, J. Y., Kim, J. (2002): Light signalling mediated by
phytochrome plays an important role in cold-induced gene expression through the C-
repeat/dehydration responsive element (C/DRE) in Arabidopsis thaliana. Plant J, 29:
693-704.

83) Kim, Y. S., Sakuraba, Y., Han, S. H., Yoo, S. C., Pake, N. C. (2013): Mutation of the
Arabidopsis NACO016 transcription factor delays leaf senescence. Plant Cell Physiol,
54: 1660-1672.

84) Kitashiba, H., Matsuda, N., Ishizaka, T., Nakano, H., Suzuki, T. (2002): Isolation of
genes similar to DREB1/CBF from sweet cherry (Prunus avium L.). J Jpn Soc Hortic
Sci 71: 651-7.

85) Kitashiba, H., Ishizaka, T., Isuzugwa, K., Nishimura, K., Suzuki, T. (2004): Expression
of a sweet cherry DREB1/CBF ortholog in Arabidopsis confers salt and freezing
tolerance. J Plant Physiol, 161: 1171-1176.

86) Lakatos, M., Szentimrey, T., Bihari, Z. (2011): Application of gridded daily data series
for calculation of extreme temperature and precipitation indices in Hungary. Iddjaras,
115: 99-1009.

87) Lang, G.A. (1987): Dormancy: A universal terminology. HortScience 22: 817-920.

88) Latchman, D. S. (1997): Transcription factors: an overview. Int J Biochem Cell
Biol, 29: 1305-1312.

89) Lelievre, J. M., Lathe, A., Jones, B., Bouzayen, M., Pech, J. C. (1997): Ethylene and
fruit ripening. Physiol Plantarum, 101: 727-739.

90) Lee, S., Wen, J. (2001): A phylogenetic analysis of Prunus and the Amygdaloideae
(Rosaceae) using ITS sequences of nuclear ribosomal DNA. Am J Bo, 88: 150-160.

97



10.14751/SZIE.2020.021

91) Li, Z, Reighard, G.L., Abbott, A.G., Bielenberg, D.G. (2009): Dormancy-associated
MADS genes from the EVG locus of peach [Prunus persica (L.) Batsch] have distinct
seasonal and photoperiodic expression patterns. J Exp Bot, 60: 3521-3530.

92) Liu Q., Kasuga, M., Sakuma, Y., Abe H., Miura S., Yamaguchi-Shinozaki K.,
Shinozaki K. (1998): Two transcription factors, DREB1 and DREB2, with an
EREBP/AP2 DNA binding domain separate two cellular signal transduction pathways
in drought- and lowtemperature-responsive gene expression, respectively, in
Arabidopsis. Plant Cell, 10: 1391-1406.

93) Lloret, A., Badenes, M. L., Rios, G. (2018): Modulation of dormancy and growth
responses in reproductive buds of temperate trees. Front Plant Sci, 9: 1368

94) Lu,P.L., Chen,N.Z, An, R, Su, Z, Qi, B. S, Ren, F., Chen, J., Wang, X. C. (2007):
A novel drought-inducible gene, ATAF1, encodes a NAC family protein that negatively
regulates the expression of stress-responsive genes in Arabidopsis. Plant Mol Biol, 63:
289-305.

95) Luomajoki, A. (1982): Temperature and dates of male meiosis in trees. Hereditas, 97:
167-178

96) Manning, K., Tér, M., Poole, M., Hong, Y., Thompson, A. J., King, G. J., Giovannoni,
J., Seymour, G. B. (2006): A naturally occurring epigenetic mutation in a gene encoding
an SBP-box transcription factor inhibits tomato fruit ripening. Nat Genet, 38: 948-952.

97) Martel, C., Vrebalov, J., Tafelmeyer, P., Giovannoni, J. J. (2011): The tomato MADS-
box transcription factor RIPENING INHIBITOR interacts with promoters involved in
numerous ripening processes in a COLORLESS NONRIPENING-dependent manner.
Plant Physiol, 157: 1568-1579.

98) Medina, J., Bargues, M., Terol, J., Pérez-Alonso, M., Salinas, J. (1999): The
Arabidopsis CBF gene family is composed of three genes encoding AP2 domain-
containing proteins whose expression is regulated by low temperature but not by
abscisic acid or dehydration. Plant Physiol, 119: 463-470.

99) Medina, J, Catala, R, Salinas, J (2011): The CBFs: Three Arabidopsis transcription
factors to cold acclimate. Plant Sci, 180: 3-11.

100) Milatovic, D., Durovic, D., Zec, G. (2013): Susceptibility of apricot cultivars to winter
and late spring frosts. In: Proceedings of the 4th Conference ,,Innovation in fruit
growing® (ed.: Milatovi¢, D.). Beograd, Serbia, pp. 239-248.

101) Mimida, N., Saito, T., Moriguchi, T., Suzuki, A., Komori, S., Wada, M. (2015).
Expression of DORMANCY-ASSOCIATED MADS-BOX (DAM)-like genes in apple.

Biol Plantarum, 59: 237—-244.
98



10.14751/SZIE.2020.021

102) Mohacsy M. (1954): Oszibaracktermesztés. Mezégazdasagi Kiadd, Budapest.

103) Montgomery Sh, Goode DI, Kvikstad E, Albers Ca, Zhang Zd, Mu X J, Ananda G,
Howie B, Karczewski Kj, Smith Ks, Anaya V, Richardson R, Davis J, The 1000
Genomes Project Consortium, Macarthur Dg, Sidow A, Duret L, Gerstein M, Makova
Kd, Marchini J, Mcvean G, Lunter, G. (2013): The origin, evolution, and functional
impact of short insertion—deletion variants identified in 179 human genomes. Genome
Res 23: 749-761.

104) Moore, S., Vrebalov, J., Payton, P., Giovannoni, J. (2002): Use of genomics tools to
isolate key ripening genes and analyse fruit maturation in tomato. J Exp Bot, 53: 2023—
2030.

105) Morgulis, A., Coulouris, G., Raytselis, Y., Madden, T. L., Agarwala, R., Schiffer, A. A.
(2008). Database indexing for production MegaBLAST searches. Bioinformatics, 24:
1757-1764.

106) Morris, K., Mackerness, S. A. H., Page, T., John, C. F., Murphy, A. M., Carr, J. P.,
Buchanan-Wollaston, V. (2000): Salicylic acid has a role in regulating gene expression
during leaf senescence. Plant J, 23: 677-685.

107) Nakano, T., Suzuki, K., Fujimura, T., Shinshi, H. (2006): Genome-wide analysis of the
ERF gene family in Arabidopsis and rice. Plant Physiol, 140: 411-432.

108) Nemzeti fajtajegyzék (sz616, gyiiméles) (2012). Nemzeti Elelmiszer-lanc Biztonsagi
Hivatal, Budapest, Magyarorszag (ISSN 1585-8308)

109) Niu, Q., Li, J., Cai, D., Qian, M., Jia, H., Bai, S., Houssain, S., Liu, G., Teng, Y.,
Zheng, X. (2015): Dormancy-associated MADS-box genes and microRNAs jointly
control dormancy transition in pear (Pyrus pyrifolia white pear group) flower bud. J Exp
Bot, 67: 239-257.

110) Nuiiez-Lillo, G., Cifuentes-Esquivel, A., Troggio, M., Micheletti, D., Infante, R.,
Campos-Vargas, R., Orellana, A., Blanco-Herrea, F., Meneses, C. (2015): Identification
of candidate genes associated with mealiness and maturity date in peach [Prunus
persica (L.) Batsch] using QTL analysis and deep sequencing. Tree Genet Genom, 11:
1-13.

111) Ohta, M., Matsui, K., Hiratsu, K., Shinshi, H., Ohme-Takagi, M. (2001): Repression
domains of class Il ERF transcriptional repressors share an essential motif for active
repression. Plant Cell, 13: 1959-1968.

112) Okie, W., Blackburn, B. (2008): Interaction of chill and heat in peach flower bud
dormancy. HortScience, 43: 1161-1168.

99



10.14751/SZIE.2020.021

113) Olmstead, J.W., Sebolt, A.M., Cabrera A, Sooriyapathirana S.S, Hammar, S, Iriarte, G.,
Wang, D., Chen, C.Y, Van Der Knaap, E., lezzoni, A.F (2008): Construction of an
intra-specific sweet cherry (Prunus avium L) genetic linkage map and synteny analysis
with the Prunus reference map. Tree Genet Genomes 4: 897-910.

114) Ooka, H., Satoh, K., Doi K., Nagata, T., Otomo, Y., Murakami, K., Matsubara, K.,
Osato, N., Kawai, J., Carninci, P., Hayashizaki, Y., (2003): Comprehensive analysis of
NAC family genes in Oryza sativa and Arabidopsis thaliana. DNA Research, 10: 239-
247.

115) Owens, C.L., Thomasow, M.F., Hancock, J.F., lezzoni, A.F. (2002): CBF1 orthologues
in sour cherry and strawberry and the heterologous expression of CBF1 in strawberry. J
Am Soc Hort Sci, 127: 489-494.

116) Peace, C. P., Crisosto, C. H., Gradziel, T. M. (2005): Endopolygalacturonase: a
candidate gene for freestone and melting flesh in peach. Mo Breeding, 16: 21-31.

117) Parenicova, L., de Folter, S., Kieffer, M., Horner, D. S., Favalli, C., Busscher, J., Cook,
H.E., Ingram, R.M., Kater, M.M., Davies, B., Colombo, L., Angenent, G. C. (2003).
Molecular and phylogenetic analyses of the complete MADS-box transcription factor
family in Arabidopsis: new openings to the MADS world. Plant Cell, 15: 1538-1551.

118) Patthy L. (2008): Protein evolution. 2nd edn, Blackwell, Oxford

119) Pedryc, A., Korbuly, J., Szabd, Z. (1999): Artifical frost treatment methods of stone
fruits. Acta Hortic 488: 377-380.

120) Perry, T.O. (1971): Dormancy of trees in winter. Science 171: 29-36.

121) Pirona, R., Eduardo, I., Pacheco, 1., Linge, C.D.S., Miculan, M., Verde, I., Tartarini, S.,
Dondini, L., Pea, G., Bassi, D., Rossini, L. (2013): Fine mapping and identification of a
candidate gene for a major locus controlling maturity date in peach. BMC Plant Biol,
13: 166.

122) Prudencio, A., Dicenta, F., Martinez-Gomez, P. (2018). Monitoring dormancy transition
in almond [Prunus dulcis (Miller) Webb] during cold and warm Mediterranean seasons
through the analysis of a DAM (Dormancy-Associated MADS-Box) gene. Horticulturae,
4:41.

123) Puranik, S., Sahu, P. P., Srivastava, P. S., Prasad, M. (2012): NAC proteins: regulation
and role in stress tolerance. Trends Plant Sci, 17: 369-381.Puranik, S., Acajjaoui, S.,
Conn, S., Costa, L., Conn, V., Vial, A., Marcellin, R., Melzer, R., Brown, E., Hart, D.,
TheiBBen, G., Silva, C.S., Parcy, F., Dumas, R., Nanao, M., Zubieta, C., Theilen, G.

100



10.14751/SZIE.2020.021

(2014): Structural basis for the oligomerization of the MADS domain transcription
factor SEPALLATAZ in Arabidopsis. Plant Cell, 26: 3603-3615.

124) Quilot, B., Wu, B. H., Kervella, J., Genard, M., Foulongne, M., Moreau, K. (2004):
QTL analysis of quality traits in an advanced backcross between Prunus persica
cultivars and the wild relative species P. davidiana. Theor Appl Genet, 109: 884-897.

125) Ramming, D. W. (1991): Genetic control of a slow-ripening fruit trait in nectarine. Can
J Plant Sci, 71: 601-603.

126) Rapaics, R. (1940). A magyar gyiimoélcs. Kiralyi Magyar Természettudomanyi Tarsulat,
Budapest.

127) Reichmann, J. L., Meyerowitz, E.M., 1997. MADS domain proteins in plant
development. Biol. Chem. 378, 1079-1101.

128) Riechmann, J.L., Heard, J., Martin, G., Reuber, L., Jiang, C.Z., Keddie, J., Adam, L.,
Pineda, O., Ratcliffe, O.J., Samaha, R.R. And Creelman, R. (2000): Arabidopsis
transcription factors: genome-wide comparative analysis among eukaryotes. Science,
290: 2105-2110.

129) Richardson, E. A. (1974): A model for estimating the completion of rest for ‘Redhaven’
and ‘Elberta’ peach trees. HortScience, 9: 331-332.

130) Rodrigo, J., Herrero, M. (2002): Effects of pre-blossom temperatures on flower
development and fruit set in apricot. Sci Hortic-Amsterdam, 92: 125--135.

131) Rohde, A., Bhalerao, R. P. (2007): Plant dormancy in the perennial context. Trends
Plant Sci, 12: 217-223.

132) Romeu, J. F., Monforte, A. J., Sanchez, G., Granell, A., Garcia-Brunton, J., Badenes,
M. L., Rios, G. (2014): Quantitative trait loci affecting reproductive phenology in
peach. BMC Plant Biol, 14: 52.

133) Ruiz, D., Campoy, J. A., Egea, J. (2007): Chilling and heat requirements of apricot
cultivars for flowering. Environ Exp Bot, 61: 254-263.

134) de Sa, M. E. L. D., Lopes, M. J. C., Campos, M. D. A., Paiva, L. V., Amorim, R. M. S.
D., Beneventi, M. A., Firmino, A. A. P., De Sa, M. F. G. D. (2012): Transcriptome
analysis of resistant soybean roots infected by Meloidogyne javanica. Genet Mol Biol,
35: 272-282.

135) Sablowski, R.W., Meyerowitz, E.M., (1998): A Homolog Of No Apical Meristem Is An
Immediate Target Of The Floral Homeotic Genes Apetala3/Pistillata. Cell, 92: 93-103.

136) Saito, T., Bai, S., Ito, A., Sakamoto, D., Saito, T., Ubi, B.E., Imai, T., Moriguchi, T.

(2013): Expression and genomic structure of the dormancy-associated MADS box genes

101



10.14751/SZIE.2020.021

MADS13 in Japanese pears (Pyrus pyrifolia Nakai) that differ in their chilling
requirement for endodormancy release. Tree Physiol, 33: 654-667.

137) Sakuma, Y., Liu, Q., Dobouzet, J. G., Abe, H., Shinozaki, K., Yamaguchi-Shinozaki, K.
(2002): DNA-binding specificity of the ERF/AP2 domain of Arabidopsis DREBS,
transcription factors involved in dehydration-and cold-inducible gene expression.
Biochem Bioph Rres Co, 290: 998-1009.

138) Salazar, J. A., Pacheco, 1., Shinya, P., Zapata, P., Silva, C., Aradhya, M., Velasco, D.,
Ruiz, D., Martinez-Goémez, P., Infante, R. (2017): Genotyping by sequencing for SNP-
based linkage analysis and identification of QTLs linked to fruit quality traits in
Japanese plum (Prunus salicina Lindl.). Front Plant Sci, 8: 476.

139) Sasaki, R., Yamane, H., Ooka, T., Jotatsu, H., Kitamura, Y., Akagi, T., Tao, R. (2011):
Functional and expressional analyses of PmMDAM genes associated with endodormancy
in Japanese apricot (Prunus mume). Plant Physiol, 185: 485-497.

140) Saure, M. C. (1985): Dormancy release in deciduous fruit trees. Hortic Rev, 7: 239-300.

141) Scorza, R., Okie, W.R  (1990): Peaches (Prunus). In: Moore, J.N., Ballington, H.J
(Eds.) Genetic Resources of Temperate Fruit and Nut Crops, International Society for
Horticultural Science, Amsterdam, The Netherlands (1990), pp. 177-231.

142) Sedgley, M., Griffin, A. R. (1989). Sexual reproduction of tree crops. Academic Press.

143) Shan, W., Kuang, J. F., Chen, L., Xie, H., Peng, H. H., Xiao, Y. Y., Kuang, J, F., Fan,
Z., Q., Chen, J.Y., Lu, W. J. (2012). Molecular characterization of banana NAC
transcription factors and their interactions with ethylene signalling component EIL
during fruit ripening. J Exp Bot, 63: 5171-5187.

144) Shen, Z., Confolent, C., Lambert, P., Poéssel, J. L., Quilot-Turion, B., Yu, M., Pascal,
T. (2013): Characterization and genetic mapping of a new blood-flesh trait controlled by
the single dominant locus DBF in peach. Tree Genet Genomes, 9: 1435-1446.

145) Sherman, W. B., Beckman, T. G. (2002): Climatic adaptation in fruit crops. XXVI
International Horticultural Congress: Genetics and Breeding of Tree Fruits and Nuts
622: 411-428.

146) Shinwari, Z. K., Nakashima K., Miura, S., Kasuga, M., Seki, M., Yamaguchi-Shinozaki,
K., Shinozaki, K. (1998): An Arabidopsis gene family encoding DRE/CRT binding
proteins involved in low-temperature-responsive gene expression. Biochem Bioph Rres
Co. 250: 161-170.

147) Shirasawa, K., Isuzugawa, K., Ikenaga, M., Saito, Y., Yamamoto, T., Hirakawa, H., &
Isobe, S. (2017): The genome sequence of sweet cherry (Prunus avium) for use in

genomics-assisted breeding. DNA Research, 24: 499-508.
102



10.14751/SZIE.2020.021

148) da Silveira Falavigna, V., Porto, D. D., Buffon, V., Margis-Pinheiro, M., Pasquali, G.,
Revers, L. F. (2014): Differential transcriptional profiles of dormancy-related genes in
apple buds. Plant Mol Biol Rep, 32: 796-813.

149) Soltész, A., Smedley, M., Vashegyi, 1., Galiba, G., Harwood, W., Vagutjfalvi, A. (2013):
Transgenic barley lines prove the involvement of TaCBF14 and TaCBF15 in the cold
acclimation process and in frost tolerance. J Exp Bot 64: 1849-1862.

150) Sooriyapathirana, S. S., Khan, A., Sebolt, A. M., Wang, D., Bushakra, J. M., Lin-Wang,
K., lezzoni, A. F. (2010): QTL analysis and candidate gene mapping for skin and flesh
color in sweet cherry fruit (Prunus avium L.). Tree Genet Genomes, 6: 821-832.

151) Souer, E., Van Houwelingen, A., Kloos, D., Mol, J., Koes, R., (1996): The no apical
meristem gene of Petunia is required for pattern formation in embryos and flowers and
is expressed at meristem and primordia boundaries. Cell, 85:159-170.

152) Stockinger E.J., Gilmour S.J., Thomashow M.F. (1997): Arabidopsis thaliana
CBFlencodes an AP2 domain-containing transcription activator that binds to the C-
repeat/DRE, a cisacting DNA regulatory element that stimulates transcription in
response to low temperature and water deficit. Proc Natl Acad Sci USA, 94: 1035-
1040.

153) Sun, L., Huang, L., Hong, Y., Zhang, H., Song, F., Li, D. (2015): Comprehensive
analysis suggests overlapping expression of rice ONAC transcription factors in abiotic
and biotic stress responses. Int J Mol Sci, 16: 4306-4326.

154) Svendsen, E., Wilen, R., Stevenson, R., Liu, R., Tanino, K. K. (2007): A molecular
marker associated with low-temperature induction of dormancy in red osier dogwood
(Cornus sericea). Tree Physiol, 27: 385-397

155) Szabo, Z., Szalay, L., Papp, J. (2002): Connection between the developmental stage and
the cold hardiness of peach cultivars. Acta Hortic, 592: 549-552.

156) Szalay, L., Pedryc, A., Szabo, Z. (1999): Dormancy and cold hardiness of flower buds
of some Hungarian apricots. Acta Hortic 488: 315-320.

157) Szalay, L., Papp, J., Pedryc, A., Szabo, Z. (2006): Diversity of apricot varieties based on
traits determining winter hardiness and early spring frost tolerance of floral buds. Acta
Hortic, 701: 131-134.

158) Szalay, L., Timon, B., Németh, S., Papp, J., Toth, M. (2010): Hardening and
dehardening of peach flower buds. HortScience, 45: 761-765.

103



10.14751/SZIE.2020.021

159) Szalay, L., Ladanyi, M., Hajnal, V., Pedryc, A., Téth, M. (2016): Changing of the
flower bud frost hardiness in three Hungarian apricot cultivars. HortScience, 43: 134—
141.

160) Szalay, L., Froemel-Hajnal, V., Bakos, J., Ladanyi, M. (2019): Changes of the
microsporogenesis process and blooming time of three apricot genotypes (Prunus
armeniaca L.) in Central Hungary based on long-term observation (1994-2018). Sci
Hortic-Amsterdam, 246: 279-288.

161) Takada S, Hibara Ki, Ishida T, Tasaka M (2001): The CUP-SHAPED COTYLEDON1
gene of Arabidopsis regulates shoot apical meristem formation. Development 128:
1127-1135.

162) Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., Kumar, S. (2013): MEGAG:
molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol Biol Evol, 30: 2725-2729.

163) Tanino, K. K., Cherrya, K. M., Kriger, J. N., Hrycana, W., Marufu, G., Thomas, J. D.,
Gray, G. R. (2014): Photosynthetic responses to temperature-mediated dormancy
induction in contrasting ecotypes of red-osier dogwood (Cornus sericea L.). Environ
Exp Bot, 106: 221-230.

164) Theissen, G., Saedler, H. (1995): MADS-box genes in plant ontogeny and phylogeny:
Haeckel's ‘biogenetic law’revisited. Curr Opin Genet Dev, 5: 628-639.

165) Thomashow, M. F. (2010): Molecular basis of plant cold acclimation: insights gained
from studying the CBF cold response pathway. Plant Physiol 154: 571-577.

166) Nakano, T., Suzuki, K., Fujimura, T., Shinshi H. (2006): Genome-wide analysis of the
ERF gene family in Arabidopsis and rice. Plant Physiol, 140: 411-32.

167) Tsukamoto, T., Hauck, N.R., Tao, R., Jiang, N., lezzoni, A.F. (2006): Molecular
characterization of three non-functional S-haplotypes in sour cherry (Prunus cerasus)
Plant Mol Biol 62: 371-383.

168) Velasco, R., Zharkikh, A., Affourtit, J., Dhingra, A., Cestaro, A., Kalyanaraman, A.,
Fontana, P., Bhatnagar, S. K., Troggio, M., Pruss, D., Salvi, S., Pindo, M., Baldi, P.,
Castelletti, S., Cavaiuolo, M., Coppola, G., Costa, F., Cova, V., Dal Ri, A., Goremykin,
V., Komjanc, M., Longhi, S., Magnago, P., Malacarne, G., Malnoy, M., Micheletti, D.,
Moretto, M., Perazzolli, M., Si-Ammour, A., Vezzulli, S., Zini, E., Eldredge, G.,
Fitzgerald, L.M., Gutin, N., Lanchbury, J., Macalma, T., Mitchell, J.T., Reid, J.,
Wardell, B., Kodira, C., Chen, Z., Desany, B., Niazi, F., Palmer, M., Koepke, T., Jiwan,
D., Schaffer, S., Krishnan, V., Wu, C., Chu, V.T., King, S.T., Vick, J., Tao, Q., Marz,
A., Stormo, A., Stormo, K., Bogden, R., Ederle, D., Stella, A., Vecchietti, A., Kater,

M.M., Masiero, S., Lasserre, P., Lepinasse, Y., Allan, A.C., Bus, V., Change,” D.,
104


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=16407444&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=16407444&dopt=Abstract

10.14751/SZIE.2020.021

Crowhurst, R.N., Gleave, A.P., Lavezzo, E., Fwacett, J.A., Proost, S., Rouze” P., Streck,
L., Troppo, S., Lazzari, B., Hellens, R.P., Durel, C.E., Gutin, A., Bumgarner, R.E.,
Gardiner, S.E., Skolnick, M., Egholm, M., Van De Peer, Y., Salamini, F., Viola, R..
(2010): The genome of the domesticated apple (Malus x domestica). Nat Genet (42)
833-841.

169) Verde, I., Abbott, A. G., Scalabrin, S., Jung, S., Shu, S., Marroni, F., Zhebentyayeva,
T., Dettori, M. T., Grimwood, J., Cattonaro, F., Zuccolo, A., Rossini, L., Jenkins, J.,
Vendramin, E., Meisel, L., A., Decroocq, V., Sosinski, B., Prochnik, S., Mitros, T.,
Policriti, A., Cipriani, G., Dondini, L., Ficklin, S., Goodstein, D. M., Xuan, P., Del
Fabbro, C., Aramini, V., Copetti, D., Gonzalez, S., Horner, D. S., Falchi, R., Lucas,
S., Mica, E., Maldonado, J., Lazzari, B., Bielenberg, D., Pirona, R., Miculan, M.,
Barakat, A., Testolin, R., Stella, A., Tartarini, S., Tonutti, P., Arus, P., Orellana, A.,
Wells, C., Main, D., Vizzotto, G., Silva, H., Salamini, F., Schmutz, J., Morgante, M.,
Rokhsar, D., S. (2013): The high-quality draft genome of peach (Prunus persica)
identifies unique patterns of genetic diversity, domestication and genome evolution. Nat
Genet, 45: 487.

170) Viti, R., Andreini, L., Ruiz, D., Egea, J., Bartolini, S., lacona, C., Campoy, J. A. (2010).
Effect of climatic conditions on the overcoming of dormancy in apricot flower buds in
two Mediterranean areas: Murcia (Spain) and Tuscany (Italy). Sci Hortic-Amsterdam,
124: 217-224.

171) Viti, R., Bartolini, S., Guerriero, R. (2006): Apricot floral biology: the evolution of
dormancy and the appearance of bud anomalies in several Italian genotypes. Adv Hort
Sci, 20: 267-274.

172) Voitsik, A. M., Muench, S., Deising, H. B., Voll, L. M. (2013): Two recently duplicated
maize NAC transcription factor paralogs are induced in response to Colletotrichum
graminicola infection. BMC Plant Biol, 13: 1.

173) Wang, N., Zheng, Y., Xin, H., Fang, L., Li, S. (2013): Comprehensive analysis of NAC
domain transcription factor gene family in Vitis vinifera. Plant Cell Rep, 32: 61-75.

174) Wareing, P. J.(1956): Photoperiodism in woody plants. Annu. Rev. Plant
Physiol, 7: 191-214.

175) Weaver, R. F., Hedrick, P. W. (1997): Genetics. Dubuque, lowa: WM.C. Brown
Publishers.

176) Weinbaum, S.A., Polito, V.S., Muraoka, T.T. (1989): Assessment of Rest Completion
and its Relationship to Appearance of Tetrads in Anthers of “Nonpareil” Almonds. Sci

Hort, 38:69-76.
105



10.14751/SZIE.2020.021

177) Welling, A., Palva, E.T. (2006): Molecular control of cold acclimation in trees. Physiol
Plant, 127: 167-181.

178) Welling, A., Palva, E.T. (2008): Involvment of CBF Transcription Factors in Winter
Hardiness in Birch. Plant Physiol, 147: 1119-1211.

179) Wen, J., Berggren, S. T., Chung-Hee, L. E. E., Ickert-Bond, S., Ting-Shuang, Y. I., Ki-
Oug, Y. O. O,, Xie, L., Shaw, J., Potter, D. (2008): Phylogenetic inferences in Prunus
(Rosaceae) using chloroplast ndhF and nuclear ribosomal ITS sequences. Journal Sys
Evol, 46: 322-332.

180) Werner, D. J., Creller, M. A., Chaparro, J. X. (1998): Inheritance of the blood-flesh trait
in peach. HortScienceence, 33: 1243-1246.

181) Wisniewski M., Norelli, J., Bassett, C., Artlip, T., Macarisin, D. (2011): Ectopic
expression of a novel peach (Prunus persica) CBF transcription factor in apple
(Malus xdomestica) results in short-day induced dormancy and increased cold
hardiness. Planta, 233: 971-983.

182) Wu, R.M., Walton, E.F., Richardson, A.C., Wood, M., Hellens, .P., Varkonyi-Gasic, E.
(2012). Conservation and divergence of four kiwifruit SVP-like MADS-box genes
suggest distinct roles in kiwifruit bud dormancy and flowering. J Exp Bot, 63: 797-807.

183) Xiao, H., Siddiqua, M., Braybrook, S., Nassuth, A. (2006): Three grape CBF/DREB1
genes respond to low temperature, drought and abscisic acid. Plant Cell Environ, 29:
1410-1421.

184) Xie, Q., Frugis, G., Colgan, D., Chua, N.H., (2000): Arabidopsis NAC1 transduces
auxin signal downstream of TIR1 to promote lateral root development. Genes Dev, 14:
3024-3036.

185) Yamane, H., Kashiwa, Y., Ooka, T., Tao, R., Yonemori, K., (2008): Suppression
subtractive hybridization and differential screening reveals endodormancy-associated
expression of an SVP/AGL24-type MADS-box gene in lateral vegetative buds of
Japanese apricot. J Am Soc Hort Sci, 133: 708-716.

186) Yamane, H., Ooka, T., Jotatsu, H., Sasaki, R., Tao, R. (2011a): Expressional regulation
of PpDAMS5 and PpDAMSG, peach (Prunus persica) dormancy-associated MADS-box
genes, by low temperature and dormancy-breaking reagent treatment. J Exp Bot, 62:
3481-3488.

187) Yamane, H., Ooka, T., Jotatsu, H., Sasaki, R., Tao, R. (2011b): Expression analysis of
PpDAMS and PpDAMG6 during flower bud development in peach (Prunus persica). Sci
Hortic-Amsterdam, 129: 844-848.

106



10.14751/SZIE.2020.021

188) Yamane, H., Tao, R., Ooka, T., Jotatsu, H., Sasaki, R., Yonemori, K. (2011c):
Comparative analyses of dormancy-associated MADS-box genes, PpDAM5 and
PpDAMS, in low-and high-chill peaches (Prunus persica L.). J Jpn Soc Hortic Sci, 80:
276-283.

189) Yang, T., Zhang, L., Zhang, T., Zhang, H., Xu, S., An, L. (2005): Transcriptional
regulation network of cold-responsive genes in higher plants. Plant Sci., 169: 987-995.

190) Zhang, Q., Chen, W., Sun, L., Zhao, F., Huang, B., Yang, W., Xing, Z. (2012). The
genome of Prunus mume. Nat Commun, 3: 1318.

191) Zhang, J., Yang, W. R., Cheng, T. R., Pan, H. T., Zang, Q. X. (2013): Functional and
evolutionary analysis of two CBF genes in Prunus mume. Can J Plant Sci, 93: 455-464.

192) Zhao, K., Zhou, Y., Li, Y., Zhuo, X., Ahmad, S., Han, Y., Yong, X., Zhang, Q. (2018):
Crosstalk of PmCBFs and PmDAMs based on the changes of phytohormones under
seasonal cold stress in the stem of Prunus mume. Int J Mol Sci, 19: 15.

193) Zhou, H., Lin-Wang, K., Wang, H., Gu, C., Dare, A.P., Espley, R.V., He, H., Allan,
A.C., Han, Y. (2015): Molecular genetics of blood-fleshed peach reveals activation of

anthocyanin biosynthesis by NAC transcription factors. Plant J, 82:105-121.

107



M.2

MELLEKLETEK

10.14751/SZIE.2020.021

1. melléklet: A vizsgalatokhoz hasznalt 6szibarack fajtak neve, eredete, legfontosabb pomologiai tulajdonsagai, érési ideje és NAC-genotipusa

Fajtanév

Eredet

Legfontosabb pomolégiai

Erési idé6 Magyarorszagon

Erési ido

NAC - genotipus

tulajdonsagok* (Julian-nap) Heterozigota Homozigéta
(192/201bp) (201bp)

Primissima Delbard Franciaorszag M, G, F, D junius 2. dekadja 165 *
Royal April USA M, G, S, D jinius 2. dekadja 165 *
Madeleine Pouyet Franciaorszag M, G, F, D junius 2. dekadja 167 *
Spring Lady USA M, G, S, FM junius 2. dekadja 169 *

Springold USA M, G, S, D jnius 3. dekadja 175 *

Starcrest Franciaorszag M,G,S, D junius 3. dekadja 177 *
Redwing USA M, G, F, M jnius 3. dekadja 179 *
Tena Csehorszag N,G,S,D junius 3. dekadja 180 *
Springtime USA M, G, F, D junius 2. fele - julius eleje 180 *
Rubirich USA M, G, S, D jnius 2. fele - julius eleje 180 *
Big Haven USA N, G, S, D junius 2. fele - julius eleje 181 *
Springcrest Franciaorszag M, G, S, FM julius 1. dekadja 182 *
Teska Csehorszag M, G,S,D julius 1. dekadja 183 *
Zhao Xia Kina M, G, F, D jhlius 1. dekadja 186 *

Fenix Csehorszag M, G,S,D julius 1. dekadja 188 *

Favorita Morettini Olaszorszag M, G, S, M julius 1. dekadja 190

Gloria Red Magyarorszag M, G, S, D julius 1. dekadja 191 *

Nikitskyi 85 Oroszorszag N, G, S, FM julius 1. dekadja 191 *
Luna Csehorszag M, G, F,M julius 2. dekadja 192 *

Tenira Csehorszag M, G, S, FM julius 2. dekadja 192 *

June Star USA N, G, S, M jalius 2. dekadja 193 *
Stark Early Glo USA M, G, S, M jhlius 2. dekadja 194 *
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Arany csillag Magyarorszag M, G, S, D julius 2. dekadja 195 *
Cardinal USA M, G, S, FM julius 2. dekadja 196 *
Dixired USA M, G, S, D jalius 2. dekadja 196 *
Nectagrand Olaszorszag N, G, S, D julius 2. dekadja 196 *
Amsden USA M, G, F, D jalius 2. dekadja 196 *

Vistarich USA M, G, S, D julius 2. fele 196 *

Early Red USA M, G, S, D jalius 2. dekadja 197 *

Early White Giant USA M, G, F, D julius 2. dekadja 197 *
Early White Giant USA M, G, F, D jhlius 2. dekadja 197 *

Meigue Pantao Kina M, L, F, D julius 2. dekadja 197

Piroska Magyarorszag M, G, F, M julius 2. dekadja 197 *

Jerseyland USA M, G, S, FM jalius 2. dekadja 198 *
Regina USA M, G, S, M jhlius 2. dekadja 198 *

Earliglo USA N, G,S,D jalius 2. dekadja 199 *

Sunrise USA M, M, S, - jhlius 2. dekadja 199 *

Weinberger Olaszorszag N, G, S, FM julius 2. dekadja 199 *
Albatros Dél-Afrika M, G, F, D jhlius 2. dekadja 200 *
Mariska Magyarorszag M, G, F, FM julius 2. dekadja 200 *
Tercie Csehorszag M,G,S,D julius 2. dekadja 200 *
Caldesi 2000 Olaszorszag N, G, F, FM julius 2. dekadja 201 *
Sunhaven USA M, G, S, FM jhlius 3. dekadja 202 *

Early Redhaven USA M, G, S, FM jalius 3. dekadja 203 *
Zhao Hui Kina M, G, F, D jhlius 3. dekadja 205

Redhaven Bianca Olaszorszag M, G, F,M julius 3. dekadja 206 *

Harblese Kanada N,G,S,D julius 3. dekadja 207 *
Krasava Csehorszag M, G, F, D julius 3. dekadja 207 *

Genadix 7 Franciaorszag M, G, F,M julius 3. dekadja 208 *

Pegaso Olaszorszag N, G, S, M julius 3. dekadja 210 *

Big Top USA N, G, S,D jhlius 3. dekadja 210 *

Redhaven USA M, G, S, M jalius 3. dekadja 210 *
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Harco

Lapos orosz
Nikitskyi flat
Teresa
Sunbeam
Royal Summer
Flamin' Fury
Royal Time
Maura

Nektar H
Rikakusuimitsu
Moravia
Flamingo

Hale Haven
Kanto-5
Condor
Paraszt Mariska
Redskin
Rubinovyi 8
Fairhaven

Ford

July Elberta
Carson

Alitop
Kriimcsangin
Lednicka Zluta
Meystar
Flavortop
63-15-33

Incorico Pierri

USA
Oroszorszag
Oroszorszag
Csehorszag
USA

USA

USA

USA

USA
Magyarorszag
Kina
Csehorszag
Csehorszag
USA

Kina

USA
Magyarorszag
USA
Oroszorszag
USA

USA

USA

USA
Olaszorszag
Oroszorszag
Csehorszag
Franciaorszag
USA

Kina

Olaszorszag

N,G,S, M
M,L,F, D
M, L, F,M
M, G, S, D
M, G, S, FM
M, G, S,M
M, G, S, M
M, G, S, FM
M, G, F, M
M, G, F, M
M, G, F, M
M, G, S, M
M, G, S, M
M, G, S, M
M, G, S, D
M, G, F, M
M, G, F, D
M, G, S, M
N,G,S, M
M, G, S, M
M, G, F, M
M, G, S, M
M, G, S, D
N,G,S,M
N,G,S, M
M, G, S, D
M, G, F, M
N,G, S, M
M, G, F, D
M, G, F, M

julius 3. dekadja
jalius 3. dekadja
julius 3. dekadja
jalius 3. dekadja

julius vége

julius vége — augusztus eleje

augusztus eleje
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 1. dekadja
augusztus 2. dekadja
augusztus 2. dekadja
augusztus 2. dekadja
augusztus 2. dekadja
augusztus 2. dekadja
augusztus 2. dekadja

augusztus 2. dekadja
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211
211
211
212
212
212
213
213
215
215
216
218
219
219
219
219
219
219
219
220
220
220
222
223
223
224
225
226
226
227
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Elvira Franciaorszag* M, G, S, M augusztus 2. dekadja 227 *

Harbringer Kanada M, G, S, D augusztus 2. dekadja 227 *
Big Bang Franciaorszag N, G, S, D augusztus 2. dekadja 228 *

Suncrest USA M, G, S,M augusztus 2. dekadja 228 *

Babygold 6 USA M, G, S, D augusztus 2. dekadja 230 *

Champion USA M, G, F,M augusztus 2. dekadja 231 *

Koncsogi kopasz Magyarorszag N, G, -, - augusztus 2. dekadja 231

Kinai lapos Kina M, L F, - augusztus 2. dekadja 232

Tapodi-féle Magyarorszag M, G, S, D augusztus 2. dekadja 232

Collins USA M, G,S, - augusztus 3. dekadja 233

Zhong Shan Zao Lu Kina M, G, F,M augusztus 3. dekadja 233 *

Stark Red Gold USA N, G, S, M augusztus 3. dekadja 234 *

Fantasia USA N, G, S, M augusztus 3. dekadja 235 *
Zsoltij Oroszorszag N, G, S, M augusztus 3. dekadja 236

Cresthaven USA M, G, S,M augusztus 3. dekadja 238 *

Jinfeng Kina M, G,S,D augusztus 3. dekadja 238

Royal Pride USA M, G, S, M augusztus 3. dekadja 238 *
Zee Lady USA M, G, S,M augusztus 3. dekadja 238

Andross USA M, G, S, D augusztus 3. dekadja 240 *

Kisapathy 1 Magyarorszag M, G, F, M augusztus 3. dekadja 240

Kisapathy 2 Magyarorszag M, G, S, M augusztus 3. dekadja 240

Szegedi arany Magyarorszag M, G, S, M augusztus 3. dekadja 241

Diana Csehorszag M, G, S, M augusztus 3. dekadja 242

Harry-Harry - M, G, S,M augusztus 3. dekadja 242

Klamt USA M, G, S, D augusztus 3. dekadja 242 *

Fayette USA M, G, S, M augusztus 3. dekadja 242 *

Elberta USA M, G, S, M augusztus 3. dekadja 243

Inka Lengyelorszag M, G, S, M augusztus 3. dekadja 243 *

Redcal USA M, G, S, M augusztus 3. dekadja 243

Harken Kanada M, G, S, M szeptember 1. dekadja 244 *
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Ruzsa

Vega

Gracia

Orion

Sudanell

Gladys
Michelini

Merill Sundance
Shipley

Kései bronzos Elberta
Fairlane
Vérbarack 1
Vérbarack 2

Magyarorszag
Csehorszag
Csehorszag
Olaszorszag
Spanyolorszag
USA
Olaszorszag
USA

USA
Magyarorszag
USA
Magyarorszag
Magyarorszag

-G, - -
N, G, S, D
M, G, S, M
N, G, S, M
M, G, S, D
M, G, F, D
M, G, F, M
M, G, S, M
M, G, F, M
M, G, S, M
N, G, S, D
M, G, G M
M, G, G M

szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 1.
szeptember 2.

szeptember 2.

szeptember vége - oktober eleje

szeptember vége - oktober eleje

dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja
dekadja

245
245
247
248
248
250
251
252
252
257
260
270
274
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*M — molyhos/ N — nektarin; G — gombolyti/ L — lapos; F — fehérhtist/ S — sargahtst/ V — vérbélii; M — magvavalo/ FM — félig magvavalo/ D —

duranci
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2. melléklet: Napi minimum hémérsékleti értékek a 2015/16-es és 2016/17-es nyugalmi idészakban
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Oktéber 2015/16 2016/17 November 2015/16 2016/17 December 2015/16 2016/17
okt.. 1. nincs adat 6,8 nov.. 1. -3,2 -1,5 dec.. 1. 35 -4,7
okt.. 2. nincs adat 7,1 nov.. 2. -5,8 2,6 dec.. 2. 23 0,6
okt.. 3. 25 11,8 nov.. 3. -5,5 -3,4 dec.. 3. -1,3 -9,9
okt.. 4. 6,3 9,4 nov.. 4. -4.5 -4,2 dec.. 4. 1,9 -8,5
okt.. 5. 8,1 6,1 nov.. 5. -3,9 -7,2 dec.. 5. 2,4 -5,4
okt.. 6. 6,9 -1 nov.. 6. -4,3 -4.4 dec.. 6. 39 -8,9
okt.. 7. 9 -1,3 nov.. 7. -14 1,9 dec.. 7. 3,7 -11,3
okt.. 8. 10,3 -2,7 nov.. 8. 34 2,2 dec.. 8. 39 -3,7
okt.. 9. 10,2 0,2 nov.. 9. 1,9 75 dec.. 9. 3,4 -4,1
okt.. 10. 10,2 -1,6 nov.. 10. 8,9 44 dec.. 10. -0,8 -4
okt.. 11. 55 6,8 nov.. 11. 9,1 4.6 dec.. 11. -3,4 -4,4
okt.. 12. 53 7,1 nov.. 12. 39 3 dec.. 12. -2,1 -2,9
okt.. 13. -2,2 34 nov.. 13. -0,5 1,2 dec.. 13. -1,7 -3,1
okt.. 14. 8,5 9,2 nov.. 14. -0,5 0,9 dec.. 14. -5,6 -2,2
okt.. 15. 10,2 9,7 nov.. 15. -0,9 1,9 dec.. 15. -1 -0,8
okt.. 16. 11,3 73 nov.. 16. 14 -1,7 dec.. 16. -34 3,6
okt.. 17. 43 2,1 nov.. 17. -1,2 4,6 dec.. 17. 0,1 42
okt.. 18. 47 -3 nov.. 18. 5,2 -0,9 dec.. 18. 1 0,7
okt.. 19. 9,6 41 nov.. 19. 1,1 -5,4 dec.. 19. 2,7 -8,7
okt.. 20. 4.2 1,2 nov.. 20. 8,8 -8,9 dec.. 20. 31 -11,1
okt.. 21. -0,2 -1,7 nov.. 21. 3,9 0,3 dec.. 21. 1,7 -12,7
okt.. 22. -1,3 -0,9 nov.. 22. 2 -1 dec.. 22. 0,7 -11,9
okt.. 23. -2,1 -0,7 nov.. 23. -2,9 -7,5 dec.. 23. -1 -8,5
okt.. 24. -2 -3,6 nov.. 24. -5,6 -10,5 dec.. 24. 0,1 -4.4
okt.. 25. -1,8 -7,1 nov.. 25. -1,7 -10,9 dec.. 25. 2,4 -2,6
okt.. 26. 0,2 -4 nov.. 26. -5,9 -8,2 dec.. 26. 1,2 -4,8
okt.. 27. 14 7,1 nov.. 27. -6,7 -10,5 dec.. 27. 0 -15,1
okt.. 28. 1,6 0,1 nov.. 28. 0,2 -8,1 dec.. 28. -1,6 -19,8
okt.. 29. 2,6 0,5 nov.. 29. -1,2 -3 dec.. 29. -0,8 -22,9
okt.. 30. -1,1 -5,9 nov.. 30. 4 -1,3 dec.. 30. -6,7 -19,6
okt.. 31. -1,6 -5,9 - - - dec.. 31. -10,6 -15,9

Atlag: 4.2 2,0 Atlag: 0,3 21 Atlag: 0,1 7,2
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Januar 2015/16 2016/17 Februar 2015/16 2016/17 Marcius 2015/16 2016/17
jan.. 1. -134 -16,4 febr.. 1. 28 -5,7 marc.. 1. 59 -0,6
jan.. 2. -9,2 -9,7 febr.. 2. 12 -6,3 marc.. 2. 23 08
jan.. 3. -15 -0,6 febr.. 3. 1,7 -6,3 marc.. 3. 1,8 -2
jan.. 4. -16,4 -0,6 febr.. 4. 0,4 -4,2 marc.. 4. 2,1 -2
jan.. 5. -1,7 -5,8 febr.. 5. -4,4 -3,7 marc.. 5. 0 -3,9
jan.. 6. -4,2 -9,8 febr.. 6. -4,9 -2,8 marc.. 6. -1,9 -3,2
jan.. 7. -9,5 -4,5 febr.. 7. -1,9 -4,5 marc.. 7. 47 -3
jan.. 8. -9,4 -6,4 febr.. 8. -0,2 -5,4 marc.. 8. 54 6,6
jan.. 9. -4,3 -11,2 febr.. 9. 1,8 -3,1 marc.. 9. -1,1 5,9

jan.. 10. 0,1 -14,7 febr.. 10. 31 -3 marc.. 10. -4,4 3,9

jan.. 11. 0,1 -13,1 febr.. 11. -3,4 -0,5 marc.. 11. 14 1,1

jan.. 12. 2,1 -13,6 febr.. 12. -6,2 -1,6 marc.. 12. 8 59

jan.. 13. -2,2 -10,9 febr.. 13. 19 51 marc.. 13. 58 8,5

jan.. 14. -3 -12,5 febr.. 14. -0,4 6,3 marc.. 14. 6,2 49

jan.. 15. -1,1 -11,9 febr.. 15. 1,9 -3,9 marc.. 15. -0,8 58

jan.. 16. -4,7 -9,6 febr.. 16. 2,6 -5,9 marc.. 16. -1,8 -0,9

jan.. 17. -6,2 -9,6 febr.. 17. 2,3 -3,4 marc.. 17. 1,2 -4,1

jan.. 18. -11,3 -9,8 febr.. 18. 44 7 marc.. 18. -3,4 -2,5

jan.. 19. -13,7 -12,7 febr.. 19. 31 -0,9 marc.. 19. -4,2 05

jan.. 20. -6,2 -13,8 febr.. 20. -1,3 -4,3 mére.. 20. 0,3 6,2

jan.. 21. -10,4 -7,4 febr.. 21. 4 -1,7 marc.. 21. -4,5 15

jan.. 22. -14,7 -0,6 febr.. 22. 2,2 0,6 marc.. 22. -1,3 59

jan.. 23. -14,9 11 febr.. 23. 35 75 marc.. 23. -2,8 8,5

jan.. 24. -4 -1,1 febr.. 24. -3,6 -0,8 marc.. 24. -2,2 49

jan.. 25. -2,1 -1,8 febr.. 25. -5,1 -2,2 marc.. 25. -6,7 58

jan.. 26. 0,3 0,1 febr.. 26. -4,6 11 marc.. 26. 2 -0,9

jan.. 27. -0,7 1,3 febr.. 27. -4,9 0,5 marc.. 27. -2,2 -4,1

jan.. 28. -1,7 0 febr.. 28. 1,2 1,1 marc.. 28. -2,2 -2,5

jan.. 29. -2,9 -1 febr.. 29. 59 - marc.. 29. 1,1 0,5

jan.. 30. -3,4 -1,3 - - - marc.. 30. 29 6,2

jan.. 31. 0,7 -3,1 - - - marc.. 31. 2,6 15
Atlag: -6,1 -6,8 Atlag: 0,1 -15 Atlag: 0,5 1,8
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Hegedls Attilanak, hogy Iehetéséget adott
szamomra PhD dolgozatom elkészitésére, ¢és mindvégig tdmogatta, szakmailag iranyitotta

munkamat.

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Haldsz Julianak a rengeteg segitségért, utmutatasért €s
hogy barmilyen szakmai problémammal bizalommal fordulhattam hozza. Halasan k6szonom Dr.
Gutermuth Adamnak a mintagyiijtés soran nytjtott, nélkiilozhetetlen segitségét. Koszonetemet
szeretném kifejezni egykori tanszékvezeténknek, Dr. Pedryc Andzrejnek, hogy altala betekintést
nyerhettem a Genetika és Novénynemesités Tanszék munkdjadba és ennek koszonhetden
megszerettem e tudomanyteriileteket. Koszondm a Genetika és Novénynemesités Tanszék
minden volt- és jelenlegi dolgozodjanak és hallgatdjanak, hogy a felmeriilé nehézségek ellenére

egy tdmogatd, szakmailag és emberileg is kivalo kozegben dolgozhattam.

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Galiba Gabornak, az MTA Agartudomanyi
Kutatokozpont Mezdgazdasagi Intézet Novényi Molekularis Biologia Osztaly vezetdjének, hogy
lehetdvé tette szdmunkra a realtime PCR késziilék hasznélatat. Nagyon koszondm Dr. Bolvari-
Soltész Alexandranak a génexpresszios vizsgalatok sordn nyujtott szakmai segitségét. Dr.

Vagujfalvi Attilanak szeretném megkdszonni szakmai segitségét, hasznos észrevételeit.

Koszonettel tartozom Dr. Hohn Marianak, a Novénytani Tanszék vezetdjének és Dr. Erés-Honti
Zsoltnak a mikroszkopos vizsgalatok soran nyujtott szakmai és technikai segitségért. Koszonom
Dr. Szalay Laszlonak, a Gyiimolcstermé Novények Tanszék munkatarsanak, hogy adatokat
szolgaltatott a dolgozatban vizsgalt kajszifajtdk hidegigényének kiszdmitdsahoz, valamint Dr.
Szani Zsoltnak, a NEBIH Mezdgazdasagi Genetikai Eréforrdsok Igazgatosag Kertészeti
Fajtakisérleti Osztaly munkatarsanak, hogy segitséget nyujtott az Oszibarack mintak

begylijtésében és adatokat szolgaltatott az altalunk vizsgalt fajtakrol.

Végiil, de nem utols6 sorban koszondm a csalddomnak, hogy tdmogattak és mindvégig

mellettem alltak.
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