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1 Bevezetés

Csonthéjas gylimolesfajokon altalanosan karosito faj a Monilinia laxa (Aderh. &
Ruhland) Honey korokozo. A virag- és hajtasfert6zés elsdsorban a meggyen ¢és a kajszin
tapasztalhatd, mint 4llandd  ndvény-egészségligyi  probléma. A  kérokozo
termdrészpusztulast okoz a virdgzaskor csapadékos iddjaras esetén. Kerti koriilmények
esetében altalaban nem sikeres a védekezés, de még az lizemi termesztésben is kétséges a

permetezés eredményessége.

A kajszifajtak fogékonysaga eltéré mértékii a M. laxa termorész fertézésre, de
teljesen ellenallo fajta a hazai fajtak kozott nem ismert. A termesztésben alkalmazott fajtak
fogékonysdganak mértékérdl nem allnak rendelkezésre az Gsszehasonlitast lehetévé tevd
pontos adatok. A magyarkajszi-fajtak tajszelekcioja soran természetes koriilmények kozott
tortént a betegségekkel szembeni ellenallosagra torténd szelekcid, mig az azt kovetd
kombinécios nemesitésnél a szelekcid6 nem terjedt ki erre a tulajdonsagra. A jelenleg
terjedd divatos, 0j kiilfoldi fajtak virdgzaskori monilia ellenallosagrol a fajtaleirasok nem

szamolnak be, ezek tovabbi kihivasokat tartogathatnak a termesztok szamara.

Magyar Gyula mar az 1930-as években inditott szelekcié soran, ami az elsé
magyarorszagi kajszi nemesitési programnak is tekinthetd, a téli fagytiirés és a M. laxa

ellenallosag novelését tartotta elsédleges célnak (Pedryc, 2003).

Napjainkban a ndvénytermesztés sarkalatos pontjava valt a megbizhatéan
egeszséges ¢s vegyszermentes termékek eldallitisa. Az engedélyezett ndvényvéddszer-
hatdanyagok mennyisége évrdl-évre csokken, az alkalmazhatd szerek ara ezzel szemben
folyamatosan nd. Ebben a helyzetben az integralt- és bio-névényvédelmi technologidk
kidolgozdsa mellett, a rezisztens fajtdk eldallitisa lehet az egyik megoldas a
kornyezettudatos termesztésre, valamint egészséges és gazdasagos kertészeti termékek
eloallitasara. Zoldségfajok esetében, mind az intenziv, mind a szabadfoldi termesztésben, a
rezisztens fajtdk haszndlata a termesztéstechnoldogia meghatarozd elemévé valt. A
nemesitdk a termesztéi korokben bevalt fajtakat folyamatosan ,.egészitik ki” kiilonbozo
kartevokkel illetve kérokozokkal szembeni rezisztenciaval, és dobjak piacra az akar 7-8
kiilonb6z6 biotikus tényezével szembeni ellenallésagot hordozo 1j fajtakat. A vad fajokbol
szdrmazo rezisztenciagének, mar akar 5-6 visszakeresztezéssel atvihetOk az 0j rezisztens

fajtaba. Az F; hibridek alkalmazasa biztositja a nemesiték munkajanak megtériilését, igy



ez a tevékenység jovedelmezd tlizletagként miikodik az egész vilagon. A nagy jelentdségl
zoldségfajok esetében alig talalni olyan betegséget, amellyel szemben ellenallésagot ne

¢épitették volna be a termesztett fajtakba.

Gyiimoélcsfajok esetében a fajtakinalat az ellenallosag tekintetében csekélyebb, a
nemesités nem tudja tartani a versenyt a kérokozokkal, kartevokkel, igy egyes fajok csak
folyamatos ndvényvédelmi kezelésekkel termeszthet6k biztonsdgosan. A fasszari
kertészeti novények koziil a sz616 és alma fajtaszortimentjében talalhatunk olyan t6bb
rezisztenciat hordozo fajtakat, amelyek a termesztésben is kisebb nagyobb jelent6séggel
birnak. A keresztezés és visszakeresztezések folyamata, a rezisztenciagének hatasanak
tesztelése, Oroklodésiik meghatarozasa, az uj fajta engedélyeztetése legalabb 15-20 éves

folyamat, igy e fajok nemesitése hosszu tavu feladat.

A nemesités felgyorsitdsat a korai szelekcids modszerek szolgalhatjdk. A korai
szelekcid egyes zoOldségfajok (paprika, paradicsom) rezisztencia tesztelésekor a vetéstol
szamitott 6tddik hétre meghatarozhatd, mig a hosszi generacios idovel jellemezhetd
gyiimolcsfajok esetében ez legtobbszor lehetetlen. A genetikai térképezésen alapuld, az
ellenalld fenotipushoz kapcsolt DNS-alapu markerek 1étrehozisa megoldast jelenthet a
szelekcio felgyorsitasara, de a fas szar novények esetében ez évtizedekig tartdé folyamat.
Ennek oka a gyiimdlcs fajok hosszii generacios idejébdl é€s az iiltetvényben torténd

fenotipizalas bizonytalansagabol adodik.

A kiilonb6z0 ndvényfajok és azok korokozoival torténd kapcsolatanak -
fertézésmenet, novényfajon beliili érzékenység a fertézésre — pontos meghatarozasa alapul

szolgalhat a nemesités szamara alkalmazhato6 tesztelési modszerek kidolgozasahoz.



2 Célkitiizés

Munkénk sordn az aldbbi célokat tlztiik ki:

1. A tanszéki gylijteményben 1évé Kajszifajtak és hibridek fogékonysaganak
bonitalasa, valamint érzékenységi sor feladllitdsa a természetes monilias
vesszofertdzés alapjan.

2. A termérészek fertézésmenetének pontos leirdsa, a megporzas és a bibefert6zés
kozotti kapcesolat feltarasa.

3. Az ellenallosag hatterének feltarasa, a fertézésre kialkuld véalaszreakcid leirdsa.

4. A monilia ellenall6 hibridek azonositasara alkalmas rutineljaras kidolgozasa

5. A monilia ellenallosaghoz kapcsolt rezisztenciagén analdogok azonositasa
homoldégia alapjan.

6. A monilia ellenalld és fogékony kajszifajtak fert6zését kovetd génexpresszios

eltérések meghatarozasa a hancsszévetben.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 A csonthéjasok viragzaskori monilids betegsége: a fert6zéstol a
termOrész pusztulasig

A meggy és kajszi virag- és vesszOpusztulasa elsdsorban a Monilinia laxa kérokozo
fertdzésének kovetkezménye. A korokozo Eurdpaban, Azsidban, Afrikdban honos. A
viragzaskor uralkodd csapadékos, pards iddjaras esetén a kajszi iiltetvények
novényvédelmét a betegség megeldzésére iranyuld kezelések hatarozzak meg. Az
id6jarasnak megfeleléen a kémiai védekezések szdma egy és harom kezelés kozott
valtozhat, ami felszivodd gombadlészerek alkalmazasaval javasolt. (Holb, 2003). A
Kijutatott novényvéddszer koltsége egy rezes lemosopermetezéssel és harom felszivodo
fungicides kezeléssel 2012. évi arakon szamitva hetvenezer forint koril alakult

hektaronként, amihez még hiiszezer forint kijutatdsi munkadij tarsul.

Az ellenallosag vizsgalatdhoz a korokozod fejlddés- és fertdzésmenetének ismerete
alapvetd fontossagu. A korokozo a fertdzott novényi szoveteken gyors barnuldst, szoveti
maceraciot okoz, ami a szovetek pusztulasaval jar (Byrde és Willetts, 1977). A betegséget
ezen tipikus tiinetek alapjan a szerzok csonthéjas fajok barna rothadasaként (brown rot of
stone fruits) nevezték el. A Monilinia nemzetség fajai nekrotrof gombakorokozok kozé
sorolhatok, amelyek jellemzdje, hogy a gazdaszervezetbe hatolva enzimjeikkel a sejtek
nekrotrofok hifai a mar elhalt sejtek kozé, illetve a sejtekbe hatolnak be, bontjak és
felveszik azok anyagait. Bar a nekrotrof korokozok és a szaprotrofok tapanyagaikat
egyarant az elhalt sejtekbdl nyerik, fontos eltérés kozottiik az, hogy a sejtek elhaldsat csak
a nekrotrofok képesek kivaltani (Jakucs és Vajna, 2003). Wood (1960). A fert6zés soran a
gyors szdvetbarnulést a fenolos vegyiiletek oxidacidjaval magyaraztak, ami a korokozo és
a novényi polifenoloxiddzok miikodésének eredménye. Az elpusztitott szdvetek a
vizvesztés kovetkeztében Osszeszaradnak, a gylimolcsfertdzeés esetében a fan fennmaradva
gyiimolcsmumidkat hoznak 1étre. A gylimdlecsmumidk és a fert6zott vesszok biztositjak a

korokozo tuléld képleteinek fennmaradasat. A koérokozo életciklusait a 1. abra szemlélteti.

A korokozd fertézési folyamatat Glits (2000) foglalta 6ssze. Az M. laxa altal
kivaltott tiinetek a virdgon, a hajtdson, a vesszdn, az agon €s a gylimolcson figyelhetdek
meg. A korokozo fertézésekor a virdg csésze- és sziromlevelei vilagosbarnara szinezddnek,

a viragkocsany elhal, és megfigyelhetek rajta a sziirke szinii, apré exogén sztromak. A
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termdnyarsak elpusztulnak és a tovikknél mézgacseppek jelennek meg. A hajtas alsé
harmadéaban szabdalytalan alaku, tobb izkozre kiterjedd barna folt jelentkezik, amely késbb
kifakul, feliiletét pedig exogén sztromakbol all6 bevonat boritja. Ezek utan a hajtas el6szor
meglankad, majd leszarad. Akkor is bekovetkezhet hajtaspusztulas, ha az a rothadd
gytimolcs mellett taldlhatd. A vesszon €s a termOnyarsak tovében ovalis, sotétbarna, kissé
bestlippedd foltokat lathatunk. Ezekbdl az dgakon rakos sebek alakulnak ki, amelyekben
elszértan sziirke exogén sztromak figyelhetoek meg. A gyilimolcsok esetében egyre
nagyobbodd barna szinii rothadas lathato, amely végiil az egész gyiimélcsre kiterjed.

Ezeken a rothadé foltokon elszortan apro, sziirke, exogén sztrémakbol all6 bevonat alakul
ki (Glits, 2000).

A M. laxa jelentds fert6zési forrasai a gyiimolcsmimiak. A gylimoélcsmumiakon
talalhat6 exogén sztromakon az el6z0 évben képzodott konidiumok télalldak, sét a tél
folyaman jabb konidiumok is keletkeznek. A M. laxa esetében 5-10 C homérsékleten
maximalis a konidiumok sporulacidja, mig 25 C-on a sporulacié szdzadara csokken a PDA
taptalajon nevelt tenyészetek esetében (Harada és mts. 2004.). A Monilinia nemzetséget
leir6 Honey (1936) szerint az M. laxa faj esetében az ivaros (anamorph) apotéciumok és
azokon képz6ddé aszkosporak nagyon ritkan figyelhetok meg, ezzel szemben az észak-
amerikai elterjedéstit M. fructicola tavaszi csonthéjas gytimolcsfajok viragfert6zésénél
mind az ivaros, mind az ivartalan alak fert6zése jellemz0d. Tavasszal a gyiimolcsmiimiakon
Uj exogén sztromak fejlodnek, amelyek lancokban konidiumokat fiiznek le. Tavasszal a
kiilonbozd fertdzési forrasokon létrejott konidiumok légmozgéssal vagy esOcseppel a
viragra jutnak. A viragra kertilt konidiumok a bibén ugyantgy csiraznak, mint a pollen. A

konidiumok csiratomldje a bibecsatornan keresztiil a hajtasokba keriil (Glits, 2000).

Ezzel szemben Byrde és Willetts (1977) szerint az Osszes viragrész szolgalhat
infekcios pontként. A fertézés kezdddhet a szirmon, a porzon és bibén is. A korokozo 48
ora alatt képes a fertézott virdgrészek teljes kolonizaciojara, és a csészén majd

viragkocsanyon keresztiil a termérészek hancsszovetébe jut (Weaver, 1950).

A gylimolcsbe a korokozd a kartevé allatok altal ejtett, valamint a jég iitotte
sebeken, illetve az egyenetlen vizellatds miatt keletkezett repedéseken keresztiil jut. Az
egymassal szorosan érintkezd, terméscsoportban allo gyiimolcsokbe ezutdn mar az ép

héjon keresztiil fertézhet tovabb a korokozé (Glits, 2000).
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A betegség elnevezése a karositott novényfaj és az okozott tlinet alapjan alakult ki.
A magyar elnevezés esetén a dolgozatban Kovics (2000) altal készitett rendszertani alapon
allo, fitopatogén gombanév Osszeallitasat vettem alapul, miszerint a betegség neve: a kajszi
monilids betegsége. A betegséget kivaltd korokozd esetében a tudomanyos név
hasznalatakor a dolgozatban a melbourni XVIII. International Botanical Congress
Nomenclature Section allasfoglalasa (McNeill és Turland, 2011) - egy gomba egy név —
alapjan faj ivaros alakjanak a nemzetk6zi irodalomban is hasznalt nevét -Monilinia laxa-
hasznaltam, habar a fajt leir6 miivében Honey (1936) az apotéciumos (teleomorf) alak

pontos leirasat nem kozli és az altalam feldolgozott irodalmakban sem talaltam err6l

fr
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1. abra Csonthéjas gylimdlcsfajok monilids fertézésmenete. Az eurdpai elterjedésii
Monilinia laxa fertézésmenetében nincs jelentdsége az ivaros fejlédési alaknak, ami
a kép bal oldalan lathato (Agrios, 1997).

3.1.1 A bibe konidiumos fertézése és a ribonukleazok gomba fejlodését gatlé hatasa
A pollentomlé fejlédése a gombakonidiumok csirdzasaval tobb szempontbol is

nagy hasonlosdgot mutat. A gyors, polarizalt sejtnévekedés és a tomldszeri fejlodés
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feltinéen hasonld. A virdgos novények megtermékenyiilése és a gombak fertézése kozott
azonos receptorfehérjék kozremiikodését bizonyitottak Kessler és mts. (2010). A XIX.
szazadban a kutatok a pollentomlét noévényi gombakorokozonak gondoltak, aminek
tovabbfejlesztése szerint a viragfert6z6 gombak a pollennel azonos mod fertézik a meg a
virdg termdjét (Govers és Angenent, 2010).

A meggy ¢€s kajszi monilias viragfertézés jelentdségérol mar 1930-ban Kerekes
beszamol a Novényvédelem folyodiratban. A viragfertézés elképzelése szerint a bibén

keresztiil térténik a pollentomlé fejédéséhez hasonldé mod (2. abra).

A monilia a bibén keresz-
til fertdzi meg a virdgot.

2. abra A meggy monilias bibefertézése. A korokozo bibecsatornan keresztiil a pollennel
azonos modon fert6zi meg a virdgot (Kerekes, 1930).

Ngugi és Sherm (2004) az észak-amerikai kék afonya (Vaccinium corymbosum L.)
Monilinia vaccinii-corymbosi okozta viragfertézésekor a konidium bibén torténd csirazasat
¢s az ovarium fert6zését vizsgaltak. A konidium és a pollen hasonlomadd szelektiven tapad
meg a bibére jellemzd feliileten mas feliiletekhez képest, ami bizonyitja a pollen és a
konidium kozo6tti mimikri jelenségét. A kék afonyat természetes koriilmeények kozott
karosito M. vaccinii-corymbosi osszehasonlitva az észak-amerikai elterjedésti Monilinia
fructicola csonthéjas fajok korokozojaval, leirtak, hogy a M. vaccinii-corymbosi elagazas
nélkiili, egyszalas hifakat fejlesztett a bibeszovetben a pollen fejlédésével hasonlé mod,

mig a M. fructicola stiriin elagazo az egész bibeszovetet kolonizalo hifakat fejlesztett.

A tapanyagokban gazdag bibe és a transzmisszios szovete korokozd gombak és
baktériumok célpontja. A bibe patogén gombak és baktériumok fertézése elkeriilésében
RN-az enzimeinek szerepét feltételezte Schrauwen és Linskens (1972). A viragokban
szekretal6do nektar nagy mennyiségben tartalmaz cukrokat lipideket, fehérjéket. A dohany

esetében antiszeptikus hatidsat a megporzasért felelds szervezetek csalogatasaért felelOs

crer
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(2004). Hilwig és mts. (2010) petinia nektarban a névényvilagban els6ként mutattak ki S-
RN-4zzal nagy hasonlosagot mutato két RN-4z fehérjét, az RNase Phy3 és RNase Phy4 -et.
Feltételezik, hogy ezek a fehérjék a nektar patogénekkel szembeni védelmében jatszanak
szerepet.

Hugot és mts. (2002) bizonyitottak, hogy dohany ,,S-like RNase” enzim in vitro
koriilmények kozott gatolja a Fusarium oxysporum és a Phytopthora parasitica fejlédését
(3. abra).

3. abra Az RN-az NE (S-like RNase) enzim gombamicélium-ndvekedésének gatlasa. A
Phytophthora parasitica zoosporak és Fusarium oxysporum konidiumok 48 oras
folyékony taptalajban nevelt micéliumai (’B’ és 'D’ kép) és RN-az NE enzimet (50
pg/ml) tartalmazo taptalajban gatolt novekedésii gombamicéliumok (CA’ és *C’
kép). A Phytophthora parasitica 50 %-kal, mig a Fusarium oxysporum tobb mint
90 %-kal rovidebb micéliumokat fejlesztett a RN-4z NE enzimet tartalmazo

taptalajban (Hugot és mts., 2002).

3.1.2 A megporzas hatasa M. laxa bibefert6zésére
A kajszi esetében a M. laxa altali viragfertdzés menetét a megporzassal

Osszefiiggésben Tzoneva ¢és Tzonev (1999) vizsgalta. Kérdésiik az wvolt, vajon a
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megporozatlan €s megporzott bibe azonos modon képes-e a fertézés nyilt kapujaként
szolgalni. Ot eltérd kezelést végeztek négy vegetacids idészakon keresztiil kajszi-
viragokon. A virdgzas utan 5 héttel felvételezték a természetes koriilmények kozott
fertézott virdgok szamat. Eredményeiket az 1. tablazat foglalja Ossze. A kézzel
megtermékenyitett és kasztralt viragokon keresztiil nem volt képes a korokozé megfertdzni
a fakat (‘B’ és ‘D’ kezelés), mig a megporzott, de nem kasztralt (‘E’ kezelés) kezelés soran
a viragok 12 %-anak fertdzése kovetkezett be. Feltételezéseik szerint a fertdzés
sikertelenségét a megtermékenyités hatasara a bibében keletkezo, a gomba fejlodését gatlo
vegyitilet okozza. A Kisérleteik soran hasznalt fajtakrol és ezek termékenyiilési viszonyair6l

nem szamoltak be.

1. tablazat. Ot eltérd viragzaskori kezelés hatdsa a kajszi virdgzaskori monilids

fert6zottségére (Tzoneva és Tzonev,1999).

Vizsgalat éve Kezelés Osszes viragszam FertGzott V(ior/jl )gok aranya

1991 A 4230 86
B 17447 0

Cl 4738 95

1993 A 2818 77
B 9159 0

1995 A 2940 77
C2 1468 75

D 7210 0

1997 A 2333 68
D 5871 0

E 1200 12

A: szabad elviragzasu (kezeletlen pozitiv kontroll). B: kasztralt, megporzott, és
papirzsakkal izolalt, Cl: nem kasztralt, vaszonzsdkkal izoladlt C2: nem kasztralt,
papirzsakkal izolalt, D: kasztralt és megporzott, E: megporzott, nem kasztralt és nem
izolalt.
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3.2 Kajszifajtak és rokon Prunus fajok fogékonysaga a monilias virag és
vesszofert6zésre

Hazankban Benedek ¢és mts. (1990) 6 éven keresztiil vizsgaltdk 8 kajszifajta
vesszofert0zottségét egy kecskeméti iiltetvényben. A fajtak termorész pusztuldsat az 2.
tablazat ismerteti.

2. tablazat. Nyolc magyar kajszifajta monilias vesszéfert6zottsége szazalékos mértékben
Benedek ¢és mts. (1990) utan.

Vesszofertdzottség (%)

Fajta név L. ismétlés II. ismétlés
Borsi-féle kései rozsa 9 11
Kécskei rozsa 16 7
Mandulakajszi 12 14
Gonci magyarkajszi 11 28
Szegedi mamut 12 -
Ceglédi orias 10 27
Nagykdrosi orias 12 12
Ceglédi biborkajszi 14 9

A legerdsebb fertdzés az dsszes termOrész kozel 30 %—at pusztitotta el. A termOrész
pusztulast két iiltetvényrészben vizsgaltdk ¢és a két teriilet kozott jelentOs eltérést

tapasztaltak azonos évben.

A Nyikitai Botanikus Kert kutatéi harom éven keresztiil vizsgaltak kiilonb6z6
Prunus fajok, ezek kajszival 1étrehozott hibridjei és kajszi fajtak M. laxaval szembeni
ellenallosagat. Az altaluk felallitott 6t kategorids fogékonysagi sorban az 1. kategoriaba a
teljesen ellendlld genotipusokat soroltak be, mig az 5. kategéridban a fogékony
genotipusok taldlhatok. A megfigyeléseik alapjan a vizsgalt kajszi fajtdk egyontetiien a
fogékony csoportba keriiltek (Komar-Tyomnaya és Richter, 2000). Az eredményeiket a 3.

tablazat foglalja 6ssze.



3. tablazat. Kiilonboz6 Prunus fajok és ezek hibridjeinek ellenallésaga a M. laxa kérokozo
vesszO- pusztuldsaval szemben (Komar-Tyomnaya és Richter, 2000) A genotipusok
csoportositasa 1-t6l (teljesen ellenalld) 5-ig (fogékony) terjedt.

P. cerasifera x P. armeniaca: ‘Sintez’, ‘Uryuko-alyca’, P. domestica x P.

armeniaca: ‘Kleimen x ‘Krasny partizan’

P. mandshurica, P. mume ‘Rubra plena’, P. mume ‘Rosea plena’, P. dasycarpa
2. | ‘Grossa tardiva’, ‘Manaresi’ ‘Tlor Ciran’, ‘Picole precocte’, Plumcot: ‘Zamshevy’,

‘Krasny’,

3. |P. dasycarpa: ‘Black apricot’, ‘Jolty Kan’, ‘Persidsky chorny’, ‘Shrederii’

4. | P.ansu:’Zolotisto Jolty’, P. dasycarpa:‘Melitopolski Chorny’

P. davidiana, P. sibirica, P. armeniaca x P. mandshurica x P. sibirica: ‘Sacer’,

‘Tovariscs’

Tzonev és Yamaguchi (1999) kajszival kozeli rokon fajok M. laxa viragfertézéssel
szembeni ellenallosagat vizsgaltdk Japan Tsukuba tartoméanydban. A vizsgélt 123 fajta
kozil 43 P. armeniaca var. ansu, 20 P. armeniaca és 11 genotipus ezek hibridje volt. A 47
tovabbi fajta koziil 30 a P. mume fajhoz tartozott, 19 genotipus pedig P. mume és P.
armeniaca var. ansu keresztezésébdl szarmazo hibrid volt. Két P. salicina fajtat is
bevontak a vizsgalataikba. A vizsgalt P. armeniaca var. ansu, ¢s ezek P. armeniaca-val
képzett hibridjeinek erés fertézottsége alapjan megallapitottak, hogy ezek a genotipusok
rezisztencia forrasként nem alkalmasak a kajszinemesités szdmara. A vizsgalt P. mume
fajtak teljes immunitast mutattak a M. laxa fert6zésével szemben. A két vizsgalt
japanszilvafajta a ‘Sordum’ és ‘Red June’ az M. laxa fert6zésével szemben teljesen
ellenalld volt. P. armeniaca var. ansu Nyugat-Kina paras klimaju teriiletein terjedt el,
emiatt feltételezték, hogy a faj tobb gombas betegséggel - ideértve a M. laxa-at is -
szemben ellenallosaggal rendelkezik (Mehlenbacher és mts., 1990). Harada és mts. (2004)
Japanban a Prunus mume fajon sulyos vesszOpusztulast okozo uj monilia fajt

azonositottak, a Monilia mumecola-t.

Balan és mts. (1999) 124 fajta és hibrid ellenallosagat vizsgaltdk Romaniaban. A
mesterséges viragfertdzés soran az agakat M. laxa szuszpenzidval permetezték le, majd a
paras korlilmények biztositasa érdekében, 48 oOrara vizes papirral burkoltdk le az dgakat. A
vizsgalt fajtdk érzékenységi sorat a fertdézés gyakorisaga €s erdsségének szorzatabol

szamitottak (attack level, A.L.). A fert6zés utan 60 nappal értékelték a kisérletet. A vizsgalt
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fajtak és egy hibrid ellendllosdga az aldbbiak szerint alakult: teljesen ellenallo
(tiinetmentes) a K55-39 hibrid, ellenalld (AL: 0,5-12) a ‘Precoce de Italia’, kozepesen
ellenalld (AL: 12,5-20) ‘Precoce de Bergeron’, ‘Boccucia, ‘Tivoli’, mérsékelten fogékony
(AL: 20,5-30) ‘Excelsior’, ‘Canette’, ‘Manitoba’, fogékony (AL: 30,5-50) a ‘Beregron’,
‘NJA 19°, ‘Neptun 40°, ‘Royal’, ‘Sungiant’, mig nagyon fogé¢kony (AL> 50) a ‘Francousi’,
‘Precoce de Colomer’, ‘NJA42’, ‘Paksi magyarkajszi’, ‘Erevani’, ‘Litoral’, ‘Saturn’,

‘Cafona’ és ‘Framingdale’.

Crossa-Raynaud (1969) kajszi és mandula fajtak M. laxa érzékenységét vizsgalta
mesterséges fertdézés alapjan. A fert6zés levagott 2-4 éves fas részeken tortént téli és
kihajtds utdni idOpontban. A  kisérlet bedllitasdt megeldzéen a szabadfoldi
megfigyelésekbdl szerzett tapasztalataik alapjan fogékony kontrollként a ‘Canino’ fajtat,
mig ellendlloként a ‘Hamidi’ fajtat valasztottdk. Az agakon 3 héttel a fertézést kdvetden
felvételezték az elhalt szovet hosszat. Az eredményeket a 4. tablazat mutatja be.

4, tablazat. Mediterran kajszifajtak fogékonysaga a M. laxa korokozd mesterséges
agfertézésére Crossa-Raynaud (1969) kisérletei alapjan.

Erzékenységi sorrend a M. laxa
mesterséges dgfertizésére Fert6zés hossza és szorasa (cm)
Télen Tavasszal

Canino (fogékony) 11,3 1,25 11,6 0,43
Bulida 7,2 1,32 8,8 0,32
R. du Roussilon 8,1 0,75 8,6 0,15
Amor leuch 54 0,79 7,1 0,33
Moorpark 4,8 0,51 6,0 0,17
Fakoussi 4,7 0,37 55 0,3
Real d'Imola 4,3 0,61 53 0,26
Hatif colomer 4,1 0,53 51 0,37
Jaubert-Foulon 3,8 0,47 5 0,24
Derby Royal 35 0,5 4,3 0,18
Hamidi (ellenall) 2,5 0,56 3,4 0,16
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3.3 A Kkajszi M. laxa ellenallésag novelésére iranyulé nemesitési
tevékenység

A korokozokkal és kartevokkel szembeni ellenallosag, a gyiimolcsnemesités soran
a masodik legfontosabb szempontta valt a gyiimolcs tulajdonsagok utan, mert a legtobb
gylimolcsfaj termesztése mara csak kémiai védekezéssel torténhet gazdasagosan (Gardiner
¢s mts., 2007). Az ellenalld fajtdk alkalmazasa az egész tarsadalom ¢és a termesztok altal
érezheté  elényokkel jar. A novényvéddszerek  mellézésével  csokken a

kornyezetszennyezés €s a termesztés koltségei is (Reisch és Pratt, 1996).

A monilia-ellenalld kajszi hibridek elballitasarol keresztezéses nemesitéssel
elsoként Crossa-Raynaud (1969) szamol be. A ‘Hamidi’ x ‘Canino’ 45 egyedes
megjelenik az ellenallé ‘Hamidi’ fajta ellenallésdga. A mesterséges agfertézések soran, az
utddokon mért fertdzés terjedésének hossza folyamatos eloszlast mutatott a két sziild
fajtdhoz képest. Ez alapjan a szerzé a rezisztenciat poligénikus meghatarozottsagunak

feltételezte.

Nicotra és mts. (2006) hét éves kajszi monilia rezisztencia nemesitési program
eredményeirdl szdmol be. Munkdjuk soran 17 keresztezési kombinacidobdl szarmazo 1200
utodot értékeltek. Az ellenallésag forrasaként az ‘Ivone Liverani’, ‘Amebile Vecchioni’,
‘Stark Early Orange’, ‘Perfection’ és a ‘Hamidi’ fajtakat alkalmaztak. A fert6zéseket
Crossa-Raynaud (1969) altal kidolgozott protokoll szerint végeztek el. A fajtak
vizsgalatakor megallapitjak, hogy a termérész pusztuldas mértéke a viragzasi idével IS
Osszefiigg. Véleményiik szerint, a korai viragzasu fajtdk esetében nagyobb fertézéssel kell
szamolni. Az ellendllosag o6roklodesérdl megallapitjak, hogy poligénikus jellegii, de az

utddok kozott dominaltak az ellenallo egyedek.

A torok ‘Hacihaliloglu’ fajta ellendllosaganak novelése érdekében Gulcan és mts.
(1999) keresztezéseket végeztek az ellendllonak tartott ‘Boccucia’, ‘Ivonne Liverani’,
‘Nugget’, és ‘San Casterese’ fajtakkal. A tavaszi mesterséges vesszofertdzés soran az
0sszes genotipus esetében a vesszOk teljes hervadasat €s szaradasat tapasztaltak, igy a

végso, 3-4 hét utan kialakul6 tiinetek alapjan értékelték az ellenallosagot.

Csonthéjas fajok koziil a meggy monilia rezisztens fajtak nemesitése mar 1990-es
évek elején megkezdédott a Gylimoles- és Disznovény Kutatd Fejleszté Kht.-ban. Az

tiltetvényben kilenc meggyfajta mesterséges viragfertézésekor a 40-91 % kozott valtozott a
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fertdzott viragok szdma. Mindezek mellett az ellenallénak meghatarozott ‘Csengddi’ és
‘Bosnyak’ fajtakon agelhalast nem okozott a fertézés (Rozsnyay, 2001). A meggy
Monilinia ellenallésaganak novelésérdl nemesitéssel legujabban hazankban Sziigyi és mts.
(2012) szamoltak be. A természetes, iiltetvényben tapasztalhato fertdzés és a mesterséges
agfertdzés értékelése az ellenallonak tartott ‘Csengddi’ és a fogékonynak ismert ‘Erdi
botermd’ és a két fajta tiz hibridjén tortént. A tiz hibrid a spontan fert6zés alapjan kertilt
kiemelésre a 120 egyedes hibridcsaladbol. Az egyedek ellenallosaganak 6sszehasonlitasa a
két fert6zési modszerrel (természetes fertézés és mesterséges vesszofert6zés) teljes
ellentmondast mutatott, a mesterséges vesszoéfertézés soran nem tapasztaltak jelentésebb
eltérést a genotipusok kozott egyontetiien pusztult mindegyik hancsszovete. A két eltérd
fenotipusii  sziild fajta mesterséges vesszéfertézése soran is jelentéktelen eltérést
tapasztaltak. A tiz kiemelt hibridb6l a természetes fert6zés alapjan 6t ellenalld képessége a

‘Csengddi’ fajtaval azonos mértékii volt az liltetvényben tortént bonitalas alapjan.

3.4 A novényi rezisztenciagének

3.4.1 A novényi rezisztenciagének csoportositiasa

A novényi kartevok és korokozok eltérd stratégidkat alkalmaznak a ndvényi
szovetek energiaforrasként torténd felhasznalasa céljabol. A fitopatogén baktériumok a
sejtek intercellularis jarataiba a sztdmakon, néha mechanikai sériiléseken at jutnak be, ahol
felszaporodnak ¢és a sejteket elpusztitjak. A fonalférgek és levéltetvek a szuro-szivo
szjszerviikkkel szerzik meg a tiplalékukat a novényi sejtekbdl. A gombakoérokozok a
legvaltozatosabb uton képesek a ndovényi gazdaszervezet fertzésére. Egyes korokozo
gombak a gazdaszervezetre torténd érkezésiik utan annak 1égzdnyildsain jutnak az
intercellularis jaratok koz¢, a szimbionta gombaszervezetekhez hasonldéan hausztoriumokat
fejlesztenek, amik a citoplazmabol toérténd tapanyagfelvételt biztositjak szamukra. Ezzel
szemben mas gombakdérokozok az epidermiszt atszakitva jutnak a gazdaszervezetbe,
enzimeikkel és toxinjaikkal pusztitjak el a sejteket, és kolonizaljak a fert6zott szoveteket.
Az eltér6 patogének mindegyike a fert6zés sikerességének érdekében virulencia faktorokat
alkalmaz (Jones és Dangl, 2006).

A novények a korokozoikkal és kartevOikkel szembeni védekezéshez kiillonbozo,
virulencia faktorokat felismerd rendszereket, és erre specifikus reakciokat alakitottak ki. A
specifikus felismerés a novényi rezisztencia (R) gén termékének és a korokozo kozvetlen

vagy kozvetett virulencia faktorainak talalkozasakor alakul ki. Az ezt kovetd jelatviteli
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események rezisztencia esetén kiilonboz6 védekezési valaszokon keresztiil a hiperszenzitiv
reakcié (HR) kialakulasat okozzak (Dangl és Jones, 2001). Ezt a rendszert t6bb mint

hatvan éve ismerte fel Flor (1955) és megalkotta a ‘Gene for Gene’ elméletet.

Novényekbdl, elsésorban modell fajokbol, 2006-ig tobb mint 70 specifikus
rezisztenciagént izolaltak és bizonyitottak funkcidjukat (Xiao, 2006). Ezek a
rezisztenciagének, habar teljesen eltérd tipusti patogénekkel (virusok, bio- és nekrotrof
gombak, nematodak, baktériumok) szemben biztositanak ellenallosagot, 6t osztalyba
sorolhatok az altaluk kodolt fehérjék szerkezeti felépitése és azok feltételezett miikddési
mechanizmusa alapjan. Még az egy osztalyba sorolt gének is sokszor valtozatos kérokozo

csoportok felismeréséért felelosek (4. abra).

/
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‘ CC l TIR ‘)l "wa LLATAY) ”\ \" \
NB NB
[- - Ct-2 Kin
L Chea
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NB-LRRs

l. . 1. V. V.

4, abra Az ot specifikus ellenéallésagot biztositd ndvényi rezisztencia fehérjecsoport: Az
elsd, az NBS-LRR csoport a legnagyobb R proteincsoport, amely a citoplazmaban,
ritkdn membranhoz kapcsoltan helyezkedik el. Az N terminalis részén kiilonboz6
(CC vagy TIR) doménokat tartalmazhat. A masodik csoportba tartozdo Cf-x
proteinek egy transzmembran és egy LRR doménnal rendelkeznek. A harmadikként
abrazolt csoportba tartozik példaul a Pto gén, mely egy citoplazmatikus Ser/Thr
kinaz domént kodol. A negyedik csoportban 1évo fehérjék egy transzmembran, egy
kinaz és egy extracellularis LRR domént hordoznak. Ilyen gének példaul az Xa2l
¢s FLS2. Az 6t6dik csoporthoz tartozik a RPW8 gén, ez egy transzmembran fehérje,
ami az N terminalisan egy feltételezett jelfelismeré CC domént kodol (Jones és
Dangl, 2006)
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Az els6 — legnagyobb szamban képviselt — csoportra jellemz6, hogy egy NBS-LRR
(nucleotide binding site — leucine-rich repeats) régiot tartalmazo fehérjét kodol. Az NBS
régio, azaz nukleotid-kotohely fontos szerepet jatszik az ATP és GTP megkotésében. Az
LRR, vagyis leucinban gazdag régioé a rezisztenciagének specifitisat biztositja. Ezek a
gének tovabb csoportosithatok annak alapjan, hogy analdgjaik az N termindlison
hordoznak egy TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) vagy egy CC (coiled-coil) tipusu domént.
Az els6 alosztaly TIR doménje hasonlosagot mutat a Drosophila Toll és az emldsok
Interleukin transzmembran receptorainak doménjeivel. A masodik alosztaly egy coiled-

coil, vagyis feltekeredett spiral doménnel rendelkezik (Dangl és Jones, 2001).

Az egyszikii novények csak CC-NBS-LRR tipusu miikodo géneket tartalmaznak,
kétszikii novényekben pedig mindkét csoport jelen van (Xiao, 2006). A genetikai
vizsgélatok alapjan megallapitottak, hogy ezek az RGA-k a genomban elszortan, de
csoportokba, Un. klaszterekbe rendezédve taldlhatok (Kanazin és mts., 1996). Ez a
géncsoport alapvetéen obligat biotrofok, hemibiotrofok ellen biztosit védelmet (Jones és
Dangl, 2006), habar a paradicsombdl izolalt | 2 (Simons és mts., 1998) és a sargadinnyébdl
leit Fom-2 (Joobeur ¢és mts., 2004) nekrotrof fuzariumfajokkal szembeni

rezisztenciagének a CC-NBS-LRR csoportba tartoznak.

A masodik csoportba olyan gének sorolhatok, amelyek membranon athatolo,

nagyméretli extracellularis LRR régiokkal rendelkezd fehérjéket kodolnak.

A harmadik csoport azon gének csoportja, amelyek egy citoplazmatikus Ser/Thr

kinaz domént tartalmaz¢é fehérjét kodolnak.

A negyedik csoportba az intracellularis proteinkinaz és transzmembran receptorral

ellatott, extracellularis LRR doménnel rendelkezd rezisztenciagének tartoznak.

Az otodik, utolsdé csoportot olyan gének alkotjak, amelyek altal kodolt

membranfehérjén egy coiled-coil domén talalhato (Dangl és Jones, 2001).

3.4.2 Novényi rezisztenciagén-analogok azonositasa

Azokat a szekvencidkat, amelyek tartalmazzak az NBS domént, rezisztenciagén-
analdogoknak (RGA) nevezik (Kanazin és mts., 1996). Ezzel szemben Qiang ¢és mts. (2007)
228 Rosaceae szekvencia elemzése alapjan rezisztenciagén-homolognak nevezi ezeket a
szekvenciakat. A homologia két szekvencia kozos evolucios eredetét jelenti. Ennek alapjan

két gén lehet ortolog, ha két kiillonbozoé fajban taldlhatok és egy kozos Os génbdl
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szarmaznak, amely a fajok ko6zds Osében volt jelen. Két gén paralég, ha egy
organizmusban taldlhat6, egy kozds 6s génbdl génduplikacié utjan jottek létre, €s az azt
kovetd divergens evolucid soran alakultak ki. Altalaban kiilonboz6, de Osszefliggésben
1évo funkciokat latnak el. Ezzel szemben az analogia kozos evolucios eredet nélkiili
hasonlosag (Patthy, 2007). A kozos evolicids eredet bizonyitdsa nélkiil ezért a

rezisztenciagén-analog kifejezést szerencsésebb alkalmazni.

Novényi RGA-k izolalasa alapjaul a kiilonboz6 rezisztenciagén-csoportok
szekvenciaelemzése 4altal meghatarozott konzervalt régidok ismerete szolgal. Ezen
konzervalt régidkra tervezett degenerdlt primerek alkalmazasdval minden -eldzetes
genomszekvencia-ismeret  nélkiil lehetséges rezisztenciagének analég (RGA)
szekvenciainak felszaporitdsa ¢és meghatarozasa (Xiao, 2006). Az igy kapott
szekvenciakbol kovetkeztetett aminosav-sorrendek szekvencia adatbazisok szekvenciaival

torténd illesztése alapjan feltételezhetjiik a homologiat.

A legnagyobb szamban klonozott rezisztenciagén-analogok az NBS domén DNS-
szekvencidjanak meghatarozasabol szarmaznak. A fehérje NBS doménje a jelatviteli ut
soran ATP ¢és GTP molekuldk megkoétésére szolgal (Dangl és Jones, 2001). Az NBS
domén valtozékonysagat noveld muticiok nagy gyakorisaga miatt Qiang és mts. (2007)
mas funkciot feltételez. Az NBS domén két erésen konzervalt régidt tartalmaz: az N
terminalison egy foszforhurok (P-loop), a C terminalison egy hidroféb motivum
helyezkedik el. Ezen régiokra tervezett degeneralt primerek felhasznalasaval tobbek kozt
az alabbi novényfajokbol hataroztak meg sikeresen RGA-kat: Arabidopsis (Arts és mts.,
1998), kukorica (Collins és mts., 1998), bab (Creusot €s mts., 1999), burgonya (Leister €s
mts., 1998), salata (Meyers és mts., 1999), kajszi (Soriano és mts., 2005), és szdmos mas
termesztett novényfaj. 2006-ig tobb mint 1600 NBS-LRR tipust RGA izoldldsa tortént
meg (McHale és mts., 2006).

A teljes novényi genomszekvencidk alapjan a legnagyobb szamban jelenlévd
csoport az R gének koziil az NBS-LRR tipusu rezisztenciagének csoportja (5. tablazat).
Az ismert teljes genomszekvencidk alapjan elmondhato, hogy a sz616 30 434 (Jallion és
mts., 2007), a nyar 45 555 (Tuskan és mts., 2006), a luadfii 27 000 (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000), ¢€s a rizs 37 544 fehérjét kodold gént tartalmaz (International Rice

Genome Sequencing Project, 2005).
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5. tablazat. A szekvenalt novényi genomok becsiilt génszama, génsiirisége és a NBS
tipusu gének mennyisége Velasco és mts. (2010) utan.

Faj Osszes gén Géngyakorisag/10kb NBS gének szama
Alma 57386 0,78 992
Uborka 26682 0,73 61
Szoja 46430 0,42 392
Nyar 45654 0,94 402
Ludfi 27228 2,20 178
Sz616 33514 0,66 341
Rizs 40577 0,97 535
Brachypodium 25532 0,94 238
Cirok 34496 0,47 245
Kukorica 32540 0,15 129

Az NBS-LRR tipust gének e négy faj esetében az Osszes feltételezett gén 1,51;
0,72; 0,53 illetve 1,23%-at teszik ki (a felsorolt novények sorrendjének megfeleléen). A
szamok alapjan Yang és mts. (2008) megallapitottak, hogy a sz6l6 és a ludfii esetében
lényegesebben nagyobb aranyban vannak jelen NBS-LRR tipusu gének, mint a masik két

novényfajban.

Yang és mts. 2008-ban két fasszara faj - a sz616 és a nyar— esetében vizsgaltak az
NBS-LRR tipusu géneket. Megallapitottak, hogy a TIR- és CC-NBS-LRR tipusu
rezisztenciagének eltérd felépitésliek lehetnek. Léteznek tigynevezett csonkolt R gének,
melyeknek valamelyik doménje hidnyozhat, vagy egyes domének akdr tobbszor is
megjelenhetnek egy génen beliil. A sz6l6ben 6sszesen 495 NBS-LRR tipust gén talalhato,
amelybdl 97 TIR-NBS-LRR tipusu, beleértve az egyszeri TIR-NBS-LRR (90), és az eltérd
felépitésii TIR-CC-NBS-LRR (1), TIR-NBS-LRR-TIR (3), TIR-NBS-LRR-TIR-NBS (1)
és TIR-NBS-LRR-TIR-NBS-LRR (2) felépitésti szekvencidkat. A sz616 genomja tovabbi
365 nem TIR-NBS-LRR tipust gént tartalmaz: CC-NBS-LRR (200), CC-NBS-NBS-LRR
(2), CC-NBS-LRR-NBS-LRR (1), egy ismeretlen domént és NBS-LRR doméncket
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tartalmazé gén (147), valamint olyan NBS-LRR tipusi gén, amelynek NBS doménje
alapjan feltételezhetd, hogy a CC-NBS-LRR tipusu csoportba tartozik, de CC doménje
hidnyzik (12). Ezen kiviil ebben a novényfajban talalhatd dsszesen 76 olyan NBS tipusu
gén, amelyrdl hianyzik az LRR domén, beleértve azokat a géneket is, amelyeknek
szekvenciaja CC-NBS (26), TIR-NBS (14), valamint egy ismeretlen és egy NBS
doménekbdl épiil fel (36).

A nyarfa esetében az adatok azt mutatjak, hogy osszesen 78 TIR-NBS-LRR, 252
nem TIR-NBS-LRR, és 86 LRR régio nélkiili NBS tipust gént tartalmaz a teljes genom.

Arabidopsis-on végzett vizsgalatok alapjan Leister (2004) megallapitotta, hogy az
NBS-LRR tipusi gének tandem és nagyméretii kromoszéma részek duplikacidjaval
sokszorozddnak. Zhou és mts. (2004) szerint két gén egy géncsaladba tartozik, ha az
aminosavszekvencidjuk  legalabb 70 %-ban megegyezik, és a két illesztett
nukleotidszekvencia legalabb 70 %-os atfedésben van. Yang ¢és mts. (2008) az NBS
doménok illesztése alapjan meghataroztak, hogy a két vizsgalt fasszaru faj esetében ezen
kritériumok alapjan mindkét faj esetében kozel 78 %-a a vizsgalt géneknek csalddokban
helyezkedik el. Ez az arany Arabidopsis-nal és rizsnél 47,3 és 53,7 %-ot ért el. Abban az
esetben, ha az aminosavszekvencia azonossadgat minimum 80 %-os értékben hataroztak
meg, a két lagyszaru faj esetében a géncsaladok szama jelent6sen csokkent: Arabidopsis-
nal 23,4 %, rizsnél 11,4 %. Ezzel szemben a sz616 67,9 %-os €s a nyar 74,5 %-os értékei
alapjan az egyes géncsaladokba sorolhatd gének kozott nagyobb fokt az azonossag. Ennek
alapjan feltételezik Yang és mts. (2008), hogy a fasszarGi novényeknél bekdvetkezett
génduplikaciok jatszottak szerepet az NBS-LRR tipusu gének a genomban torténd

megsokszorozodasaban.

3.4.3 Rezisztenciagén-analogok izolalasa Prunus fajokbdl

A koérokozok elleni rezisztencia kulcsfontossagli szerepet tolt be a legtobb
csonthéjas nemesitési programban. A kajszi esetében a Plum pox potyvirus (PPV) altal
okozott kajszihimld elleni rezisztencianemesités fejlesztése érdekében kiilonbozd nemesitd
csoportok foglalkoztak NBS-LRR tipusu RGA-k izolalasaval. Elsédleges céljuk a ‘Stark
Early Orange’ fajtabol szarmazo, rezisztencidhoz kapcsolt molekularis marker fejlesztése
volt. Dondini és mts. (2004) elséként amplifikalt, klénozott és csoportositott kajszibol
szarmaz6 RGA-kat az NBS domén konzervalt régidi alapjan. A kldénozott inszertek

restrikcidos enzimekkel torténd hasitasa alapjan ezeket 6t kiilonbdzd csoportba sorolta.
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Dondini és mts. (2004) a Shen és mts. (1998) altal kidolgozott PCR stratégiat kovették,
mely soran NBS-LRR tipust rezisztenciagének kiilonbozé konzervalt motivumaira
terveztek nem degeneralt primereket. Csoportonként kiilonb6zé mennyiségli, 6sszesen 30
klont szekvenaltak, melyek egyontetiien a TIR-NBS-LRR tipusu RGA csoportba tartoztak.
Ezen szekvencidk illesztése alapjan csoportonként primerparokat terveztek a variabilis
régiokra, és 17 kiilonboz6 genotipuson tesztelték ezeket. A SEOBT101 primerkombindciod
csak a rezisztens fenotipusu egyedek esetében szaporitott fel egy 300 bp hosszusagii DNS-

szakaszt, amit lehetséges eszkdznek tekintettek a rezisztencia meghatarozasara.

Soriano ¢és mts. (2005) az NBS doménre tervezett degeneralt primerek
alkalmazasaval 43 egyedi kovetkeztetett aminosav-szekvenciat hataroztak meg ‘Goldrich’
¢és ‘Stark Early Orange’ PPV rezisztens fajtakbol. A génszekvencidkat restrikcios hasitasok
alapjan hat csoportba soroltak. A 43 kovetkeztetett aminosav-szekvencia mindegyike a
TIR-NBS-LRR tipust csoportba tartozott. A csoportok variabilis szekvenciaira az N és C
terminalis iranyaba terveztek primereket, amiket az AFLP-RGA (Hayes és mts. 2000)
technikahoz alkalmaztak. Ezeket a markereket a PPV-ellenallo heterozigota ‘Lito’ fajta
ontermékenyitésbdl szarmaz6d F, hasadd populacid egyedein térképezték, de PPV
rezisztenciahoz kapcsolt markert nem sikeriilt azonositani. A 16 polimorf marker a
koradbban Vilanova €s mts. (2003) altal szerkesztett fizikai térkép 8 kapcsoltsagi csoportja
kozil otre térképezddott. Két lehetséges génklasztert hataroztak meg a 6-os és 8-as
kapcsoltsagi csoporton, habar a DNS-szekvencidk alapjan elmondhatd, hogy csak a 8.
kromoszoman talalhat6 régio tartalmaz stopkodon nélkiili rezisztenciagén-homologokat.
Az egyes kapcsoltsagi csoportra térképezett markerek koziil a Prunus davidiana-bol
szarmaz6 lisztharmat-rezisztencia lehetséges QTL-jéhez (quantitative trait loci)
kapcsoltsagot talaltak, mig egy masik marker Vilanova ¢és mts. (2003) altal PPV

rezisztenciaért felelds régidval mutatott kapcsoltsagot.

A kiilonb6z6 RGA-csaladokra tervezett markerek tobb esetben azonos régiokba
talalhatok meg, ami megegyezik a Baldi és mts. (2004) altal alma RGA vizsgalatakor
megfigyelt jelenséggel, miszerint a fizikai tavolsag és filogenetikai tavolsag kozott

korrelaciod van.

A kajszi esetében tapasztalt TIR-NBS-LRR és CC-NBS-LRR tipusi RGA-k
megjelenésének egyenldtlen eloszlasat Gsszehasonlitva megallapitottak, hogy a vizsgalt

kétsziklieknél ez egyediilallo jelenség. Ezt azzal magyaraztak, hogy a kajszi genomjaban
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valdban aranytalanul kis szamban vannak jelen a CC-NBS-LRR tipusu szekvencidk vagy

az alkalmazott PCR technika nem megfelelé azok kimutatasara (Soriano és mts. 2005).

Lalli és mts. 2005-ben 6sszesen 42 RGA-t hataroztak meg ¢és térképeztek, amelyek
az NBS-LRR, kinaz, transzmembran domén, patogénvalasz (PR) proteinek ¢&s
rezisztenciaval kapcsolt transzkripcios faktorok kozé tartoztak. Az RGA-k fizikai
térképezését a BAC konyvtarakhoz vald hibridizacival, térképezd populacio nélkiil
végezték el. Szamos proba olyan BAC klonokhoz hibridizalt, amelyeken kordbban mar
azonositottak lisztharmat-rezisztencia QTL-eket. Ezen tal 3 amplifikalt RGA a 7.
kromoszémara a Ma gént tartalmazé régioba, mig masik 2 RGA a 2. kromoszémara, a
RMai génnel mutatott kapcsoltsagot. Mindkét gén fonalféreg-rezisztenciat biztosit Prunus

fajokban.

Két RGA szekvencia kapcsoltsdgat mutattak ki Decroocq és mts. (2005) altal
meghatarozott 1. és 7. kromoszoma Sharka rezisztencia QTL-jeivel. Nem talaltak azonban
a 6. kromoszoman elhelyezkedd, legerésebb hatdsu Sharka rezisztenciaért felelés QTL-
ekhez kapcsolt szekvencidkat. Tobb RGA klont térképeztek az 1. kromoszémanak arra a
kivételével az dsszes tovabbi kromoszéma tartalmazott RGA-kat. Osszesen 26 NBS-LRR
tipusit RGA-t térképeztek Oszibarackon, és ebbdl minddssze ketté volt CC-NBS-LRR
tipusi. Az illesztések mindkét NBS-LRR tipusi csoport jelenlétét bizonyitjak, de
tobbségében TIR-NBS-LRR tipusi RGA-kat izolaltak. Ezt az egyenl6tlen eloszlast
Oszibarack esetében azzal magyaraztak, hogy a TIR-NBS-LRR tipusi RGA-k nagyobb
szdmban fordulnak el6 a genomban, esetleg az amplifikacid sordn alkalmazott primerek
ezeket a szekvenciakat nagyobb valdszinliséggel szaporitjak fel. A Prunus genomban a két
csoport mas régiokba térképezddott, hasonlokép, mint a lucernaban és a szdjaban. Ezzel
szemben az Arabidopsis-ban egy klaszterben mindkét csoportot térképezték Meyers és
mts. (1999). A sz6l6 genomszekvencia alapjan Velasco és mts. (2007) nem talaltak arra

példat, hogy a két csoport génjei egy klaszteren beliil fordultak volna eld.

3.4.4 RGA markerek kapcsoltsaga novényi rezisztenciakkal

A molekuldris markerek azonositdsa két stratégia alapjan torténhet. A homologiara
alapozott marker készitésekor, primerek a mar ismert szekvencidk alapjan konzervalt
szakaszokra tervezhetOk. Ezeket a markereket, amelyek mar adott funkcidju gének

szekvencidja ismeretében késziilnek Andersen ¢s Liibberstedt (2003) funkcionalis
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markereknek nevezte el. A masodik stratégia a szekvencia ismeret nélkiili, véletlenszeri
markerezési (RAPD, AFLP, ISSR stb.) technikdk alkalmazdsa. A funkcionalis RGA
markerek hasznalata els6sorban a fas szari novények rezisztencia vizsgalatakor terjedt el,

mert ezeknél a fajoknal térképez6 populaciok hianyaban ez a stratégia jarhat sikerrel.

Az RGA markereket els6ként sz6l6n Di Gaspero és Cipriani (2002) alkalmazta a
peronoszpora-rezisztencia vizsgalatara sikerrel. A harom vadfaj (V. amurensis, V. riparia,
V. cinerea,) és ellenall6 interspecifikus hibridekben (‘Seyval’, ‘Regent’, ‘Bianca’) sikertilt
egy specifikusan megjelené markert kimutatniuk, ami hianyzott a peronoszpéra-fogékony

eurdpai fajtaknal.

Donald és mts. (2002) sz6l6 lisztharmat rezisztencia vizsgalatakor harom NBS
tipusi RGA markert azonositott a Muscadinia rotundifolia fajbol szarmazé Run 1
l6kuszhoz kapcsoltan. A hasadd populacié 167 egyedén térképezték a markereket, két
marker teljesen kapcsolt volt a Run 1 génnel, mig a harmadik marker 2,4 cM tavolsagra

helyezkedett el.

Calenge és mts. (2005) almabol hataroztak meg NBS tipust RGA szekvencidkat. A
Vr 2 venturia rezisztenciagénnel talalt kapcsoltsdgot a méasodik kapcsoltsagi csoportban, a
Pl-w lisztharmat rezisztenciat tartalmazo régioba harom NBS RGA markert sikeriilt
térképezniiikk. A ‘Durello di Forli’ almafajtabol szarmaz6 Vd ventaria rezisztenciagénnel

négy marker mutatott kapcsoltsagot.

3.5 Poligalakturonaz-gatlé fehérjék

A ndvényi sejtfal egy Osszetett polimer vegyliletekbdl allo rendszer, ami a sejtek
elvalasztast €s szilarditasat biztositja. A ndvényi sejtfal 6t alapvetd polimer vegyiiletbdl
épiil fel: celluldéz, hemicelluloz, pektin, glikoprotein, lignin. A sejtfal tulajdonképpen
cellul6z mikrofibrillumok szdvedéke, amely hemicellulozbol és pektinbdl 4ll6 matrixba
agyazodik be. A pektin tipusti poliszacharidok minden magasabb rendii ndovényben
eléfordulnak, kétszikliekben az elsddleges sejtfal 35 %-at teszik ki, mig egyszikiiekben
csak 2-3 %, és a sejtfal elemeinek Osszetartasaért felelds vegyiiletek (Albersheim és mits.,
1969). A pektint két f6 polimer vegyiilet alkotja: homogalakturonan (a-1-4 kapcsolodasu
galakturonsav), ramnogalakturondn (galakturonsav és ramno6z 2-4 kapcsolddasa eltérd
arabinoz és galaktoz oldalancokkal). Ezek az els6dleges sejtfal kdzéplemezét alkotjak. A
fiatal sejtfal els6sorban poliszacharidokbol épiil fel kis fehérje tartalom mellett, ami

késobbiekben lignifikdlodhat (Evert, 2006). Feladatai eltérdek, a sejt ozmotikus
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nyomasaval szembeni tartdsaval egyben a sejtek alakjat is meghatarozza, a novényi szovet
szilardsagat adja, és a szallitérendszer falat alkotja. A sejtfal fontos szerepet tolt be a
korokozokkal szembeni ellenallosagban, mint elsédleges fizikai gat, és mint a lebonto
enzimek terjedésének gatja (Albersheim, 1965). A ndvényi szovetek korokozd altali
kolonizalasanak elsd 1€épése a mikrofibrillumokat kot pektin poliszacharidok maceracidja,
lebontésa. Poliszaharid bontoé enzimeket a novények (Agrawal és Bahl, 1968), a gombak
(Albersheim 1965) és a baktériumok (Ghuysen, 1968) egyarant termelnek. A ndvényi
korokozok képesek enzimeikkel a novényi sejtfal poliszaharidjainak bontasara
(Albersheim és mts., 1969). Byrde és Fielding (1968) az alma monilia fertézésben a
koérokozd pektinbonté enzimeinek szerepét bizonyitotta, ezek a fertézési folyamatnak

kulcsszereploi.

A korokozoé gombak meghatarozott szénforrast tartalmazo taptalajban nevelve, a
taptalajba az adott poliszaharidot bont6 enzimet valasztjak ki. A korokozd gombak
fejlédésiik soran meghatarozott sorrendben valasztjdk ki a sejtfal bontasaért felelds
enzimeket, amit Albersheim és mts. (1969) a Colletotrichum lindemuthianum, Jones és
mts. (1971) Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici fajok vizsgalatakor igazolt. Mindkét
esetben az endo-poligalakturonaz (PG) volt az els6ként termelt enzim. Ezek az enzimek
kitisztitva meg0rizték azt a tulajdonsagukat, hogy kiilonb6z6 novényi sejtfalakrol
leemésztik a galakturonsavat. A poligalakturonaz enzimek képesek a ndvényi sejtfal
pektinjeinek lebontasat megkezdeni, e nélkill a sejtfal szerkezetét megvaltoztatd enzim
nélkiill a késébb szekretaloédd poliszaharid-lebontd enzimek nem képesek a sejtfal

pektinjeinek lebontasara (Karr és Albersheim, 1970).

A novényi sejtfalbol izolalt fehérjék nem voltak hatassal a C. lindemuthianum
korokoz6 gomba a-arabinoziddz, o-galaktozidaz, metil-cellulaz, xilanaz, exo-
poligalakturonidaz poliszaharid bontd enzimeire, viszont az endo-poligalakturonaz enzim

hatasanak gatlasat figyelték meg (Albersheim és Andersona, 1971).

Gylumolcsfertézési kisérletek soran az extracellularis pektolitikus gombaenzimek
gatlasat Byrde és mts. (1960) polifenolos vegyiiletek oxidalo hatasaval magyarazzak.
Mivel Fisher és mts. (1973) egyértelmiien bizonyitjak, hogy az altaluk vizsgalt fehérje a
pektolitikus enzimek koziil csak a PG-t gatolja, a korabban pektolitikus enzimek altalanos

fenolos vegyiiletekkel torténd gatlasatol a folyamatot egyértelmiien elkiilonitették.

30



A jelenséget Fielding (1981) szilva, Oszibarack, alma, korte, sz616, monilias és
botritiszes gylimdlcsfertdzésekor is megfigyelte. A kisérletben kivételt képzett a nem
oxidativ modon fert6z6 Penicilium sp. (fenolaz-inhibitorokkal fert6z6 gomba), amely
esetében nem volt PG-gatlas kimutathatd a fert6zott almagyiimolcsokb6l. A monilia és
botritisz fert6zott gyiimdlcsok kivonatadbdl nem volt kimutathato PG aktivitds, mig a
fehérjekivonat izoelektromos fokuszalasat kdovetéen a korabban is meghatarozott
izoelektromos ponton (pl 9-10) a poligalakturonaz aktivitas ismételten megjelent. A gatlo
vegyiilet 20 perces hbékezelés hatasara, 40-70 C kozott, az enzimaktivitas folyamatosan

csokkent, 100 C-on 5 perces kezelés az enzim aktivitasat felére csokkentette.

Tripszines emésztés soran a vegyiilet PG-gatlo képessége megsziint, igy legalabb
egy fehérjealkotot valdszinisit Fielding (1981). Fontos megallapitas, hogy fertézetlen
gylimdlcsmintdkban nem volt kimutathaté PG-gatld aktivitas, de ezek alapjan nem volt
eldonthetd, hogy a fert6zés hatasara keletkezik-e ez a vegyiilet, avagy folyamatosan
megtalalhatd a szovetekben, de fertézés hatasara aktivalodik. A Botrytis cinerea PG
enzimének gatlasarol szamol be korte esetében Abo-Goukh és mts. (1983), és megallapitja,

hogy a PGIP a korte érése folyaman termel6dd endogén PG enzimére nincs hatassal.

Babbol Cervone és mts. (1987) i1zolaltdk az endo-poligalakturonazt gatld fehérjét
(PGIP) és megallapitottak, hogy a PG-PGIP ko6z6tt kialkuldo komplex eredményeként a PG
enzim aktivitasa teljes mértékben megsziint. Késobb Cervone ¢és mts.(1989) a PG enzim
aktivitas gatlasa mellett megallapitottak, hogy a pektin teljes hidrolizisének hianyaban
keletkezé oligogalakturonsav szarmazékok fitoalexin szerepet tolthetnek be. A sejtfal
matrixat alkotd pektin emésztésébdl szarmazd poliszaharidok hatdsara a zoldborso
hiivelyében a pisatin gombagatlo fitoalexin akumlalodott (Walker-Simons és mts. 1983). A
pektin emésztésébdl szarmazo oligogalakturon vegyiileteket a bab és Colletotrichum
lindemuthianum gazda patogén rendszerben aktiv fitoalexinként hataroztdk meg De
Lorenzo és mts. (1990). Kisérleteik szerint harom eltéré patogenitasu Colletotrichum
lindemuthianum izolatum azonos mértékben termelte az endo-poligalkturonaz enzimet,
amik a pektinbdl elicitor aktiv oligogalakturon sav szarmazékokat emésztett le. Négy eltérd
Colletotrichum fogékonysagu babfajtabol (‘Great Northern’, ‘Pinto’, ‘Red Kidney’, ‘Small
Red’) izolalt PGIP fehérjék egységesen novelték az oligogalakturonsav szarmazékok
¢letidejét, a négy fajta PG aktivitasdnak gatlasa kozott nem tapasztaltak eltérést. A négy

eltérd érzékenységli babfajta PG-PGIP fehérjének kapcsolata, 5nmagaban nem magyarazza
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a fajtak és korokozo kozott megfigyelhetd raszspecifikus rezisztenciat (De Lorenzo és mts.

1990).

A bab PGIP enzimének tripszines emésztésével Toubart ¢s mts. (1992) aminosav-
szekvencia szakaszokat hataroztak meg. A gén 758 bp hosszusagu szakaszéanak klonozasa
az aminosavszekvencia alapjan tervezett degeneralt primerek alkalmazasaval tortént. A
génszakaszt egy bab genomi konyvtarhoz hibridizaltdk és kivalasztottak a PGIP gént
tartalmazo klont, meghataroztdk a 3,3 kB klon szekvencidjat. A genomi kloén egy
folyamatos leolvasasi kerettel rendelkez6 1026 bazispar (342 aminosav) hosszisagu gént
tartalmazott. Sem a nukleotid-, sem a transzlalt aminosavszekvencia nem mutatott
hasonlésagot semmilyen addig ismert nukleotid- és aminosavszekvenciaval. Mindegyik
vizsgalt szovetrészbdl (levél, szér, kallusz és virdg) kimutattdk a gén kifejezddését. A
folyékony kultaraban nevelt kalluszokbol a Northern-analizis sordan sokszorosan erdsebb
jelet kaptak a tobbi szovetrészhez képest. A cDNS klonok szekvencidja alapjan
megerdsitették, hogy a gén nem tartalmaz intronokat. Stotz és mts. (1993) kortébol
izolaltak a PGIP gént és megallapitottak, hogy a Toubart és mts. (1992) éltal meghatarozott
bab PGIP gén aminosav-szekvencidjaval 50 %-os egyezést mutat. A két gén az N
terminalison egy feltételezhetd szignalpeptid konzervalt motivumban megegyezik. A gén
két kopiaban taldlhatdo meg a kortegenomban. A PGIP enzimrdl egyértelmiien kimutattak,
hogy egy glikoprotein és meghataroztak az enzim glikozid részének Osszetételét. A gén
kifejezddését a viragban és gylimdlcsben mutattak ki, mig a levélszovetbdl nem. Az enzim

aktivitasa a gyltimolcsben 200-szorosa volt a viragban mért aktivitasnak.

A bab PGIP paralog génjei eltérd hatékonyasaggal képesek gatolni a kiilonbozd
gombafajok PG enzimeit. A Botrytis cinerea PG enzimeit mindegyik bab PGIP fehérje
képes gatolni, de eltérd hatékonysaggal, mig a Fusarium moniliforme faj PG enzimére
Kizarolag a PvPGIP2 gén hat. A két gén fehérje terméke kozott dsszesen nyolc aminosav

eltérés van.

A PVPGIP2 génnek a nyolc aminosav egyenként iranyitott mutagenézissel tortént
cseréje PVPGIP1 gén szekvencidjara azt eredményezte, hogy minden esetben csokkent
gatlo hatast allapitottak meg a F. moniliforme PG gatlasaban (Leckie és mts. 1999). A bab
PGIP1 enzimének 253 pozicioban talalhato bazikus lizin glutaminra torténd cseréje, a F.
moniliforme PG enzim gatlasat eredményezte. Ezek alapjan megallapithato, hogy a PGIP
gén kifejez6désének mértéke és a gén valtozatok egyiitt biztosithatjdk a PGIP gének

rezisztenciaban betoltott szerepét.
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Stotz €s mts. (1994) paradicsom termésbdl izolaltak a PGIP fehérjét. A kortébol és
paradicsombol szarmazo PGIP fehérjék a sziirkerothadast okozo polifag Botrytis cinerea
poligalakturonaz enzimaktivitdsanak gatlasakor a kortébdl szarmazo enzim 20-szoros gatlo
hatassal rendelkezett a paradicsom PGIP fehérjéhez képest (Stotz és mts. 1993). A
paradicsombol izoldlt cDNS szekvencidja alapjan a bab PGIP aminosavszevenciajaval
68% azonossagot, mig a korte PGIP aminosav szekvencidjaval 50 %-0S azonossagot
mutatott. A szekvencia analizis soran elséként ismerték fel, hogy a PGIP gén tandem
leucin gazdag ismétlédéseket (LRR) tartalmaz. A LRR régiérol mar korabban
bizonyitottdk, hogy fehérje—fehérje interakciokért Ilehet felelds, igy a PG-PGIP
Osszekapcsolodasanak tényét ez megerOsitette. Az els6 PGIP génnel tortént sikeres
transzformacios kisérletet Powell és mts. (2000) végezték el, a korte PGIP génjét épitették
paradicsom névénybe. A kontroll névényhez képest a paradicsom terméseken 15 %-kal,
levélen 25 %-kal csokkent a Botrytis cinerea kartétele a transzformans névények esetében.
Kés6bb Arabidopsis (Ferrari és mts., 2003) sz616 (Aguero és mts., 2005), dohany (Joubert
¢s mts., 2007) esetében bizonyitottak transzgénikus kisérletekkel a PGIP szerepét a
ndvénypatogén PG gatlasaban.

A PGIP gének expressziojanak valtozasat venturia fert6zés hatisara korte esetében
Faize ¢és mts. (2003) vizsgaltak. Az ellenallo kortefajtak estében bizonyitottak, hogy a gén
expresszidja gyorsan (fertézést kovetd nap) négyszeresére ndtt meg a fertdzés elbtti
allapothoz képest, és a két ellenallod fajta PGIP enzimei 3-4 szeres gatld hatasat okoztak a
ventiria PG enzimének. Oliveira és mts. (2010) vizsgaltak Sclerotinia sclerotiorum
fertézés hatasara a PGIP gének expressziojanak valtozasat babon. A négy kopiaban
szerepld gén alléljai eltérd idépontokban és eltérd intenzitassal expresszaltak a fertdzés
hatasara. A mechanikai sebzés hatasara kizardlag egyetlen 1okuszrol szarmazo allélok
expresszaltak. A bab PGIP génjeinek megndvekedett expresszidjat sebzés,
oligogalakturonsav szarmazékok és gombakbdl szarmazé glukanazok okoztak (Bergmann
és mts. 1994).

Alma gylimolcsben a PGIP gén expresszidja az érettség alapjan valtozott, ami a
Yao mts. (1999) szerint a gén a gylimdlcsfejlodés soran szabalyozottan expresszal. A
Penicillium expansum ¢és Botrytis cinerea fert6zott gyiimolcshusban PGIP  gének
megnovekedett expresszigjat tapasztaltak, mig a fertdzetlen husrészben nem emelkedett a
gén kifejezddése. A gylimdlcshiis sebzésekor kisebb mértékii volt az expresszio valtozasa

mint a gombafertézés hatasara bekovetkezett novekedés. Az egy honapos 0 °C
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hémérsékleten torténd tarolasi kisérlet soran folyamatosan nétt a PGIP gén expresszidja az
érett gylimolcsben. Ez alapjan nemcsak a patogének ellen, hanem a gyiimdlcsfejlodés
szabalyzasaban is szerepet jatszik a PGIP fehérje (Yao és mts. 1999).

Az ¢élovilagban megtalalhaté LRR proteineket Kajava (1998) legkevesebb hat eltérd
csoportba sorolta, amik egymastol fiiggetlen evolucids eredettel rendelkeznek. A
novényvilagban elterjedt extracellularis LRR fehérjék konzervalt szekvenciaja:
XXLXXLXLXXNXL(T/S)GXIPxXLGx (Kajava, 1998). Tébb LRR ismétlodés sziikséges egy
domén létrehozasahoz, aminek szerkezet patkd alakjahoz hasonlit. A fehérje belsé oldalan
helyezkednek el a B-lemezek egymassal parhuzamosan, mig a fehérje kiilsé oldalan az o
hélixek talalhatok (Kobe és Deisenhofer, 1995).

A bab PGIP kristaly szerkezetének vizsgalatakor Di Matteo és mts. (2003)
megallapitottak, hogy a fehérje 10 LRR ismétlddésbol all. Az LRR ismétlédésekben két -
redd utan egy a-hélix kovetkezik (5. abra). A fehérje bels6é konkav oldala negativ toltési,
ami a PG enzim megkotését szolgalhatja. A Fusarium moniliforme poligalakturonaz
pozitiv t6ltésii aminosavainak (Arg-267 és Lys-269 ) kulcs szerepe van a PGIP2 enzim

negativ t6ltésli részeihez torténd kotodéskor.

5. abra. PvVPGIP2 ¢és a F. moliniforme PG fehérjék kristalyszerkezete. ’a’ kép:
Szalagmodell dbrazolja a fehérje szerkezetét. Piros szalag az N és C terminélison
talalhato ciszteinben gazdag domént jel6li. Mindkét domént két diszulfidhid koti a
szolenoid szerkezetéhez. A kozponti extracellularis domént tiz tandem ismétlodési
24 aminosav hosszusagu LRR alegység alkotja. Harom alegységbdl épiil fel az
eLRR rész. A fehérje belsd (konkav) oldalan a kékkel jelzett B-redd, a szolenoid
kiilsé oldalan talalhatok a zold spirallal jeldlt a-hélixek. Tirkizkékkel a két oldal
kozti térben talalhaté nem szokvanyos B-reddket jelolték. *b’ kép: Pirossal jelolték
fehérje kotésre képes részeket a fehérjén. ’c’ kép: A F. moliniforme PG enzim
kristalyszerkezete, amin a fehérje—fehérje kapcsolodast kialakitod részt piros szinnel
jelolték (Federici és mts., 2006).
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Novényanyag

A vizsgalt fajtak és hibridek a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszék szigetcsépi kajszi liltetvényébdl szarmaznak (6). Az lltetvényt
1990 és 2000 kozott telepitették 5x4 méteres térallasban, alanyként cseresznyeszilva
magoncokat hasznaltak. A mesterséges vesszéfertézés a tanszék soroksari iiltetvényében
tortént. A fertézés a ‘Korai zamatos’ és ‘Zard’ fajtdk, és ezeknek 2003-ban torténd
keresztezésébol szarmazo 48 utddon tortént.

6. tablazat. A munkank sordn vizsgalt kajszi, cseresznyeszilva és japanszilva fajtak és

hibridek

Fajta neve Szarmazasa |Nemesité altal megadott pedigreé

Aurora USA RR17-62 x NJA-13 / Rutbhart

Baneasa 4/11 Ro. Ismeretlen

Ceglédi arany Mo. Roézsabarack C. 1668 x Ceglédi 6rids; 1994

Ceglédi biborkajszi | Mo. Véletlen magonc; 1953

Ceglédi orias Mo. Téjszelekcio, Izsdk; 1953

Ceglédi Piroska Mo. Ceglédi orids x Magyarkajszi C. 1789; 1995

CR-2-63 USA Ismeretlen

Effekt Ukrajna Krupnoplodnij szabadmegporzasit magonca

Goldrich USA Sunglo x Perfection

Gonci magyarkajszi | Mo. Magyarkajszi szelektalt klonja; 1960

Harcot Kanada (Genevq x Narmata) x Morden 604 x NJAI
(Perfection x Phelps); 1977

Harmat Mo. Salah szabadmegporzasi magonca; 2002

Karola Szlovakia Kloboucka x Velkopavlovicka

Kecs-psar Uzbegisztan | Helyi fajta Kozép-Azsiaban; Kosztina, 1930

Konkurencia Ukrajna Effect x Priuszadebnij rannij

Konzervnij pozdnij | Ukrajna Véleltlen magonc

Korai zamatos Mo. Jubilar szabadmegporzasu magonca; 2002

Magyarkajszi C.235 | Mo. Magyarkajszi szelektalt klonja

Mamaia Roménia (Ananas X Ananas) X% (Tarzii de Bukuresti X
Ananas); 1985

Mandulakajszi Mo. Ismeretlen; 1954

Marculesti 18/6 Romania Ismeretlen

Mari de Csanad Romania Ismeretlen eredetti helyi fajta

Nikitszkij Ukrajna Krasznoscsokij szelektalt klonja
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6. tablazat folytatasa

NJA-8 USA Ismeretlen

Orange red USA Lasgerdi Mashhadi x NJA2

1/33 Mo. P. cerasifera x P. vulgaris

P. dasycarpa P. cerasifera x P.armeniaca spontan hibrid
P. salicina ‘Methley’ | USA P. salicina x P. cerasifera

P. cerasifera magonceredetii alany

P. salicina 'Burbank’ | USA P. salicina Burbank Luther 4ltal szelektalt magonc
Pannonia Mo. Magyarkajszi x Borsi-féle kései rozsa
Pisana Olaszorszag |ICAPI 26/5 szabadmegporzasa; 1995
Priuszadebnij rannij | Ukrajna Szamarkandszkij rannij x Krasznoscsokij
Sulmona Romania (Luizet x Umberto) x (Ananas X Ananas)
Venusz Romania (Umberto x Ananas) x (Luizet x Umberto)
Zard Uzbegisztan | Zardalju szabadmegporzasii magonca

4.2 Szabadfoldi természetes fertdzés megfigyelése

A szabadfoldi természetes fertdzés megfigyelése a szigetcsépi liltetvényében tortént
harom vegetacids iddszakban. A vizsgalat els6 két évében tortént védekezés a virdgzaskori
monilias betegséggel szemben, fehérbimbos stddiumban és teljes virdgzaskor Topas 100
EC penkonazol hatéanyagii gombadloszerrel (0,5 1/ha). A fertdzés mértékének
felvételezése minden évben sziromhullast kovetéen o6t héttel tortént, intenziv
hajtasfejlodéskor. A betegség kategoridkat a teljes termdrészpusztulas szazalékos
értékének megfeleléen alakitottuk ki (7. tablazat). Fajtanként legalabb 4 egyedet
vizsgaltunk legalabb harom éven keresztiil, az ennél kevesebb egyeddel rendelkezd

genotipusokat nem értékeltiik.

A P. mume, P. sibirica természetes vesszdfertdzését az MTA OBKI Vacratoti

Botanikus Kertjében talalhaté egyedeken tanulmanyoztam 2009-2011 kozott.
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7. tablazat. Monilia fert6zottség bonitalasi kategoriai

Betegség kategoridk | Elpusztult termdrészek (%)
0 0
0,5 1-5
1 6-10
15 11-15
2 16-20
2,5 21-25
3 >26

4.3 Fertozési Kisérletek

4.3.1 Szabadfoldi viragfert6zési és megporzasi kisérletek

A mesterséges viragfert6zési kisérletek a szigetcsépi iiltetvényben torténtek. Két
genotipus esetében a ‘Kecs-psar’ és ‘Goldrich’ fajta fain fehér bimbos allapotban egész
agak Osszes viragat kasztraltuk, ami a szirmok és a porzok mechanikai eltdvolitasat
jelentette. A kasztralt agak felét ‘Panndnia’ fajta pollenjével poroztuk be, mig az agak
masik felét megporozatlanul hagytuk. Ezzel parhuzamosan kijeloltiink kezeletlen
szabadelviragzasu agakat pozitiv kontrollként mindkét vizsgalt fajtdn. A kasztralast kovetd
napon az agakat 500 konidium/ml szuszpenzidval permeteztik le. A vizsgalt agakon a
monilia fertézést teljes sziromhullast kovetéen egy héttel felvételeztiik, megszamoltuk a
fertdzott és ¢ép virdgok szamat. A novényvédelmi kezeléstdl a vizsgalt agakat
foliatakarassal ovtuk. Az elpusztult vesszérészekbol a korokozot burgonya dextrdéz agar
(PDA, Duchefa) taptalajon izolaltuk vissza, és a taptalajon fejlédé gombatelep

morfoldgidja alapjan azonositottuk.

4.3.2 Mesterséges vesszofert6zés

A mesterséges fasrészek fertdzését elsoként a Crossa-Raynaud (1969) modszerével
kiséreltiik meg. A virdgzas utdn két héttel két-harom éves levagott agakat fertdztiink a
hancsszovetben ejtet sebeken M. laxa altal atnétt PDA korongokkal és nedves
kornyezetben tartva inkubaltuk. Az ellenalldé ‘Zard’ fajta levagott kétéves againak
mesterséges probafertézéseket kdvetden azt tapasztaltuk, hogy az agak teljes hosszan a

hancsrész elpusztult, ezért ezt a fertézési technikat nem alkalmaztuk. A tovabbiakban
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ennek a technikdnak egy, az egyéves vesszok fertdzésére atalakitott valtozatat kiséreltiik
meg elvégezni. A vizsgalathoz az ellenallosagot mutatd ‘Zard’ és erésen fogékony ‘Korali
zamatos’ fajtdk egy-egy példanyat és ezek keresztezésébdl szarmazo 48 egyedbdl allo
Corvinus  Egyetem  Genetika és  Novénynemesités  Tanszékének  soroksari
kajsziiiltetvényében végeztiik 2009. szeptemberében és 2011. oktoberében. Fanként
legalabb 6t vesszOn két-két pontban 3-7 mm hosszi sebzést ejtettiink a levélalappal
szemben és a vesSzé hancsszovete ala M. laxa altal kolonizalt 2 mm atmér6ji taptalaj
korongot helyeztiink, majd foliaval tekertiik be. A fertézés kiértekelése 2010. januarjaban
15 héttel a fertézés utan, és 2011. novemberében 8 héttel a fertézést kdvetden a vesszok
begytijtésével ¢és feldolgozdsaval folytatodott. Az elhalt szovetrész hosszat és a fertdzési
helynél a vesszd atmérdjét tolomérdvel mértilk meg, a vesszd hancsszévetének torténd
felvagasat kovetéen. A 2 mm-nél vastagabb vesszoknél mintanként megmértik az
elpusztult szovet hosszat és kiszamitottuk az igy nyert adatok atlagat. . Statisztikailag
Osszehasonlitottuk a fenti értékeket a fert6zést kovetd szoveti elvaltozasok jellemz6i
alapjan fogékonynak vagy ellenallonak itélt egyedek esetében. A statisztikai tesztek
eldfeltételeit (adatok normdl eloszldsa, variancidk homogenitasa) ellendriztiik, ezek
eredményei alapjan, ahol kellett, nem-parametrikus tesztet alkalmaztunk. Ezek az adatok
normal eloszlasat nem igényld Mann-Whitney-teszt és varianciak homogenitasat nem
igényl6 Welch-teszt voltak. A sziil6 és utodok fert6zott vesszdin vizsgaltuk a fertdzott
korrelacid egyik el6feltétele (adatok normal eloszlasa, Shapiro-Wilk teszt p<0,05) nem
teljesiilt, ezért nem parametrikus Spearman-korrelaciot végeztiink. Az analizisek a

Statistica 8.0 szoftver segitségével késziiltek.

4.3.3 Laboratoriumi kisérletek

A viragrészek érzékenységét a Monilinia laxa korokozéoval szemben 0,5 % agar
(szirom) illetve Y2 PDA (bibe és porzoszalak) taptalajra helyezve vizsgaltuk. Az
iltetvénybdl begylijtott bimbos vesszoket, agakat iveghazban hajtattuk meg és a felnyilas
elétti viragokrdl a szirmot, bibét és a porzoszalakat a vacokkal egyiitt viragrol levalasztva
petricsészébe helyeztiik sotétbe, 10°C-ra. A sziromfertézést 10 pl szuszpenzioval
(10 konidium/pul) a szirom szini oldalan végeztiik. Negativ kontrollként desztillalt vizet

alkalmaztunk. A bibe és porzoszalak fertézésekor a PDA taptalajon fejlodé micélium elé
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helyeztiik a viragrészeket. A bibébdl kivalasztodd ribonukledzok kimutatasat agar

taptalajon Halasz (2007) leirdsa alapjan végeztiik.

A micélium fejlédésének vizsgalatakor a ‘Ceglédi orias’ viragainak Kinyilasa elétt
a bibéit 200 ul-es csébe helyeztiik lefelé (3db/csd) és 50 ul desztillalt vizet pipettaztunk ra.
Egy éjszakan 4t 20 °C-on razattuk 50 rpm-mel. Folyékony taptalajként friss burgonya
foz6levét hasznaltuk. 50 g friss hamozott burgonyat 500 ml vizben megf6ztiink és 70 g/m2
sziir6papiron keresztiil megszirtiik. 500 ul folyékony téptalajhoz 25 ul bibekivonatot
adtunk. A micélium fejlodését a kisérlet 12., 24., 72. o6rajdban vizsgaltuk meg

fénymikroszkoppal.

A levélfertozési kisérletnél két héttel a sziromhullast kovetden zold hajtasokat
gyijtottiink a ‘Zard’ és ‘Orange red’ fajtakrol és ezekrél 20-20 darab 3-8 cm hosszusagi
levelet desztillalt vizzel nedvesitett szlirépapirra helyeztiik Petri-csészékbe.. A lezart Petri-
csészéket fényszekrénybe (20°C, 12 6ras megvilagitottsag) helyeztiik. Ezt kovetéen a
levelek turgoranak kialakulasakor a levéllemezek kozepére, szini oldalon 6 mm atmérdjt
M. laxa altal atsz6tt agarlemezt helyeztiink, kontrollként steril agarlemez korongokat

helyeztiink mindkét fajta 5-5 levelére.

4.3.4 Mikroszkopos vizsgalatok

A mesterségesen ¢és természetesen fertézott novényi részeket Leica MZ6
sztereomikroszkoppal, Carl Zeiss Jena Jenalumar fénymikroszkoppal és a BCE Kozponti
Laboratoriumaban Tesla BS 300 tipusu pasztazé elektromikroszkoppal vizsgaltuk. A
mintak elokészitése a kozponti laborban az alabbi protokoll szerint tortént. A viragmintakat
5 %-0s glutaraldehidben torténé harom oras kezelés utan, 1 %-0S ozmium-tetroxidos
aztatas kovette két 6ran at. A dehidralast, egyre toményebb, majd végén abszolut acetonnal
végeztik. A mintdk acetontol torténd tisztitasa 7,2 pH-ju foszfatpufferrel tortént. A
szaritas CPD 020 tipusu késziilékben végeztiik egy éjszakén at. A mintdk feliiletének
vezetOképességét 30nm vastag aranyréteg felvitel biztositotta, amit CPD 040 tipust
katddporlasztd késziilékkel végeztiink. A  virdgrészeket elektronmikroszkop alatt
értekeltiik, s a fertézési pontokrol fényképfelvételeket készitettiink 25-4000-szeres

nagyitéassal.
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4.4 Molekularis vizsgalatok

4.4.1 DNS- alapu kisérletek
4.4.1.1 DNS-izolalas

A genomi DNS izolalasa teljesen kifejlett fiatal levelekbdl tortént DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Germany) hasznalatival. A DNS min6ségét 1 %-os agardz gélen
ellendriztik. A DNS-oldat koncentraciojat és tisztasagat Nanodrop ND-1000
spektrofotométerrel (Bio-Science Kft, Budapest) hataroztuk meg. A PCR reakcidhoz

hasznalt DNS mintékat, amennyiben sziikséges volt, 20 ng/ul koncentraciora higitottuk.

4.4.1.2 PCR-technika az NBS szekvenciak meghatarozasdra

Az NCBI adatbankban 9 ndvényfajbol izolalt NBS-LRR tipusu rezisztenciagének
szekvenciai koziil kivalasztottunk 26 szekvenciat, melyek koziil 8 a TIR-NBS-LRR, 18
pedig a CC-NBS-LRR tipusi RGA csaladba tartozik. A felhasznalt szekvenciak kozott 11
ludfii, 4 paradicsom, 3 rizs, 2 burgonya, 2 len, 1 sédrgadinnye, 1 napraforgd, 1 paprika és 1
dohény szekvencia szerepelt. A nukleotid- és aminosav-szekvencidkat a ClustalW program
(Thompson ¢és mts., 1994) alkalmazasaval illesztettilk. Az illesztett szekvencidkra
manualisan terveztiik meg a degeneralt primereket. A degeneralt nukleotidok jelolését
GCQG szabvany szerint végeztiik. A tervezett primerek permutacios indexének maximuma

10 000-szeres volt. A primerek szekvenciajat a 8. tablazat mutatja be.

Hasznaltuk tovabba a Soriano és mts. (2005) 4ltal is alkalmazott, Gentzbittel €s
mts. (1998) altal a P-loop [GXGXxXGR(T/S)] motivumra tervezett P-loopGent F, illetve a
Kanazin és mts. (1996) altal a HD (GLPLXL) motivumra tervezett LM637 R primereket. A
primereket a godoll6i Biomi Kft. ABI 3400 késziilékkel (Applied Biosystem) szintetizalta.

Az amplifikacidhoz a koriilményeket gradiens PCR technikdval optimalizaltuk az
aldbbi program szerint: kezdeti denaturalds 94 °C 2 min, majd 35 cikluson keresztiil: 94 °C

30 sec, 48-60 °C (oszloponként ndvekvd) 45 sec, 72 °C 1 min, végiil 72 °C 5 min.

A PCR-hez 20-30 ng genomi DNS-t hasznaltunk 25 pl végtérfogathoz. Az 1xPCR
puffer (Promega) végs6 koncentracidja 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl és 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM az adott primerekbdl és 0,625 U GoTaq DNS-polimeraz
(Promega). A tovabbiakban a P-loop F és HD R primerek kotédési hémérséklete 48 °C, a
P-loopGent F és LM637 R primerereké pedig 54 °C volt. Az amplifikacié PTC 200 (MJ
Research) tipusi PCR gépben tortént.
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8. tablazat. Az NBS-LRR tipust rezisztenciagénekre tervezett degeneralt primerek

szekvenciai és permutacios indexei

] ] Permutacios
Primer Szekvencia 5°-3’ ] Forras
index
CUB P-loop F 5'-RTT GNA TGG GNG GNN TDGG-3' 1536 sajat tervezés
CUBKin2 F 5'-TND TNH TNG ATG AYR TNT GG-3' 9216 sajat tervezés
CUBHDR 5'-GCY ARW GGY AVH CCW YYA CA-3' 1152 sajat tervezés
Gentzbittel és
P-loopGent F | 5'-GAA TGG GKG GAG TYG GYA ARA C-3' 16
mts. (1998)
Kanazin és
LM637 R 5'-ARI GCT ARI GGI ARI CC-3’ 2048
mts. (1996)

M=A+C, S=C+G, Y=C+T, R=A+G, W=A+T, N=A+T+G+C,

1 %-os TBE agaroz gélen [1x TBE (12,11 g Tris; 5,135 g borsav; 0,372 g EDTA
1000 ml desztillalt vizben), 1 % agar6z] megfuttattuk az igy kapott mintdkat, melyeket
etidium-bromidos festéssel UV fény alatt tettiink lathatova. A kivant hosszisagu
fragmentumokat az 1 %-os agardz gélbdl kivagtuk. A mintdk gélbdl vald Kkitisztitasa

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) segitségével tortént.

4.4.1.3 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

A pozitiv  klénokbol szarmazdo PCR terméket egyszali konforméciod
polimorfizmussal vizsgaltuk. A PCR termékbdl 8 pl-t, és a denaturald stop festékbol
(FDE) (98 % deionizalt formamid, 2 % 0,5M-0s EDTA, 0,2 % bromfenolkék, 0,2 %
xylene cianol kék) 7 ul-t mértiink 6ssze és 5 percig 95 °C-on denaturaltuk. Nativ 10 %-0s
0,8 mm vastag poliakrilamid gélen (19:1 akrilmid: bis —akrilamid v/v) 4 °C-on 24, illetve
48 orat futtattuk, 180 V fesziiltségen. A gélek eziistfestését Schumacher és Randles (1983)

leirasa alapjan végeztiik.

4.4.1.4 A PCR-termékek klonozdasa és DNS-szekvenciajuk meghatarozadsa

A gélbdl izolalt PCR termékeket a pGEM-T Easy plazmid vektorba (Promega,
USA) klénoztuk a gyartdé utmutatasai szerint. A klonozott fragmentumokkal JM109
kompetens sejteket transzformaltunk. A teljes ligacios elegyet 80 pul —70 °C-on tarolt




kompetens baktériumszuszpenziéval finoman Osszerdaztuk, majd 20 percen at jégen
tartottuk, azutdn 45 masodpercre 42 °C-os vizflirdébe helyeztiik, majd azonnal jégre tettiik
2 percig. Végiil 950 ul 37 °C-os folyékony, antibiotikum mentes LB taptalajt adtunk hozza
(10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztokivonat, 10 g/l NaCl, pH=7), és masfél oraig
razattuk 37 °C-on, 150 rpm fordulatszdmmal. Ezutan 100-400 pl-nyi szuszpenziot
szélesztettiink LB /ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalajon: 10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l
Bacto-¢lesztokivonat, 10 g/l NaCl, 7 g/l agar, 100 pg/ml ampicillin pH=7; a plate felszinén
100 mM IPTG-t és 50 mg/ml X-galt oszlattunk szét, fél oraig 37 °C-on tartottuk a
sz€lesztés elott. A kész plate-eket forditott helyzetben 37 °C-on inkubaltuk egy éjszakan
keresztiil. A baktérium koldnidk szinébdl kovetkeztetni tudtunk a ligalas sikerességére. A
kék szinii, negativ klénok nem tartalmaztik az inszertet. A fehér, pozitiv klénokat kolonia-
PCR-rel ellendriztiik, hogy valoban tartalmazzak-e az altalunk vart 500 bp koriili inszertet,
a plazmidra tervezett M13 R ¢és F primer kombinacioval. Minden jol elkiilonithetd, fehér
szinli telepet eldbb atoltottunk steril fogpiszkald segitségével egy masterplate-re, majd
ugyanezt a fogpiszkalot helyeztiik a kolonia PCR mixbe. A masterplate-en a telepeket egy
¢jszakan at 37 °C-on szaporitottuk fel. A megfelelé méretii inszertet tartalmazo klonokat
tovabb szelektaltuk egy semi-nested polimeraz lancreakcioval, amelyben a HD R vagy
LM637 R mellett a Kin2 F CC-NBS-LRR specifikus primert hasznaltuk a kovetkezd
programban: denaturacié 94 °C-on 2 min, majd 30 cikluson keresztiil 94 °C 30 sec, 56 °C
45sec és 72°C 1min, végiil 72°C tovabbi 1 min. A 25ul végtérfogathoz itt is
ugyanazokat az aranyokat hasznaltuk. Az 1xPCR puffer (Promega, USA) végso
koncentracidja 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI és 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP,
0,4 uM az adott primerekbdl és 0,625 U Taq DNS-polimeraz (Promega, USA).

A pozitiv mintak plazmid DNS-ének izolalasat EZ-10 Spin Column Plasmid DNA
Miniprep Kit (Biocenter Kft., Szeged), végeztiik. Szekvencidjuk meghatdrozdsa ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata DNS-szekvenatorral tortént

a Biomi Kft. g6do6ll6i laboratoriumaban.
4.4.2 RNS-alapu kisérletek

4.4.2.1 Génexpresszios kisérletekhez tortént mintagytijtés

A mintakat a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszék
szigetcsépi liltetvényében szedtiik a ‘Zard’ fajtarol két alkalommal: kettd illetve négy héttel

a teljes viragzast kovetden, mig az ‘Orange Red’ fajtarol két héttel a teljes viragzast
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kovetden gytijtottiik az ép és fertdzott mintakat. A nem fert6z6dott valamint a természetes
viragfertdzést mutatd vesszoket levagtuk és a gyors csomagolast és feliratozast kdvetden
szarazjégben illetve folyékony nitrogénben szallitottuk be a tanszéki laboratoriumba, ahol

a feldolgozasig -80 °C -on taroltuk.

4.4.2.2 RNS-izoldlas és eQyszalu cDNS szintézis

A Dbegylijtott vesszOkbol a fertdzés alatti ép hancsszdvetrdl lelangolt szikével
korben 1 cm-es szakaszt hamoztunk le, majd steril dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel
porrda morzsoltuk. Az ép vesszOkbol hasonloan vettiink mintat. A ribonukleinsav-kivonast
forré borsavas extrakcios modszerrel végeztem Wan és Wilkins (1994) leirasa alapjan. A
mintak tisztasagat és mennyiségét Nanodrop ND-1000 spektrofotométerrel (Bio-Science

Kft, Budapest) és mindségét 1 %-os TBE agardz gélen ellendriztiik.

A cDNS szintézisét a First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life Sciences,
Biocenter Kft, Szeged) felhasznalasaval végeztiik 5° végén biotin jeldlt oligo dT (18 bp)

inditészekvencia alkalmazasaval a gyartd utasitasai szerint.

4.4.2.3 Kétszalu cDNS szintéezis

Az egyszali CDNS-t kiegészitd masodik szal szintézisét DNS-polimeraz I és RN-4z
H enzimek alkalmazasaval végeztiik az alabbiak szerint mintanként: 10x DNS-polimeraz 1.
puffer 10 ul, RNaz H (E. coli, 5 U/ul) 0,2 ul, DNS-polimeraz I. (E. coli, 10 U/ul) 2,2 pl,
MQ-viz (ioncserélé gyantan (Milli-Q) megsziirt desztillalt viz) 67,6 ul, egyszala ¢cDNS 20 pl.
A mintakat 15 °C-on két oran keresztiil inkubaltuk. A protokolltol eltérve nem alkalmaztuk

a masodik szal egységeinek 6sszekapcsolasahoz ajanlott E.coli ligazt.

A ds cDNS végterméket kitisztitottuk. A 100 pl ds ¢cDNS termékhez 200 pul MQ-
vizet adtunk, majd 300 ul fenol:kloroform:izoamil-alkohol (25:24:1 v/v) keverékével
extrahaltuk. Ezt kovetéen a mintakat 12 000 rpm fordulatszamon, 4 °C-on 15 percig
centrifugdltuk. A fels§ vizes fazist tiszta csovekbe vittiik 4t. A mintakat 300 pl
kloroform:izoamil-alkohol (24:1 v/v) keverékével extrahaltuk, majd 5 percig tjra
centrifugaltuk. A vizes fazist tiszta csObe pipettaztuk at, majd hozzdadtunk 30 pl 4 M-0s
natrium-acetatot, és 2,5x-es térfogata -20 °C-0s, 96 %-0s etanollal (750 ul) kicsaptuk és 1
oraig -20 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetéen 13 000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltuk, majd a
feliiluszot eltavolitottuk. A mintdkat 500 pl 70 %-0s, -20 °C etanollal kétszer mostuk, majd

végiil a mintakat vakuumcentrifugaban leszaritottuk. A kétszali cDNS-t 30 pul MQ vizzel
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crer

spektrofotométerrel (Bio-Science Kft, Budapest) ellendriztiik.

4.4.2.4 cDNSAFLP

A cDNS AFLP technikat Vuylsteke és mts. (2007) leirdsa alapjan végeztiik, kisebb
modositasokat alkalmazva. A technika Iépéseit a 6. mutatja be. Az els6 emésztés elbtt a
mintdinkat 25 ng/ul koncentracidra higitottuk. Az elsd restrikcidos emésztést a ECORI
enzimmel végeztiik az alabbi mintankénti dsszetétellel: MQ—viz 15 ul, 10x Reakcié puffer
(Red) 4 ul, EcoRI (10 U/ul) 1 pl, kétszala ¢cDNS (25 ng/ul) 20 pul. Az emésztés 3 oran at
37 °C-on tortént.

A Dbiotin-jelolt részek kinyerését Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen)
gyongyokkel végezetiik. Mintanként 10 pl Dynabeads oldatot szuszpendaltunk fel 100 pl
2XxSTEX (40 ml NaCl (5M), 2ml 1 M Tris—HCI (pH 8.0), 400 ul 0.5 M EDTA, 2 ml
TritonX-100 100 ml-re MQ vizzel kiegészitve) oldatban. Magneses csé allvanyban
Osszegyljtottiik a vas gyongyoket €s leszivtuk az oldatot. A masodik aktivalé mosas 40 pl
2XSTEX pufferben tortént. Az elsé emésztésen atesett mintakat (40 pl) a mar feliiletaktiv
Dynabeads gyongy szuszpenzidval (40 pl) kevertiik dssze.

Ezutan a mintakat a magneses allvanyba helyeztiik, a feliiliszot 6vatosan leszivtuk,
majd a Kitapadt vasionos részt 100 ul 1xSTEX-sel mostuk, 0j csébe pipettaztuk tovabb. Ezt
a lépést négyszer ismételtiik. Az utols6 mosasndl a magnessel Osszegylijtottik a
gyongyoket, a feliilluszot eltavolitottuk, majd 30 pl TioEq 1 pufferrel (1 ml 1 M Tris—HCI
pH 8.0, 20 ml 0.5 M EDTA 100 ml végtérfogatra kiegészitve MQ-vizzel) a gyongyoket

felszuszpendaltuk és 1j csObe pipettaztuk at.

A masodik restrikcios endonukleazos emésztésnél a Trul enzimet valasztottuk, ami
az Msel restrikcids endonukledz izoskizomerje. A mintdkhoz (30 pul) a kdvetkezd
Osszetevoket adtuk: MQ-viz 5 ul, 10x puffer R 4 pul, Trul. (10 U/ul) 1 pl. Az emésztés
65 °C-on 2 oran at tartott PTC 200 (MJ Research) tipustt PCR késziilékben. Az emésztést
kovetéen magnessel a gyongyoket Osszegyujtottiik, és a feliilluszot (40 ul) ) csébe

pipettaztuk at.
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6. abra. A cDNS AFLP ‘One gene-one tag’ (Vuylsteke és mts., 2007) sematikus abraja.

A masodik emésztést kovetd szelekcios 1épéssel kizardlag a két végén eltérd
ragados végekkel rendelkez6 DNS szakaszok alakultak ki a két eltérd emésztés hatdsara
(Trul 5'-TA-3" és EcoRI 5-AATT-3"). A végsé mintaszal a ragados végekhez torténd
adapterek ligalasaval késziilt el (9. tablazat). A ligacidos reakcidelegy a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta mintanként: MQ-viz 5,34 ul, 10x reakciés puffer 1 ul, T4 DNS-
ligaz (1 U/ul) 1 pl, ATP (10 mM) 1 pul, EcoRI (10 U/ul) 1 ul, Trul adapter (150 pmol/ul)
0,33 ul, EcoRlI adapter (15 pmol/ul) 0,33 pl.
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A ligaciés mix hozzdadasa utdn a mintdkat 3 6rdig, 37 °C-on inkubaltuk, ezutan

pedig 50 pl TioEq1 puffert adtunk hozza. Ezzel az eljarassal mintanként 100 pl templatot

kaptunk.
0. tablazat. Az adapterek szekvenciai
EcoRI adapter 5 CTCGTAGACTGCGTACC
3 CTGACGCATGGTTAA
Trul adapter 5 GACGATGAGTCCTGAG
3’ TACTCAGGACTCAT

A cDNS AFLP els6 polimeraz lancreakcidja (preamplifikacio) szelektiv nukleotidot
nem tartalmazo inditoszekvenciakkal (10. tablazat) késziilt az alabbi Osszetétellel: MQ-viz
30,5 pl, 10x puffer 5 pl, MgCl, (20 mM) 5 ul, ANTP mix (10 mM) 1 ul, EcoRI+0 primer
(50 ng/ul) 1,5 pl, Trul+0 primer (50 ng/ul) 1,5 pl, DreamTaq (5 U/ul) 0,5 ul. A PCR
elegyhez 5 ul templatot adtunk és a kdvetkezd programot allitottuk be a PTC 200 tipusu
(MJ Research) PCR késziiléken: 94 C 3 min, 25 cikluson keresztiil 94 °C 30 s, 56 °C 1 min
¢s 72°C 1 min, végiil 72°C 5 min. A mintakbdl 5 pl-t 1 % TBE agar6z gélen valasztottunk
el, és etidium bromidos festéssel tettilk lathatova. A mintakat 600-szorosra higitottuk
T10Eo1 pufferrel.
tartalmaz6 inditoészekvenciakat alkalmaztunk a

11. tablazatban bemutatott kombinaciok szerint az alabbi Osszetétellel: MQ viz
9,65 ul, 10xDreamTagq puffer 2 pl, EcoRI+3 primer (1 pmol/ul) 0,05 pl, Msel+3 (10 ng/pl)
0,3 ul, DreamTaq polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul, MgCl, (20 mM) 2 ul, dNTP mix (10 mM)
0,4 ul. A 600-szorosra higitott prePCR termékekbdl 5 pl-t hasznaltunk templatként a
reakciokban. Az alkalmazott PCR program: 94 °C 3 min, 13 cikluson keresztiil 94 °C 30 s,
65 °C 30 s ciklusonként 0,7 °C-al csokkentve és 72°C 1 min, a 14. ciklustol tovabbi 22
cikluson keresztiil 94°C 30s, 56°C 30s és 72 °C 1 min, végiil 72°C 5 min. A reakcio

sikerességét a poliakrilamid gélelektroforézis eldtt 1 %-os TBE agardz gélen ellendriztiik.
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10. tablazat. A ¢cDNS AFLP reakcié soran alkalmazott primerek, piros szinnel vannak
jelolve a restrikcios emésztés eredményéiil kialakult ragados végek, mig kékkel a
szelektiv nukleotidok.

Primer neve Szekvencia 5>-3’

Msel + 0 5’- GATGAGTCCTGAGTAA
EcoRI +0 5’- GACTGCGTACCAATTC

Msel + CTT 5’- GATGAGTCCTGAGTAACTT
Msel + CAG 5’- GATGAGTCCTGAGTAA CAG
EcoRI + ACC 5’- GACTGCGTACCAATTC ACC

11. tablazat. Az alkalmazott primer kombinaciok

Primer kombinacid szdma

. EcoRI+ ACC és Msel. + CTT

. EcoRI + ACC ¢és Msel. + CAG

1. EcoRI + 0 és Msel + CTT

V. EcoRI + 0 és Msel + CAG

4.4.2.5 Poliakrilamid gélelektroforezis (PAGE)

A mintakat 8 %-os denaturalo akrilamid gélen valasztottuk el Sequi-Gen (BioRad,
Budapest) vertikalis elektroforézis késziilékkel. Az iiveglapok akrilamiddal érintkezd
oldalat elséként 97 %-os alkohollal megtisztitottuk. Az futtatokésziilékkel Osszeépitett
tiveglapot (hossza) 500 ul Repel Silane (Promega, USA) oldattal kezeltiik, ez biztositja a
g€l és az lveglap elvalasat. A gél tapaddsat a masik (rovid) iiveglaphoz Bind Silane
(Promega, USA) kezeléssel (5 ul Bind Silane, 5 ul 96 %-0s ecetsav, 5ml 95 %-o0s
etilalkohol) biztositottuk. A keveréket egyenletesen eloszlattuk az tivegfeliileten, majd az
elparolgast kovetden a kezelt lapot attordltiik 95 %-os etanollal, ezutan 5 percig szaradni
hagytuk. A késziiléket ezutan raktuk ossze. Az livegfeliiletek kezelését elszivofiilke alatt
végeztiik. A 100 ml, 8 %-os gél a kdvetkez6képpen késziilt: 20 ml 40 %-os akrilamidhoz
(19:1 akrilamid: bis—akrilamid v/v) hozzaadtunk 45 g ureat (Reanal, Budapest) (10x), majd
10 ml 10xTBE-t. Ezt 100 ml-re egészitettiik ki desztillalt vizzel. Miutan az urea teljesen
feloldodott 0,1 g ammonium-peroxi-diszulfatot (APS) (Reanal, Budapest) 1000 ul
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desztillalt vizben feloldottunk csében. Ebbdl 500 pl-t tettiink bele az akrilamid oldatba.
Kozvetleniil a két tiveglap kozé juttatds eldtt az oldathoz hozzdadtunk 100 pl tetrametil-
etilén-diamint (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA), hogy a polimerizaciét beinditsuk. A
polimerizacié 30 perc alatt ment végbe, a gélt 38 °C-ra melegitettiik elé 80 W-on. Ezt
kovetden 6 ul PCR tereméket, 2 pl FDE festékkel (10 ml deionizalt formamid, 200 pl 0.5
M EDTA (pH 8,0), 10 mg xylene cyanol) elkevertiink és 92 °C-on 5 percig denaturaltuk
PCR késziilékben, majd a mintadkat a gélre torténd felvitelig jégen tartottuk. A mintak
elvalasztasa allando teljesitmény mellett 80 W-on 5 6ran at tortént. A denaturald akrilamid
gél eziistfestését Bassam és Gresshoff (2007) leirasa alapjan végeztiik, amit a vizualis

értékelésik kovetett.

A gélbdl a visszaizolalandd fragmentumokra 50 pl MQ vizet pipettaztunk és
lelangolt szikével a gél darabot kivagtuk, majd gélt lefényképeztiik. A kivagott darabokat
100 pul TioEq1 pufferben 4 °C-on tartottuk egy oran at, majd a feliiluszot G csdbe

pipettaztuk.

A gélbdl kitisztitott fragmentumok felszaporitasahoz (reamplifikacid) polimeraz
lancreakciot végeztiink az eredeti reakcio inditdoszekvenciaival az aldbbi OsszetevOket
alkalmazva mintanként: MQ-viz 10 ul, 10xDreamTaq puffer 2 ul, EcoRI+3 primer
(1 pmol/ul) 0,05 pul, Msel+3 (10 ng/ul) 0,3 ul, DreamTaq polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul, MgCl,
(20 mM) 2 pl, ANTP mix (10 mM) 0,4 ul, templat DNS 5 pl. A reakcié soran az AFLP

masodik polimeraz lancreakcidjanak programjat hasznaltuk.

A PCR termékeket 1 %-os TBE agar6z gélen ellendriztiik és azoknal a mintakat,
ahol egy hatdrozott csikot kaptunk szekvendaldsra kitisztitottuk. A tisztitdshoz 5 pl
mintahoz 0,5 ul (10 U) Exonuclease I-et (Fermentas, Biocenter, Szeged), és 1 ul (1 U)
FastAp Thermosensitive Alkaline Phosphatase-t (Fermentas, Biocenter, Szeged) adtunk.
Ezutan PCR késziilékben 37 °C-on 15 percig inkubaltuk. A reakciot 85 °C-os, 15 perces
inkubalassal zartuk le. Ezutan a mintakat az eredeti primereket alkalmazva ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) késziilékkel a szegedi Baygen Sequencing

Platform szolgaltato cégnél szekvenaltattuk meg.
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4.4.3 PGIP gén szekvencidjara tervezett primerek
Az alma és az 6szibarack PGIP gén szekvencidival homologiat (E-érték <10™°)
mutatd Prunus szekvencidkat a NCBI BLASTn ¢és BLASTp programjat (Altschul és mts.,

1990) alkalmazva gytjtottiik Ki.

A ClustalW (Thompson és mts., 1994) program segitségével a szekvenciakat
illesztettiik. A konzervalt részekre négy primert terveztiink (12. tablazat)

12. tablazat. A Rosaceae fajokbdl szarmazo PGIP gének illesztése alapjan tervezett
inditészekvenciak

Primer Szekvencia 5°-3’ Hossza (bp)
PGIP CONS1F CATCCTAAACC(C/A)AGC(T/G)CTCTC 20
PGIP CONS2 F AGC(T/G)CTCTC(C/AIT)GAGCTCTGC 19

PGIPZR GATCCAAGGAAGTCAAGCTCTTC 23

PGIP R AACTGTTGTAGCTCACGTTCAGGA 24

A lehetséges négy primerkombinacidt alkalmazva (a korabban alkalmazott PCR
reakcio koriilményeivel azonos modon) gradiens (48-61 °C) PCR-t végeztiink. Harom
fajtagenomi DNS-én (‘Zard’, ‘Orange red’, ‘Korai zamatos’) és a ‘Zard’ és az ‘Orange red’
fajta els6 alkalommal gytijtott fert6zott vesszoirdl szarmazd cDNS templatokon a PGIP R
¢s PGIP CONS 1 F primerkombinacio alkalmazasaval késziilt PCR termékeket agar6z
gélelektroforézis soran valasztottuk szét. A PCR reakcido koriilményei a kordbban
alkalmazott feltételekkel megegyeztek 58 °C—os tapadasi hdmérséklet alkalmazasaval. A
korabban leirt protokollokat kovetve 9 fragmentumot izolaltunk gélbol, és ezeket
klénoztuk. A genomi DNS-rél késziilt plazmidokbol 6t6t, mig a cDNS templatokrol

késziilt termékek koziil 10-10 plazmidot kiildtiink el szekvenciameghatarozasara.

4.5 Bioinformatikai vizsgalatok

45.1 Az NBS RGA szekvenciak bioinformatikai vizsgalata

A DNS szekvenciakat és ezek transzlalt aminosav szekvencidit BLASTn és
BLASTp programok  segitségével hasonlitottuk o6ssze az NCBI (NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) szekvencia adatbazisban talalhatdo szekvenciakkal. Husz
nagy azonossagot (E érték < 1x10°%) mutat6 RGA szekvenciat és 20 referencianak tartott

eltérd fajokbol szarmazo R gén NBS szekvencidjat toltottiik le a szekvencia adatbazisbol.
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A filogenetikai analizishez ezeket és a Samuelian és mts. (2008) altal Gsszegyljtott 262
Rosaceae NBS szekvencidjat alkalmaztuk. A szekvencidk illesztését a Clustal W program
segitségével végeztik (Thompson és mts. 1994). A filogenetikai térzsfat a Mega 5.0
szoftvercsomaggal (Tamura és mts. 2011) szerkesztettilk meg a legkdzelebbi szomszédok
csoportositasat alkalmazo modszerrel (neighbour joining method) eldallitott és Kimura 2
modellt alkalmazo algoritmussal. Az elagazasok megbizhatosagat a torzsfan 1000-szeres

bootstrap analizissel ellendriztiik.

45.2 A c¢DNS AFLP szekvencidinak bioinformatikai vizsgalata

A kapott nukleinsavszekvenciak vizsgalatahoz az NCBI BLASTn és BLASTp
programjat (Altschul és mts., 1990) és a Phytozome v8.0 programot (Goodstein és mts.,
2012) hasznaltuk. A szekvencidk funkcidjanak felderitésére homoldgia alapjan a
Phytozome v8.0 program altal tamogatott PFAM, KOG, KEGG, and PANTHER adatbazis
keresé programokat alkalmaztuk. A 15. TDF (transzkriptumbdl szarmazo fragmentum)
szekvenciaval homolog gént a Phytozome 8.0 szekvencia adatbazis (Goodstein és mts.,
2012) segitségével az Oszibarack és az alma genomjan kerestik meg. A szekvencidk
egymashoz illesztéséhez a ClustalW programot hasznaltuk, a filogenetikai torzsfa

készitéséhez a MEGA 5.0 szoftercsomagot alkalmaztuk (Tamura és mts., 2011).

Az expresszios vizsgalatok eredményéiill kapott szekvencidk homologia-

vizsgalatakor az  E-érték <10® hasonlosagot mutatd taldlatokat fogadtuk el.
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5 Eredmények

5.1 A Kajszi ellenallésaganak vizsgalata M. laxa fertozésre

5.1.1 Az ellenallosag szabadfoldi bonitalasa

A fajtdk fogékonysaganak Osszehasonlitasakor elséként a fertézott virdgszamot
rogzitettiik, ami mar a felvételezéskor nehézségekbe iitkozott. Az azonos noduszon
talalhato fert6zott viragokrol nehezen lehetet eldonteni, hogy a fertézés egy vagy tobb
fliggetlen virdgfert6zésbol szarmazik-e. Ellentmondéasos volt, hogy nem minden egyes
viragfertdzés végzodott feltétlen vesszofertdzéssel, mert a fertdzott viragrészek a korokozd
vesszObe hatolésa eldtt levalhatnak a term6részrol.

Masik nehézséget a kajszi alternanciaja okozta, mert a gylimolcsritkitas hidnyaban
néhany fajta nem fejlesztett viragriigyeket a tul kotottség miatt. Emiatt ‘Goldrich’ fajta
esetében a vizsgalat elsé két évében a termdrészpusztulas 30 %-rdl 5 % -ra csokkent, amit

a kihagyo évre jellemz6 viragriigyek hianya okozott.

A fajtakra jellemz6 termOrész-képzddése nagyon eltérd, igy a hosszl termdrészeken
(vesszOk) termé fajtak esetében egyetlen virag fertézése az alapi részen teljes hosszban
okozza a vessz6 hervadasat, mig a rovid termérészen (termdnyars) a virag fertdzése
kevesebb termés kieséssel €s fas rész pusztulasaval jar. A fajtak termdrész fertdzottségének

mértéke hatarozza meg a fajtak érzékenységét, illetve ellenalloképességét.

A monilids termdrészpusztulds felvételezéskor figyelembe vettem a termés
mennyiségét és az alternald egyedeket kizartam a vizsgalatbol. A bonitalas eredményét a 7.

abra mutatja be.

A fertézésnek teljesen ellenalld diploid japanszilvafajtdk egyedein nem volt
megfigyelhetd a termdrész karositasa, habar a gyiimolcsmimiak mint elsédleges fertdzési

forrasok kozelsége ellenére is csak sziromfert6zést figyeltiink meg (8. abra).

A P. dasycarpa egyedein, az 1/33 cseresznyeszilva és kajszi interspecifikus
hibriden sem figyeltiink meg a 3 év alatt monilids vesszofertdzést. Az iltetvényben
talalhato cseresznyeszilva alany fan, a korona bels¢é felében rovid termérészek 1-2 %-0s

pusztulasat figyeltiik meg. fgy ezeket a fajokat és fajtékat teljesen immunisnak tekintjiik.
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7. abra. Erzékenységi sor a 2006-2009 kozott vizsgalt kajszi és diploid szilva (P.
cerasifera, P. salicina) genotipusok M. laxa fertdzésére. A diagram a fert6zott
termoOrészek szazalékos aranyat mutatja be.

LA et

8. abra. A P. salicina ‘Methley’ fajtan a fert6zési forras gyiimolesmimiak tomeges
eléforduldsa ellenére sem tapasztaltunk termorészpusztuldst a vizsgalat harom
évében.
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A kajszifajtak koziil a kozép-azsiai ‘Zard’ fajta bizonyult a legellenallobbnak (7. és
9. abra). A ‘Zard’ esetében el6fordult ugyan a viragfert6zés, de hosszi termérész
pusztulas egyetlen esetben sem tortént a harom év alatt. A virdgfertdzést, a virdgkocsany
koriil maximum 5 mm-es korben jelentkezd a hancsszovet kéarosodds kovette. A fa
belsejében a rovid ledrnyékolt gyenge ndvekedésli termorészek esetében ez a fertdzés

ritkan a termorész pusztulasaval jart.

9. abra. A Monilinia laxa kartétele két kajszifajtan. A baloldalon az ‘Orange red’ fajta
30 % feletti termOrész pusztuldsa, mig a jobb oldalon az 1-2 %-o0s rovid termorész
karosodast elszenvedé ‘Zard’ fajta lathato. A felvétel 2010-ben a felhagyott
szigetcsépi génbankban késziilt.

A kovetkezd fogékonysagi kategéridba a ‘Pisana’, ‘Pannénia’, ‘Vénusz’,
‘Magyarkajszi C235°, ‘Gonci magyarkajszi’, ‘Nyikitszkij’ fajtak sorolhatok. Ezeknél a
fajtdknal nem érte el a fertdzés az Osszes termoérész 10 %-os fertdzottségi mértéket. A
magyarkajszi fajtakorhoz tartozo fajtak esetében az ellenallésdg nem volt egyértelmiien
meghatdrozhato. Ezeknél a fajtdknal nem volt tapasztalhatdo a ‘Zard’ fajtdval hasonlo
modon miikddo ellendllosag, a viragfertdzésen til a hosszu termOrészek pusztuldsa is
megfigyelheté volt. A magyarkajszi fajtakorre Kis viragszam volt jellemzO, amelyek

elsésorban a rovid termdrészeken helyezkedtek el.
A 10 %-os termérészfertézés mértékét eléré fajtak az NJA-8, ‘Konszervnij
pozdnij’, ‘Harmat’, ‘Konkurencia’, ‘Priuszedebnij rannij’, ‘Ceglédi arany’, ‘Karola’ fajtak

voltak. Az érzékenységi sorban a 15 % koriili fert6zottséget mutatd fajtak sorrendben a
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kovetkezok: ‘Ceglédi orias’, ‘Mari de Canad’, ‘Effekt’, ‘Mandulakajszi’, ‘Ceglédi bibor’.
A 15-20 % kozotti termérészpusztulast mutatd fajtak esetében volt megfigyelhetd a
legnagyobb szoras. Az érzékenységi sorban a legfogékonyabb fajtakon — ‘Marculesti 18/6°,
‘Aurora’, ‘Sulmona’, ‘Kecs-psar’ - 5 héttel a viragzast kovetden a termdrészek tobb mint
20 %-a pusztult el. A kiugré érzékenységgel rendelkezé a ‘Kecs-psar’ fajtan 25 %-0s
termOrész pusztulas jelentkezett. Ezen a fajtan a megfigyeltiik a pirosbimbods stadium el6tti

spontan fertdzés kialakuldsat, ami a viragzas alatti iddjarastol fiiggetleniil mindegyik évben
kialakult (10. abra).

md

10. abra. A ‘Kecs-psar’ fajta virdgai és vesszdje a bimbo felnyildsa eldtt mar a fertézés
tiineteit mutatjadk. Ezeket a spontan fert6zott viragokat és termdrészeket
eltavolitottuk a mesterséges viragfertdzési kisérlet beallitasa elott.

A P. sibirica és P. mume faj egyedeinek vizsgalatat a Vacratoti Botanikus Kertben
végeztiikk 2009-2011 kozott. A P. mume egyedein nem tapasztaltuk az M. laxa fert6zését. A
négy vizsgalt évben csak két alkalommal virdgoztak a japankajszi fak, mert a viragriigyek
2009-ben és 2010-ben teljes téli fagykart szenvedtek. A szibériaikajszi estében mindegyik
évben 30 %-os termodrész pusztulast figyeltink meg, ami a ‘Kecs-psar’ fajta
fogékonysagahoz volt hasonl6. Mivel ezekbdl a fajokbol 2-2 egyeden tortént a felméres, €s

ezek magonceredetiiek, igy az eredményeket nem tiintettiik fel a grafikonon.
5.1.2 Viragrészek érzékenysége a kérokozéval szemben

5.1.2.1 A kasztrdlas és megporzas hatasa a viragfertozeés kialakulasara

A ‘Goldrich’ fajta viragjainak természetes fertdzését megvizsgalva megfigyeltiik,
hogy a fertézés a viragszirmon és porzoszalakon jelenik meg elséként (11. abra ‘A’ kép).

A fertdzott viragok leghosszabban épen marado része a bibe volt (11. abra ‘B’ kép).



N\ .
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11. abra. A: A Monilinia laxa fert6zés kezdete szirmon. B: ’Goldrich’ termdnyarsanak
moniliafertdzése. A bibe a legtovabb ép szovettaj fert6zés soran. C: A ‘Kecs-psar’
fajtan a keresztezett dgon (fekete karikdval jeldlve) nem figyelheté meg a tobbi
agrésszel szemben monilia fert6zés okozta termorész pusztulas.

A viragfertézés lefolyasanak meghatarozasat a keresztezéskor megfigyelt jelenség
segitette. A keresztezett agakon elmaradt a fertézés legfogékonyabb fajtak esetében is (11.
abra ‘C’ kép). A keresztezéskor az Gsszes viragot kasztraljuk a kijelolt agon. A kasztralas
a porzok a szirmok és a vacokobol mechanikai eltavolitasat jelenti, amit a mesterséges
megporzas kovet. Annak eldontésére, hogy a megporzds vagy a kasztralas felelds a
keresztezett agakon a virdgok °‘ellenallosagéaért’ két fajtan végeztiik el a kasztralast
megporzas nélkiil és a kasztralast megporzassal. A két kezelés Osszehasonlitasa a fertézott

virdgszam alapjan tortént.

A ‘Goldrich’ fajta esetében a 111 kasztralt és megporzott viragbdl dsszesen egy
esetében talaltunk fertézddést, a kasztralt és megporozatlan 118 virdg mindegyike ép volt.
A pozitiv kontrollnak szant szabadelviragzasu agakon 201 viragbol 43 esetben tapasztaltuk
a fertzés tiineteit. ‘Kecs-psar’ fajta esetében a kasztralds soran is megfigyeltiik még fel
nem nyilt viragokon a spontan fert6zés tiineteit (10. dbra), ezért ezeket a virdgokat

termOrészestil eltavolitottuk.
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12. abra. A ‘Kecs-psar’ és ‘Goldrich’ fajtdkon kezelésenként mutatja be a grafikon az ép
(kék oszlop) és fertézott (bordo oszlop) virdgok szamat. Az 1. kezelés: kasztralt és
megporzott, II. kezelés: kasztralt és megporzatlan, III. kezelés: szabadelviragzasi
agak.

A ‘Kecs-psar’ fajta vizsgalatakor a 337 kasztralt és megtermékenyitett viragbol 24
esetben talaltunk fertdzodést, a kasztralt és megporzatlan 190 viragbol 20 esetben
tapasztaltuk a tlineteket. A szabadelviragzasti 4gakon 219 virdg koziil 140 esetben
figyeltik meg a virdgok elbarnuldsat, amit a hancsszovet pusztulasa kovetett. Az egy
néduszon fejlédé viragokrol - habar a fert6zést6l szamitott 7. napon felvételeztiik - nem
lehetett megallapitani, hogy ez két fiiggetlen viragfertézés vagy az egyik viragrol terjedt at
a korokozo a szomszédos virdgra ezért ezeknél az dsszes fertdzott virdg szamat rogzitettiik

(12. abra).

A kézi megporzasu és megporzatlan viragok kozott eltérést tapasztaltunk a bibe
szoveténél az dregedése soran. A megporzott kasztralt viragok bibéje erésen megbarnult, a
kasztralt nem porzott agakon talalhatokhoz képest. A megbarnult szévetekbdél nem sikertiilt

a korokozot visszaizolalnunk.
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5.1.2.2 A bibekivonat novekedésgatlo hatdsa az M. laxa micéliumfejlédésére

A bibefert6zés gatlasanak vizsgalatdhoz a ‘Ceglédi orids’ fajta bibéjébdl szarmazo
kivonatot M. laxa konidiumtenyészet folyékony taptalajahoz adtuk. A hetvenkettedik ora
utan szabad szemmel megfigyelhetd volt, hogy a bibekivonat nem tartalmazd taptalajban
Osszefliggd micélium tomeg nétt. A bibekivonattal kezelt tenyészetben nem tapasztaltuk a
kisérlet kezdetéhez képest eltérést. A fénymikroszkopos vizsgélat alapjan megfigyeltiik,
hogy tizenkettedik orakor a bibekivonattal kezelt konidiumok 20 %-a csirazott, a
kezeletlen konidiumok esetében ez az érték 70 % volt. A csiratomlok hosszusagaban ekkor
nem volt eltérés megfigyelhetd. Az egynapos tenyészetek vizsgalatakor a bibekivonattal
kezelt micéliumok novekedése leallt, ekkora a konidiumok fele csirazott ki. Ekkor a
kezeletlen tenyészetekben a micéliumok kotegekbe alltak Ossze, emiatt a nem csirdzo

konidiumokat eltakarhattak. A haromnapos tenyészetek csiratomld fejlodés kozotti eltérést

mutatja be a 13. abra.

13. abra. Bibekivonat M. laxa micélium fejlodésének gatlasa. Haromnapos micélium
tenyészetek a bibekivonatot tartalmazo (A), €s kezeletlen (B) folyékony taptalajokban 300

szoros nagyitasban.
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5.1.2.3 A virdgszirom M. laxa fertézése

A mikroszkdpos vizsgalatok alapjan megfigyelhetd volt, hogy a fert6zés kezdetekor
a csirazo konidium a szirom feliiletérdl az epidermisz kutikuldjat és sejtfalat extracelluldris
enzimeivel feloldva hatolt az felpuhult szovetekbe. A szovetbe hatold micélium koriil nem
keletkezik kutikularis perem. A mechanikai sejtfalattoréssel szemben, a kutikula és sejtfal
abra F kép). Az epidermisz sejtfaldnak feliiletét 6sszefiiggd papillas kutikula réteg boritja,
ami a korokozé konidiumanak megtapadasanak kedvez (14. abra E és F kép). A szirom
szoveti felépitése ad magyardzatot a gyorsan bekdvetkezd szdveti maceraciora. A szirom
szini és fonaki oldalat szimmetrikus felépitésti egyrétegli elliptikus keresztmetszetii
epidermisz sejtek alkotjak, kozottiik nincsenek gazcsere nyilasok (14. abra A kép). Az
epidermiszsejtek félgombokhoz hasonld feliiletet képeznek, ami a citoplazma nyomasaval
szembeni vékony ¢és laza sejtfal szerkezetével magyardzhatd. Két sejtsor kozott
mezofillumszovet taldlhatdo. A keresztmetszeti felvétel alapjan a mezofillum 50 %-nal
nagyobb részét alkotjak az intercellularis jaratai (14. abra A kép), ami a micélium és
szekretalt enzimeinek gyors, korlatlan terjedésének biztosit lehetéséget (14. abra C kép).
Elséként a mezofillumsejtek plazméjanak karosodasa miatt a szirom vastagsaga felére
csokken (14. abra D kép), amit az epidermiszsejtek pusztulasa kovet (14. abra B kép). A
micélium terjedésének irdnyat a sziromban a turgorukat veszitett behorpado

epidermiszsejtek jelzik.
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14. abra. A ‘Goldrich’ fajta szirmanak pasztazo elektron mikroszkopos felvételei.

A: Ep szirom keresztmetszeti felvétele (400x). B: M. laxa fertdzését kdvetéen a
turgorukat vesztett epidermiszsejtek (400x). C: Intercellularisok kozott fejlédo
csiratomlé (fehér nyil mutat ra) (1000x). D: Fert6zés kovetkeztében karosodott

sejtfal (300x) E: M. laxa csiraz6 konidiuma (3000x). F: Kicsirazott és a szirom
szoveteibe behatold konidium (4000x).
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5.1.2.4 Fajtik mesterséges szirom fertozése in vitro

Az iiltetvénybdl begylijtott bimbos termdrészeket iiveghazban virdgoztattuk és a
felnyilaskor a szirmokat PDA taptalajra helyeztikk. A szirmokra egy ponton

konidiumszuszpenziot juttattunk a szini oldalra.

15. abra mutatja a kisérlet eredményeit. Minden vizsgalt kajszifajta szirma 45
oraval a fert6zést kovetden egyontetiien kolonizalodott. A 2. 3. és 4. sorban 1évé mintak
esetében a vizes kontroll a szirmokon nem okozott elvaltozast. Kivételt képez a
‘Bergeron’, amely esetében a taptalajon keresztiil kovetkezett be a fertézés. A kajszin kiviil
P. cerasifera és a P. salicina ‘Methley’ egyedeinek szirmait is vizsgaltuk. A P. cerasifera
esetében 45 oraval a fert6zést kovetden a sziromszdovetek 30 %-at fertdézte meg a gomba. A
japanszilva mintak esetében 7 oraval a fert6zés utan a fert6zési csepp koriil 3-4 mm-rel
nagyobb, vizeny6s folt jelent meg az Osszes fert6zott szirmon, ami arra utal, hogy a
japanszilva szirmai nem mutattak nagyobb ellenallosagot a vizsgalt kajszik atlagahoz
képest. Az ‘Orange red’ fajta szirman tobb pontbdl kezdddott a szdvetbarnulds, ami a
szirmok természetes fert6z6désével magyarazhatd. A masodik felvételezéskor, a ‘Zard’
fajta szirmain volt a legcsekélyebb, a ‘Baneasa 4/11°, ‘Orange red’, ‘Marculesti 18/6” és a
‘Mandulakajszi’ fajtdkon mérsékelt mig a ‘Forum’, ‘Sulmonax’, ‘Aurora’, ‘Korai
zamatos’, ‘Gonci magyarkajszi’, ‘Bergeron’ és ‘Ceglédi Piroska’ fajtdkon a legerdsebben
jelentkezet a fertézés. A legnagyobb eltérés a vizsgalt kajszifajtak kozott huszonnyolc
oraval a fertdzés utdn volt megfigyelhetd. Hat fajta az ‘Orange red’, ‘Gonci
magyarkajszi’,’Bergeron’, ‘Sulmonax’, ‘Korai zamatos’, ‘Forum’ esetében nem volt
megfigyelhetd ép rész. A 33. ora utan a kajszifajtak koziil csak a ‘Zard’ és ‘Marculesti
18/6° szirmokon volt még ép szdveti rész. A fertdzést kovetd 45 ora elteltével nem volt ép
sziromszovet egyetlen vizsgalt kajszifajta esetében sem. A kajszifajtak sziromlevelein
kiilonb6zo sebességgel tortént a fertdzés, az elsd teljesen kolonizalt szirmok a fertdzést
kovetd 28. oraban jelentek meg, mig a legkésébb elpusztult szirmok 45 éraval a fert6zést
kovetden felvételeztiik. A vizzel kezelt szirmok (15. abra pirossal keretezett szirmok) a 45

ora elteltével sem mutattak szovetpusztulast.
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Fert6zéstdl eltelt id6 (h)

Fajta 0 7 21 28 33 45

Baneasa 4/11

Orange red

Zard

Marculesti 18/6

Mandulakajszi

Bergeron

P. cerasifera

P, salicina ‘Methley

Mandulakajszi

Gonci magyarkajszi

Aurora

Mandulakajszi

Korai zamatos

Sulmonax

Forum

CeglédiPiroska

15. abra. Kajszi, cseresznyeszilva és japanszilva szirmok mesterséges fert6zése Monilinia laxa konidium szuszpenzidjaval. Minden
petricsészében két fajta 10-10 szirom fertézése kdvetheté nyomon vizszintes elrendezésben. A fert6zéstol eltelt 6rdk szdma az oszlopok
felett talalhat6. Az utolsé oszlopban piros keret jelzi a vizzel kezelt kontroll szirmokat.
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5.1.2.5 A bibe korokozoval szembeni ellendlloképességének in vitro vizsgalata

A PDA taptalajon nevelt M. laxa tenyészetek csokkent fejlodését figyeltiik meg a
taptalajra helyezett bibe kornyezetében. A bibe koriil a korokozo fejlédése a koncentrikus
novekedése soran rovid ideig gatlast szenvedett, a Iégmicéliumok fejlédése ezen a részen
lelassult. Késobb ez a lemaradas a gomba fejlddésében teljesen eltiint. A termd és a bibe
kolonizacidja soran a bibe, a természetes fert6zéshez hasonldo modon, képes volt hosszabb
miikodését a Torula RNS bomlasa jelzi. Az RNS toluidinkékkel torténd festésekor a bibe
kortil fehér folt jelzi a ribonukleinsav bomlasat (16. abra). Ennek a foltnak a mérete
megkozelitette a micélium fejlodést gatldé zoéna méretét. A  bibeszovet fokozott
ellenalloképessége és a taptalajon a gomba korldtozott ndvekedése alapjan feltételezhetjiik

a bibében kifejezddd ribonukledzok gombafejlddést gatld hatasat.

16. abra. A taptalajon fejlodé M. laxa fejlodésének gatlasa a bibe korili régioban. *A’: A
micélium fejlédésének korvonalat a fekete savval jeloltiik. *B’: Megfigyelhet6 a
Torula RNS degradacoja toluidinkék festéssel mutathatd ki a bibe kornyékén a
taptalajba diffundalt ribonukleazok hatasara.
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5.1.3 Ellenallésag vizsgalata a ‘Zard® x ‘Korai zamatos’ csalad egyedein
mesterséges vesszofertozés alapjan

Az iiltetvényben tortént fertézéskor M. laxa micéliummal atsz6tt agarkorongokat
helyeztiink a vesszékon vagott sebekre. Kontrollként steril agarkorongokat hasznaltunk,
aminek eredményeként nem tapasztaltuk a fertézési tiinetek kialakulasat, mindkét fajta
esetében egy kalluszosodd, megvastagodott sebgydgyulast kaptunk. A fert6zés hatdsara a
Vesszokon, a levélalapokon kialakultak az exogén sztromdk, amik konidiumokat fliztek le.
A 2 mm-nél kisebb atmér6ji vesszok fertézésekor a korokozo korbendtte a floémot, ennek
kovetkeztében a fertézés felett talalhato részek teljes hosszban elhervadtak. Mivel ezeknek
a vékony vesszéknek a fert6zése mas eredményt (vesszéhossz pusztulas) hozott, mint a
vastagabb vesszoké, ezért ezeket a fertdzéseket nem vettiik figyelembe az adatok elemzése

soran.

45

ao | -

35 +

20 F

25 f

20

15 n=15

"

Fertozott szovet hossza (mm)

10 + n==s

“7ar Fogekony
Zard g 3 O Mean
utodok T Mean+SD

‘Korai Ellenallo
zamatos’ utodok

17. abra. A ‘Korai zamatos’ és ‘Zard’ fajtak és hibridjeik fert6zott szovethossz alapjan
torténd Osszehasonlitdsa. Az utddokat fertdzésre adott vélaszreakcidjuk alapjan
ellenall6 és fogékony csoportokba soroltuk. Az n érték a két sziild fajta esetében a
fertézések szamat az utdodok esetében a fert6zott egyedek szamat mutatja.

A mesterséges fertdzés a két sziiléfajtan nem vart eredményt hozott. Az elpusztult
vesszOszovetek hossza és a természetes fertdzés alapjan tapasztalt fenotipus kozott

ellentmondas mutatkozott. A szabadfoldi felvételezések alapjan ellendllonak tartott ‘Zard’
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fajta vesszoin az atlagos fert6zott szovethosszusag nagyobb volt, mint a fogékony ‘Korai
zamatos’ fajta esetében tapasztalt érték, habar nem volt szignifikdnsan kimutathat6 eltérés

a t-proba alapjan a két sziil6fajta kozott (17. abra).

A felvagott vesszok sztereomikroszkdpos vizsgalata alapjan biztosan elkiilonithetd
valaszreakciot tapsztaltunk. A ‘Korai zamatos’ fajta esetében a fertdzott szovet és az ép
szovet kozott egy elmos6dd atmenet volt megfigyelhetd, mig a ‘Zard’ fajta estében az
Osszes fertdzésnél hatarozott, ¢lesen elkiilonithetd volt az ép és fert6zott rész. A rezisztens
‘Zard’ esetében a fert0z¢s hataranal az ép szovetrész megvastagodasat lehetett megfigyelni

(18. abra).

18. abra. A: ‘Korai zamatos’ vessz6jének mesterséges M. laxa fertdzése. A fertdzott és ép
hancsszovet kozott atmenet figyelheté meg, ami a korokozo folyamatos terjedését
jelzi. B: ‘Zard’ fajta vesszdjének valaszreakcidja a mesterséges M. laxa fert6zésre.
Az ép és fertdozott rész é€lesen elkiiloniil, a fert6zés hataran a héancsszovet
megvastagodasa figyelhetd meg.

A ‘Zard’ fajta estében is megfigyelhetd volt a hancsszovet pusztulasa. A kdrokozot
sikeresen izolaltuk a fert6zott hancsszovetbdl, a negativ kontrollként megsebzett és steril
agarkoronggal tesztelt sebzésekrdl viszont nem. A fertdzott vesszok levélalapjain altalanos

volt a gomba exogén sztromain tomegesen megjelend sziirke konidium tomeg (19. abra).
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19. abra. A 34-es hibrid vesszdfertdzése soran a levélalapokon exogén sztromak fejlédtek.

Rezisztens hibridek
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20. abra. A fogékony és ellenalld hibridek fert6zéshossz és vesszéatmérdjének
bemutatasa.



A fertézés hatasara adott valaszreakciok alapjan (18. abra), a ‘Korai zamatos’ X
‘Zard’ csalad utddjaibol 17 egyedet ellenallonak, mig 31 egyedet fogékonynak hatdroztunk
meg. Mivel a fogékony és ellenalld egyedek pusztult vessz6hosszaibol szarmazo adatsorok
atlaganak Osszehasonlitasara alkalmas parametrikus t-teszt feltételei nem teljesiiltek
(varianciak homogenitasa, Levene-teszt p<0,05; adatok normal eloszlasa, Shapiro-Wilk
teszt p<0,05), ezért a parametrikus tesztnél gyengébb, nem-parametrikus statisztikai
teszteket alkalmaztunk. A fogékony és ellenalld egyedek fertézott vesszorészének hossza
szignifikans eltérést mutatott. A szenzitiveknél atlagosan 22,5 mm-t, mig a rezisztenseknél
17,5 mm-t mértiink (Mann-Whitney-test Z=1,9858, p=0,047 és Welch-test d=2,838,
p=0,007) (17. abra). Az Osszes vesszOn mért fert6zéshossz és a vesszOk atmérdje kozott
nem volt szignifikdns korreldcid (Spearman-korrelacié 1r=0,0458, p=0,12), s6t a

fertézéshossz gyakorlatilag nem valtozott a vesszéatméro eltérésével (20. abra).

5.1.4 A ‘Zard’ és ‘Orange red’ fajtak ellenallosaganak oOsszehasonlitasa a fiatal
levelek mesterséges fertozése alapjan

Az iltetvényben tapasztalt levélfertdzési tiinetek alapjan megkiséreltiik a két fajta
levalasztott leveleinek fert6zését. Az ‘Orange red’ fajta esetében a természetes fertdzés
soran a fertdzott virdgok és hajtasok feliiletén keletkezett exogén sztromak koriil
elhelyezkedd leveleken apro barna léziokat, majd az egész levéllemezt elterjedd barna
pusztulést figyeltiink meg. Ezeket a tiineteket a ‘Zard’ fajta levelein nem tapasztaltuk. A
két fajta kozotti eltérést a 21. abra szemlélteti. Az ‘A’ kép és ‘B’ kép felsé harom levele az
‘Orange red’ fajtar6l szarmazik, mig a ‘Zard’ fajta leveleit a ‘B’ kép also fele mutatja be.
Az ‘Orange red’ esetében mar a fertdzést kovetd 48 orara teljes feliileten pusztult a levelek
30 %-a, mig a 72. orara az 0sszes levél teljesen kolonizalodott. A ‘Zard’ fajta esetében 72.
oOrara alakultak ki a tiinetek, de ez maximalisan a levelek feliiletének 15 %-ara terjedt ki. A
negativ kontroll leveleken nem tapasztaltunk fertdzést (‘C’ kép). Az ‘Orange red’

leveleken a gomba exogén sztromain konidiumokat fejlesztett.
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21. abra. Két kajszifajta mesterséges M. laxa levélfertzése. 48 oraval a fert6zést kovetden
az ‘Orange red’ (A’ kép és B’ kép felsd része) fajta levelein a megbarnult
részeket kolonizalta a gomba. A ‘Zard’ fajta ("B’ kép als6 fele) esetében nem
lathato fert6zott rész kialakulasa. A negativ kontroll leveleken 48 ora elteltével
(’C’ kép) nem tortént elvaltozas egyik fajta esetében sem.

5.2 Molekularis vizsgalatok
5.2.1 Eltér6 fogékonysagu kajszifajtak oOsszehasonlitisa NBS LRR tipusu

rezisztenciagén-analogok SSCP vizsgalata alapjan

A monilia-ellenallésaghoz kapcsolt molekularis marker kifejlesztésének érdekében
elséként a novényvilagban legelterjedtebb rezisztenciagéncsaladon beliili valtozékonysagot
vizsgaltuk. A vizsgalat alapja a kiilonb6z6 novényfajokbol izolalt rezisztenciagének kon-
zervalt szekvenciarészeinek hasonlosdga, emiatt a modszer alkalmazdsa mindennemi eld-
zetes szekvenciaismeret nélkiil alkalmazhatd barmilyen novényfajon. A konzervalt szek-
vencia szakaszokat kilenc rokonsagilag tavol allo fajbol izolalt 26 NBS-LRR rezisztencia-
gén NBS domén aminosav-szekvencidja alapjan valasztottuk ki. Mivel a géneknek az NBS
doménon kiviil nem volt egyontetii, legalabb 8 aminosav-egyezést mutatd szakasza, igy a
gének TIR vagy CC és LRR doménjaira nem terveztlink inditd szekvencidkat. Az illesztés
alapjan a Kinaz Il motivum C terminalisan a CC-NBS-LRR csoportba tart6z6 szekven-
ciakban egy triptofan aminosav talalhat6, mig a HD motivum N terminalisan 89 %-0s
valdszintiséggel cisztein (22. abra). Mivel korabban kajszibol kizardlag TIR-NBS-LRR
tipusit RGA-kat izolaltak, a CC-NBS-LRR tipustu szekvencidkra specifikus primereket
terveztiink. A degeneralt primer tervezésénél a permuticiés index értékét nem

maximalizaltuk az értéket (22. abra).
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Motivumok P-hurok Kinaz 2 domén
BS2-gi645675 —--KQLLE TRSYSGEP X BCE-— VI GVRRC.
Rx~-gi5524754 —-FEMMLD RG~-GREL \4 g ?t-laﬁolk&c.
Hoero-gil23095 —-ARIIGQ EH-ESKL 4  PDIA-T MLIAC.
Mil-gid405001 ~TNLILR T'SG-PADL ’ 4 pTrT—-T LTRP .
Sw5-gil154187 —-KEKIXIIQ IRG-TNDL \ 4 DCM~-A LRLS .
Pita-gil5883 -MQKLVR DG~EPKL SS~-Ml IVSRG.
RPM1-gi96301 ~-KGKLIG SP-EPQOR VA . TG~-L EIXISTA.
RCY1-gil29603 SVKELVG VENDVHQ~ VS - ~~HHEDLVR. . KE~-D IKAV.
RPPE8~gi30694 SVKELVG VENDVEQ~- V*:" NG F ~--HHBEDLVR . KE-D VIKAV.
HRT-gi711056 SVTELVC. VENDVHQ— V*!n AGF -—HHDLVR. . KE-D IXKAV.
RPP13~-gi7229 ~--KILLE DYDEKNR I*IF B3~ -NSGDVK . RE-A SLKRA .
Pib~gi377773 ~~SEXITHLILNNDSQOVOALISV VSRt~ ~QSPRLS . pTS—-E IKPT.
R3a-gi572334 —--LIDRLLSEDASGKKR \d b3~ ~NDERVQ . DN~-Y. WDELR.
XAJ—g129‘37‘ ~ETIKQLINSNRS~NGI IR-T WKKLL .
ro-:-gxdsoys -=SIVKQVIDASNNQLT L EN~S WGELK.

RPS2-gil5236
RPS5-gil15221
Bsd-gi138489

N-gid5544513

-=~MMEQVLEFLSEEEERGIX

~~~LEKAWNRIMEDGS-GILG
- KLKSKMOQIEINDVR~ GPe
~LEKIESISEIGINGVR~-IMGE

OSIN--NELITK. .
TKIN--NKFSKI.

AT —=D Y0 .
?FA IF--DTLLGR.

. EDGKHQMASH

EX-DLEKTGVP.

KV-NLKAVGVE .
BHCD-OMEYLAGD .
IDNKDHYLEYLAGD.

RACl1~-gi41387 —-IAEMSLINQLESEEVR-MVGEH A LF~-~KRLSRH. . TDDP. ER DDIM~-V TLVGQ.
RPP4-gil20270 ~-KAIKSIBCLESKEARINVGE CRALF--SQLSSQ. GONLE-FLKTLVGK
RPP1-gi30692 -MDMLEQINSRLDLDEVR-MIGH FLF~--NQVSDR. QPoOLG~Q LAKE .
L6-giB862905 ~ITAVLEKESLDSENVT-MV QOEKF~K. DMLGS .

M-gil842251
RPS4-gils5242

Primer

Motivumok

~VEVILEMIZSLDSKSVT-MVGL
~=~KDLEEKBDRDKYKGTRIIGV

|

Hidroféb domén

BS2-gi645675 ...SSE--ALPYEFETVGKQIADH: npapeTIViaV. SKRTI-
Rx-gi5524754 ...-KEG-SYSPEFENIGKQIALN z zEEz SKMGOR-
Hero-gi23095 ...-DEG-SCPAELLDIGHQ LAT R A9 VRGREG-
Mil-gi405001 ...GNE--SCPDELLDVGKEIAE VADLIAEVIA-GREKK
Sw5-gil54187 .. . QKE--DCPPELODVSOVVAEMN VIVLVAET IKKRXME -
Pita-gil5883 ...QGN--EFPGHLTEVSHDMIKN P TI TARHFKSQLLD~
RPM1-gi96301 ...-EQ--CRTQNLEPIARK G SMMS TKKFE-
RCY1-gi29603 . TEV--RLDEEMEANGKEMYT G IASANKH TV~
RPPB-gi30694 ...TEV--RLDEEMEAMGKEMYT S IANKE TV~
HRT-gi711056 ...TEV--RLDEEMEANGK. T e IBANKR TV~ CC
RPP13-gi7229 ...-NIQ-RKDEDLLKTGK q cISRETPS ~
Pib-gi377773 ...LDD--QNNPELVKEAKQILKN JEFBANRP KT~
R3a-gi572334 ...-NMGPMGHPELEEVGKQ - P RSKSEV-
XA1-gi294374 ...-NDKHDSSPGLQVLGKQOIASE BorNLTI-
Fom2-gi46095 ...-YGL-SMTSNLGIIQKELE DxrEGDYV-
RPS2-gil5236 . —KDL-LESSSIRRLAEII\4SH AHRETE-
Bs4d— 54892 ... -KKE-VF DERE ORI ISP HARNLS —
N-gid5544513 ...-GKE-VPNENFEKLSLEW B NLRLT -
RAC1-gi41387 ...-KQN-YAPKGFEDLVVDVIYR BRRROME ~
RPP4-gi20270 . ~GKD~SPPDDFXELAFEVAELVGS] e ¥ | ;1
RPP1-gi30692 ...-GQK-QPHREGFDEIAWEVTCLAGE dRGKSKR~
L6~-gi862905 v+ .=KKN~-TPPSYYETLAND I FKQETIA~
M-gi1842251 ...-KKN-TPPSDYETLANDIWNS BrroETG-
RPS4-gil5242 ...-QAN-PQKKDFMKLSEG ANKKSMD

Primer

PMDEKF~-KFEDILGC.

VONLKDPYSORERK : 'LDA\SKRI-QIEALRSI.

22. abra. Az NCBI adatbazisbol szarmazd 26 aminosav-szekvencia illesztése alapjan az NBS domén 3 konzervalt régioja, amelyekre a primereket
terveztiik. A fels6 18 szekvencia CC-NBS-LRR, az also 8 pedig TIR-NBS-LRR tipustt RGA-kbol szarmazik. A fekete alapon lathaté aminosavak a
P-loop, Kinaz II és hidroféb



Az Osszes lehetséges primerkombinacioval gradiens PCR-t végeztiink a ‘Goldrich’
fajta genomi DNS-én, és kivalasztottuk a vart méretben hatarozottan megjelend
fragmentumokat addé legmagasabb tapadasi hémérsékletet. A primerkombinaciok
alkalmassagat a 23. abran bemutatott gélkép alapjan valasztottuk ki. Fontos megemliteni,
hogy a CC-NBS-LRR szekvenciara specifikus, sajat tervezésti CUB-Kin2 F és CUB-HD R
primerkombinacio alkalmazasakor a vart 250 bp hosszusagti PCR terméket kaptuk (23.
abra E primerkombinacid), ami alapjan feltételeztik a CC-NBS-LRR rezisztenciagén
analogok jelenlétét a kajszi genomban. A CUB-Kin2 F ¢és a korabban publikalt LM367 R
primerkombinacid alkalmazasakor nem kaptunk terméket (23. abra F primerkombinacio),
ami magyarazatot adott a CC-NBS-LRR tipusi génanaldégok korabbi kimutatasanak

hianyardl a kajszi esetében.

C—_—
AliBiilchio: E F'

1500 bp ——
1000 bp ——

7150 bp ——

=

250bp —— -
M

23. abra. A ‘Goldrich’ kajszifajta NBS doménjara tervezett primerek PCR analizise. A:
CUB-P-loop F ¢s CUB-HD R, B: P-loopGent F és LM637 R, C: CUB-P-loop F ¢és
LM637 R, D: P-loopGent F és CUB-HD R, E: CUB-Kin2 F és CUB-HD R, F:
CUB-Kin2 F és LM637 R primerkombinaciok. M: 1-kb + DNS-marker.

Ezen eredmények alapjan megallapithatd volt, hogy a tervezett primerek nagyobb
degeneraltsagi foka miatt nagyobb szamban lehet a kajszigenom egymastol eltérd NBS
szekvenciait meghataroznunk. A primerkombinaciok koziil a sajat tervezéstt CUB-P-loop F
¢s CUB-HD R, a P-loopGent F ¢és LM637 R inditészekvencidkkal késziilt polimeraz
lancreakcié termékeit pGemT-Easy vektorba ligaltuk, és E. coli JM 109 kompetens
sejtekbe klonoztuk. A klonok szekvencidjaban vizsgaltuk a CC-NBS-LRR géncsaladra
jellemzé Kinéz 11 motivum végén talalhato triptofant kodold TGG triplet jelenlétét a CUB-

Kin2 F primer és az eredeti reverz primerek semi-nested polimeraz lancreakcid
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alkalmazaséaval. A Soriano és mts. (2005) altal alkalmazott primerkombinéaciobol szarmazo
96 klon esetében a semi-nested kolonia PCR technikaval egyetlen esetben sem kaptuk a
vart CC-NBS-LRR-re jellemz6é fragmentum méretet, mig a sajat tervezési
primerkombinacié esetében a 96 klonbol 28 esetben a 250 bp hosszisagh DNS
fragmentum szaporodott fel. Az egyedi klonokbol szarmazé PCR termékek kozott agardz
gélen nem lehetett hosszpolimorfizmust kimutatni, ezért a szekvencia alapu kiilonbségek
kimutatdsara alkalmas SSCP technikdt alkalmaztuk. A 28 pozitiv klonbol az SSCP
vizsgalat alapjan 11 eltérd futtatdsi mintdval rendelkezé klont vélasztottunk ki

szekvenalasra. (24. abra).

24. abra. 1-11. A CC-NBS-LRR szekvencia specifikus pozitiv kolonia PCR-termékek
eltérésének kimutatasa SSCP technikaval. 12-13. minta a két TIR NBS RGA klon.

Két olyan negativ klon szekvenciajat is meghataroztuk, amelyek egyértelmiien a
TIR-NBS-LRR géncsaladdal mutattak nagy hasonlosdgot. A megszekvenalt 13 eltérd
nukleinsav-szekvencia transzlalt aminosav-szekvencia illesztését a 25. abra mutatja be. A
CC-NBS-LRR szekvenciakra jellemz6 Kinaz II domén N terminalisan talalhato triptofant

(W) az illesztésen piros kerettel jeldltiik
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25. abra. Tizenegy kajszi CC-NBS-LRR és két TIR-NBS-LRR aminosav-szekvencia illesztése.
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A szekvenciakat (PaCC1-PaCCl11 és PaT1-PaT2) az NCBI adatbazisba a kovetkezo
azonositd szamokon tettilk kozzé: GQ336813 — GQ336825. A szekvencia-illesztések
alapjan megallapithat6, hogy a kajsziban eddig nem ismert CC-NBS-LRR géncsaladhoz
tartozo szekvencidkat sikeriilt meghataroznunk. A tervezett primerek alkalmazéasaval
mindkét NBS-LRR tipust géncsalad tagjait tudjuk vizsgalni a kidolgozott PCR
technikdval, ezéltal szélesebb korben lehet felfedni a NBS domén szekvencidit a kajszi

genomban.

A vizsgalt fajtak koziil természetes fertdézés alapjan kivalasztottuk az ‘Aurora’,
‘Orange red’, ‘Goldrich’, ‘Harcot’, ‘Korai zamatos’, ‘Ceglédi Piroska’, ‘Ceglédi bibor’
fajtakat, mint moniliara fogékony genotipusokat, mig ellenalld kajszigenotipusként a
‘Zard’ fajtat alkalmaztuk. A fajtdkat két primerkombinéacioval - CUB-P-loop F és CUB-
HD R, illetve P-loopGent F és LM637 R vizsgaltuk. A PCR termékek kozott agardz
gélelektroforézis soran nem tapasztaltunk hosszpolimorfizmust. Mivel a klonok SSCP
vizsgélata korabban sikeresen felfedte a felszaporitott DNS szakaszok véltozékonysagat, az
ellendlld és fogékony fajtdk NBS szekvencidk kozotti eltérést ismételten az egyszalu
konformécido-polimorfizmus modszerével vizsgaltuk. Egyértelmiien megfigyelhetd a gélek
alapjan, hogy az Altalunk tervezett primerkombinacidé alkalmazasakor Osszesen 31
felszaporitott DNS szakaszt nyertiink, mig a kisebb degeneraltsdgi fokkal rendelkezd P-
loopGent F és LM637 R primerkombinacié esetében az 0Osszes fajtira nézve 13
elkiilonithetd fragmentum keletkezett (26. abra). Mivel egyik primerkombinacio esetében
sem taldltunk kizar6lag az ellendlld ‘Zard’ fajtara jellemzd fragmentumot,
megallapithatjuk, hogy habar a kidolgozott technika a vizsgalt fajtdk kozott egyértelmi
valtozékonysagot mutatott ki, az NBS domén szekvencigjat tekintve, nem sikeriilt a
monilia-ellenallosaghoz kapcsolt allélt meghataroznunk. Ezen eredmény alapjan
természetesen nem lehet kizarni, hogy a monilia rezisztenciat nem NBS-LRR tipusu
rezisztenciagén okozza, de megallapithatd, hogy a kozel 60 NBS szekvencia kozott nem

volt a rezisztens fajtaban egyedileg megjelené DNS-fragmentum.
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CUB-P-loop F + CUB-HD R P-loopGentF + LMB37 R

- -

- et

26. abra. A hét moniliara fogékony fajta 1: ‘Korai zamatos’, 2: ‘Goldrich’ 3: ‘Harcot’, 4:
‘Ceglédi Piroska’, 5: ‘Aurora’ 6: ‘Ceglédi bibor’, 7: ‘Orange red’, - és az ellenallo
‘Zard’ kajszifajta NBS-LRR tipusu rezisztenciagénekre specifikus PCR-termékek
eltérésének kimutatdsa egyszali konformécio-polimorfizmus technikaval. A két
primerkombinacio koziil a baloldali akrilamid gélen dsszesen 31 fragmentum, a
jobboldali gélképen 13 fragmentum volt elkiilonithetd. A 8. szamu ‘Zard’
mintaban nem talalhato egyedi fragmentum, ezért ezek az RGA szekvenciak nem
kapcsolhatoak a monilia-rezisztenciahoz.

5.2.2 Akajszi NBS LRR RGA-k filogenetikai vizsgalata

A filogenetikai vizsgalatot az altalunk meghatarozott 13 NBS RGA és 311
nemzetkozi adatbazisbdl szarmazd NBS szekvencia (293 a Rosaceae csaladbol és 21 nem
Rosaceae csaladbol szarmazo) illesztése, és ebbdl készitett filogenetikai torzsfa alapjan
végeztik el (2. melléklet). A dendrogramon két (CC NBS és TIR NBS) jol elkiiloniilo

csoportba keriiltek a szekvenciak.

A sajat NBS LRR szekvencidink négy tavoli csoportban helyezkednek el a torzsfan.
A PaCC 5 és PaCC 2 a koradbban Samuelian és mts. (2008) altal 1étrehozott csoportok
szerintanon-TIR I, a PaCC 1, 3,4, 6,7, 8,9, 10 és 11 non-TIR VI csoportba sorolodtak.
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A kajszi TIR szekvenciai koziil a PaT 1 a TIR XII és a PaT 2 a TIR XI csoportba keriilt. A
filogenetikai torzsfan a 70 %-ndl nagyobb bootstrap értékkel tamogatott elagazasokat

fogadtuk el eltér6 csoportnak.

A torzsfan kétféle csoport kialakulasat figyeltiik meg. Az elsé tipusti csoportokban
egy nemzetségbdl szarmazd szekvencidk, mig a masodik tipusu csoportban tobb génuszbol
szarmazd szekvencidk keriiltek. A CC-NBS szekvencidk 91 %-a rendezddott tobb
nemzetségbdl szarmaz6 szekvenciadkat tartalmazd csoportokba. A TIR szekvencidk
esetében ez az értek 57 % volt. A torzsfan a TIR-NBS-LRR szekvencidkat tartalmazo
csoportban a nem Rosaceae csaladbol szarmazé szekvenciak kiilcsoportokat alkottak a
Rosaceae eredetii szekvenciaktol. A CC tipust csoportban viszont a nem Rosaceae
csaladba tartoz6 fajok szekvenciijanak egynegyede a Rosaceae fajokkal keriilt tobb
nemzetséget tartalmazo csoportba. A dendrogramon a két csoport dgai eltérd hosszasagtiak
voltak. A TIR csoport szekvencidi termindlis elhelyezkedéssel rovidebb agakon, és faj-
illetve nemzetség specifikusan helyezkedtek el. A CC-NBS szekvencidk hosszabb agakon
helyezkedtek el, és az elagazasok a fa alapi része felé tolddtak el. Ezen megallapitasok alol

két csoport a Prunus IV és Rosa IX. kivételt képzett.

53 A “Zard’ és ‘Orange Red’ fajtak vesszofertozésének
transzkriptomikai vizsgalata CONS-AFLP technikaval

A korédbbi kisérleteink eredményei alapjan megallapithatd, hogy a ‘Zard’ fajta
esetében tapasztalhatd ellenallésagot a vesszOk hancsszovetének valaszreakcioja biztositja.
A hancsszovetekben bekovetkezd génkifejez6dés nyomon kovetésére a cDNS-AFLP ‘One
gen one tag’ (Vuylsteke és mts. 2007) technikajat valasztottuk. A technika biztositja, hogy
egyféle mRNS-rdl egyetlen PCR termék keletkezzen, igy ndvelve a vizsgalhatd expresszalt
gének szamat. A két kivalasztott fajta kozotti természetes fertdzéssel szembeni

fogékonysagot a 27. abra szemlélteti.
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27. abra. Az eltér6 tiinetek a M. laxa vesszofertozésére. A: ‘Orange red’ fajta viragfert6zésébol kialakult teljes vesszOpusztulas. B: ‘Zard’ fajta
termOvesszdjén a virdgfertdzeést kovetden a korokozo legfeljebb a kocsany koriili részen képes a hancsot elpusztitani, igy a teljes

termOrész épen marad C: A fertézott és szilirke exogén sztromakkal boritott virdgrél a korokozdé nem okozta a ‘Zard’ fajta rovid
termdrész-pusztulasat.
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A munka elsé fazisaként a vesszOkbdl RNS kivonasara keriilt sor. A kivalasztott
kajszifajtak egészséges és fert6zott hajtdsainak a még nem fert6zddott hancsszovetébol
sikeresen izolaltunk RNS-t a forr6 borsavas moédszerrel Wan és Wilkins (1994) leirasa
alapjan. A harminc mintabodl a 16 esetben sikertiilt 50 ng/pul-nél nagyobb koncentracioban a
nukleinsav-kivonas. Ezek mindségét ellendriztilk agar6z gélen (28. abra). A két rRNS

alegység diszkrét savjai alapjan dontottiik el a RNS minta tovabbi alkalmazhatosagarol.

I:_

X -~ =0 X = X X - X- XX
=2em Nl EWMl 3
-

28. abra. RNS kivonas ellendrzése 1 %-0S agaroz gélen. Az X-szel jelolt mintakat a két
rRNS alegység diszkrét savjai alapjan valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokra.

A cDNS kiegészitd szal készitésénél eltértem a protokolltodl, mert a masodik szal
szintézisét kovetden nem alkalmaztuk az E. coli ligazt. Elokisérletben ugyanazt a mintat
kétféleképpen (ligazzal és nélkiile) elkészitettiik és azonos mintazatot kaptuk az akrilamid

gélelektroforézis soran.

A cDNS-AFLP els6, nem szelektiv PCR reakcid agar6z gélen torténd elvalasztasa

soran a protokoll altal megadott 100-500 bp koz6tti elmosodott DNS mintazatot kaptuk.

A masodik, szelektiv nukleotidokat alkalmazd PCR reakcid eredményét az 29. abra

gélképe mutatja be.

Az agardz gélelektroforézis alapjan sikeres reakcidok termékeit nagy felbontasu
8 %-os denatural6 akrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el (30. abra). A gélen azokat
a transzkriptum eredeti DNS fragmentumokat (TDF) valasztottuk ki szekvencia
meghatarozas céljabol, amelyek egyedien jelentek meg a két fajta fert6zott mintai kozott.
30 fragmentumot izolaltunk, és ezekbdl 18 mintat sikeriilt felsokszorositanunk re-PCR

soran. A PCR termékek bazissorrendjét direkt szekvenalassal hatdroztattuk meg.
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29. abra A II. szelektiv primerkombinaci6 alkalmazésa a 10 vizsgalt kajszimintan. Mintak
sorrendben (Z: ‘Zard’, OR: ‘Orange Red’) 1: Z egészséges Il., 2: OR egészséges
l., 3: Z egészséges 11., 4: Z fertézott 11., 5: Z fertdzott 11., 6: Z fertdzott 1., 7: Z
fertdzott 1., 8: OR fertézott 1., 9: Z fert6zott 1., 10: Z egészséges M: 1-kb + DNS-
marker

Msel CTT+EcoRI+0 Msel CAG+EcoRI+0 Msel CTT+EcoRI+ACC Msel CAG+EcoRI+ACC

30. abra. A kajszivesszok hancsszovetmintainak cDNS-AFLP vizsgalata négy
primerkombinaciot alkalmazva. Z: ‘Zard’ OR: ‘Orange Red’ 1: Z egészséges Il.,
2: OR egészséges |., 3: Z egészséges 11., 4: Z fertézott 11., 5: Z fertdzott 11., 6: Z
fertdzott L., 7: Z fertdzott L., 8: OR fert6zott 1., 9: Z fert6zott 1., 10: Z egészséges
K-: vizes kontroll A piros nyilak jelzik a gélbdl kivagott és megszekvenaltatott
fragmentumok egy részét.
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5.3.1 A TDF-ek homolégia alapjin torténé azonositiasa

Az NCBI nukleotid adatbazisaban (nBLAST) ¢és az OJszibarack genomon
(Phytozome 8.v) azonositottuk a 18 mintankkal nagy hasonldésagot mutatd szekvenciakat
(13. tablazat).

Egy fert6zott vesszobdl szarmazo ‘Orange red’ szekvenciarol megallapitottuk, hogy
a Pseudomonas fluorescens szaprofag baktérium génjét kodolja, ami kiilsé szennyezédésre
utalt. A tovabbi elemzésekbdl ezt a szekvenciat kizartuk. A 17 szekvencia
Oszibarackgenommal torténd illesztés soran 11 esetben sikeresen hataroztuk meg a
genomban valo elhelyezkedésiiket (13. tablazat). A 3., 6., 9., 11., 14. és 18. minta esetében
nem sikeriilt az 6szibarackgenommal értékelhetd azonossagot kimutatnunk (E-érték <107).
A 11 szekvencia feltételezheto funkcidjanak megallapitasat homologia alapjan végeztiik el.
Harom minta esetében (4., 10., 16.) nem talaltunk lehetséges génfunkciot. A 12. és 13.
TDF-ek mindkét fajtaban megjelentek a fertdzés hatasara, és egy cink-ujj domént

tartalmazoé fehérjét kodolnak.

A 15. TDF szekvenciaja a poligalakturonaz enzimgatlofehérjék (PGIP)
szekvenciaival mutatott egyezést (E-érték: 0). A szekvencia forrasat jelenté TDF kizardlag
a poliakrilamid gélen az elsé alkalommal gyjtott, fertézott ‘Zard’ mintdkban volt
megtalalhat6. Tovabbiakban ennek a PGIP gén szekvencidjanak meghatarozasat és a

vesszOmintakban a gén kifejezddésének vizsgalatat tiiztiik ki célul.
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13. tablazat. A cDNS-AFLP soran kivalasztott fragmentumok lehetséges génfunkcidinak feltételezése szekvenciaazonossag alapjan. A
tablazatban az dszibarackgenommal hasonlosagot (E-érték<10"®) mutato fertézott mintakbol szarmazo szekvenciakat tiintettiik fel. Zold
szinnel a ‘Zard’ fajtabol, narancssarga hattérrel az ‘Orange red’ fajtabol, mig a mindkét fajta mintaiban jelenlévo fragmentumokat

tirkizkékkel jeloltik.
Transzkriptumbol Az 6szibarack genomjaval torténd illesztés alapjan
, , TDF hossza , . . s
szarmazd DNS (bp) Azonossag alapjan feltételezhetd fehérjek
fragmentum (TDF) P TDF lokusza, |E-értéke,  |kromoszémén a pozicibja
ppa017921 2e-63 3:21.079.579-21.081.198
363 |PQ-loop fehérjecsaldd ppa021350, | 2e-63 3: 21.076.300-21.089.160
538 Della protein ppa003975 1.00e-254 7:20.910.516-20.912.871
4. Orange Red fert6zott 1. 733 ismeretlen fehérje ppa011164 1.5e-124 2:3.192.907-3.195.390
605 Foszforibulokinaz ppa000994 2.6e-133 1:22.024.771-22.025.550
8. Orange Red fertdzott 1. 224 Transzmembran aminosav transzport fehérje | ppa005008 6.6e-89 4: 24.765.300- 24.785.103
185 ismeretlen fehérje 3.8e-61 6:11.623.135-11.623.296
12. Zard fert6zott 1. 125 Cink-ujj fehérje (C3HC4) ppa024723 8e-36 2: 25.878.109 — 25.880.378
13. Orange red fertézott 1. 124 Cink-ujj fehérje (C3HC4) ppa024723 8e-36 2: 25.878.109 — 25.880.378
ppa008474 5.5e-153 7:10.624.791-10.625.217
452 Poligalakturondz-gatl6 fehérje (PGIP)
ppa008479 0. 7:10.645.144-10.645.571
16. Orange Red fertézott 1. 289 ismeretlen fehérje ppa007057 le-24 6:14.564.060-14.564.360
380 PQ-loop fehérje csalad ppa021350 2e-63 3:21.076.300-21.089.160
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5.3.2 PGIP gének szekvencidinak meghatirozasa

Azonositottunk az altalunk megtalalt PGIP gén részleges szekvencidjaval
hasonlosagot mutat6 két 16kuszon talalhatd két PGIP ortolog gént az dszibarack és két gént
az almagenombodl és szekvencidjukat letoltottiik. Az ezekkel nagy hasonlosagot mutatd
Rosaceae csaladhoz tartoz6 fajokban talalhato feltételezheté PGIP szekvencidkat az NCBI
adatbazisbol gyujtottik ki. A szekvencidkbol a nem kdédold részeket -eltavolitottuk
(intronok, 3’ és 5° UTR) és ezek illesztése alapjan a konszenzus szekvenciarészekre
primereket terveztink az egymastol legtavolabb esé 3’ és 5° konzervalt régiokra (31.
abra). A forward primerek koziil a PGIP1 F, a Prunus nemzetség szekvenciajara
specifikusan, PGIP2 F primert Prunus, Malus és Pyrus nemzetségek konszenzus
szekvenciajara terveztiik. A reverse primerek koziil az egyiket a 15. TDF minta
szekvenciajara specifikusan (PGIPZ R), mig a masodikat (PGIP R), a 15. TDF mintat
mell6zé szekvencidkra terveztiik. A primerek alkalmazdsidnak optimalizéldsara gradiens
PCR-t készitettiink mindkét fajta genomi DNS-én (32. abra és 33. abra). A PGIPIF és
PGIPZ R primerkombinacié alkalmazasakor mindkét fajta esetében egy 750bp koriili
termék jelent meg a legmagasabb (60,9 °C) tapadasi homérséklet alkalmazasakor, ez
alapjan megallapithatjuk, hogy a PGIPZ R primer nem miikodik specifikusan a Zard
fert6zott mintaiban kimutatott PGIP allélra.
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Prunus persica008474 'ACTCTTCTCCACEATCCTAARACCEAGCTCTCYCCGAGCTCTGORACCCGARAGACARGAAAGTC
Prunus persica008479 'ACTCTTCTCCACEATCCTAAACCEAGCTCTCYCAGAGCTCTGCRACCCGAAAGACAAGARAGTC
gil126656813|Prunus_p 'ACTCTTCTCCACFATCCTARACCEAGCTCTCYCCGAGCTCTGCRACCCGARAGACARGAAAGTC
ZARD TOF fertozott .
Qi[13873223_Prunus_ar
gi|58379367_Prunus_pe
gil58379363_Prunus_pe ACTCTTCTCCTCEATCCTAAACCRAGCGCTCYCCGAGCTCTGRACCCGGAAGACAAGARAGT]
Qi|58379379_Prunus_am
gi|57868640_Prunus_am' ACTCTTCTCCACEATCCTAAACCEAGCGCTCYCTGAGCTCTGCOPRACCCGGAAGACAAGARAGT]
gi|63099930_Prunus_sa 'ACTCTTCTCCACEATCCTAARACCEAGCGCTCYCTGAGCTCTGCRACCCGGAAGACAAGARAGTT
gi|58379371_Prunus_muACTCTTCACCGCEATCCTAAACCEAGCGCTCYCTGAGCTCTGORACCAGGAAGACAAGARAGT]
Qi|13873228_Prunus_du
Qi[13873230_Prunus_em
MalusDP0000728753 chr ACTCTTCTCCTCEGTCCTAARAACECGCTCTCYCCGATCTCTGCRACCCCGACGACARARRAGTC
MalusDP0000728755 chr ACTCTTCTCCTCEGTCCTAARACCECGCTCTCYCCGATCTCTGCRACCCCGACGACARRARAGTC
gi|33087507_Pyrus_pyr 'ACTCTTCTCCTCEGTCCTARACCECGCTCTCYCCGATCTCTGCRACCCCGACGACARARRAGTC
gi[1679732_Malus_dome¢ ACTCTTCTCCTC] CCGATCTCTGCURACCCCGACGACAAARAAAGTC

L] m

| |
Prunus persica008474

ZARD TOF fertozott I
Qi|13873223_Prunus_ar

gi|33087507_Pyrus_pyr

—
= G_PGIPZardR____

AAGAGCTTGATATCGTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCCTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCGTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCCTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCTTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCGTTGGATC
AAGAGCTTGATATCGTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCCTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCGTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCGTTGGATC
AAGAGCTTGATTTCGTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCGTTGGATC
AAGAGCTTGACTTCGTTGGATC
ACAAGCTTGACCTCGCTGGATA
ACAAGCTTGACCTCGCTGGATA
ACAAGCTTGACCTCGCTGGATA

1

AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTTC
Prunus persica008479 GATCTGTCAAAGGTGAAGTTTTC
Qi|126656813|Prunus_p AATCTATCAAAGGTGGAGTTTTC
GATCTGTCAAAGGTGAAGTTTTC
AATCTATCAAAGGTGGAGTTTTC
gi|58379367_Prunus_pe AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTTC
gi|58379363_Prunus_pe AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTTC
gi|58379379_Prunus_am GATCTGTCAAAGGTGAAGTTTTC
Qi|57868640_Prunus_am AATCTGTCAAATGTGGAGTTTTC
gil63099930_Prunus_sa AATCTGTCAAATGTGGAGTTTTC
Qi|58379371_Prunus_mu AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTTC
Qi|13873228_Prunus_du AATCTATCAAAGGTGGAGTTTTC
gi[13873230_Prunus_em AATCTATCAAAGGTGGAGTTTTC
MalusDP0000728753 chr AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTCC
MalusDP0000728755chr AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTCC
AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTCC
gi|1679732_Malus_dome AATCTGTCAAAGGTGGAGTTTCC
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TAACCATAACAAGATC
CAACCATAACAAGATC(
CAACCATAACAAGATC/
CAACCATAACAAGATC/
CAACCATAACATGATC/
TAACCATAACAAGATC)
TAACCATAACAAGATC)
CAACCATAACAAGATC/
TAACCATAACAAGATC)
TAACCATAACAAGATC
TAACCACAACAAGATC)
CAACCATAACAAGATC/
CAACCATAACAAGATC/
CAACCACAATAAGATC"
CAACCACAATAAGATC"
CAACCACAATAAGATC"
CAACCACAATAAGATC"

ATA

&
| | I-r L 1 1 1

Prunus persica008474 AAGTGGATTTGCAGT
Prunus persica008479 AAGGGGATTTGCAGT
gi|126656813|Prunus_p AAGTGGATTTGCAGT
ZARD TOF fertozott I. AAAATGATTTGCAGT
gi[13873223_Prunus_ar AAGTGGATTTGCAGT
gi|58379367_Prunus_pe AAGTGGATTTGCAGT
gi|58379363_Prunus_pe AACTGGATTTGCAGT
gi|58379379_Prunus_am AAAATGATTTGCAGT
gi|57868640_Prunus_am AACTGGATTTGCAGT
gil63099930_Prunus_sa AATTGGATTTGCAGT
gi|58379371_Prunus_mu AACTGGATTTGCAGT
gil13873228_Prunus_du AAGTGGATTTGCAGT,
gi|13873230_Prunus_em AATTGGATTTGCAGT
MalusDP0000728753 chr AACTGAATTTCCAGT
MalusDP0000728755chr AACTGAATTTCCAGT
gi|33087507_Pyrus_pyr AACTGAATTTCCAGT
gi|1679732_Malus_dome AACTGAATTTCCAGT

90 910
| | | I |

TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
WCCTGAACGTGTGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
IWCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGC
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
WCCTGAACGTGAGCTACAACAGGC
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGAT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGT
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGC
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGC
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGC
TCCTGAACGTGAGCTACAACAGGC

FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGCGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGTGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGTGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGTGH
FGTGTGGTC

FGTGTGGTCAGATTCCTGTGGGTGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGCGH
FGTGTGGTCAGATTCCTGTGGGTG!
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGCGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGCGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGCGH
FGTGTGGTC

FGTGTGGTC

FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGTG!
FGTGTGGTCAGATTCCGGTGGGTGH
FGTGTGGTCAGATTCCTGTGGGTGH
FGTGTGGTCAGATTCCAGTGGGTGH

31. abra. A négy primer elhelyezkedése a Rosaceae PGIP génszekvenciak illesztése alapjan

kapott konzervalt régiokra. A PGIP Zard R reverz primert a 15. TDF szekvenciara

specifikusan (G), mig a PGIP R primer a 15. TDF felszaporitasat mell6zi (T).
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32. abra. A PGIP1F ¢és PGIPZ R primer kombinacio gradiens PCR alkalmazasa 48-60,9 C-
os tapadasi hémérsékletek alkalmazasaval a Zard (1-6 oszlop) és Orange Red (7-
12 oszlop) fajtak DNS-ével.
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33. abra. A PGIP1F és PGIPR primerkombinéci6 gradiens PCR alkalmazésa 48-60,9 C-0s
tapadasi hémérsékletek alkalmazasaval a ‘Zard’ (1-6 oszlop) és ‘Orange Red’ (7-
12 oszlop) fajtakon.

A 15. TDF minta szekvenciajat kizar6 primerkombinacio (PGIP1F ¢s PGIP R)
gradiens PCR eredményéiill két jol elkiilonild 800 bp és 900 bp hosszusag koriili
fragmentumokat kaptunk, a két fajta kozott hosszpolimorfizmust nem tapasztaltunk. A
becsiilt fragmenthosszak megfeleltek az Oszibarackgenombol szarmazo két 1okuszon

talalhato intron nélkiili és intront tartalmazo allélok hosszusaganak (33. abra).

A két primerkombinacioval ellendriztiik a vesszémintainkbol szarmazo cDNS-eket,
hogy jelen van-e a PGIP gén barmely allélja. A fertézetlen mintdkban nem kaptunk
terméket a PGIPR és PGIPIF primerek alkalmazasaval (1, 8, 9). A két fajta fert6zott
mintaiban (2, 3) viszont azonos erdsségli mintazatot kaptunk. A masodik alkalommal
gyljtott ‘Zard’ fertdzott mintdkban (4 és 6) egy hosszabb és gyengébb termék jelent meg
(34. abra). Megallapithatjuk tehat, hogy a PGIP gének a két kajszifajta esetében a M. laxa

fertdzésre adott valaszként fejez6dnek ki a vesszd hancs szovetében.
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34. abra. A vesszOkbdl szarmazdé cDNS-mintdk PGIP1 F és PGIP R primerekkel késziilt
PCR-termékek elvalasztasa agarozgélen. 1: Z ép., 2: Z fertdzott ., 3: OR fertézott
L., 4: Z fert6zott 1., 5: Z fertézott 11., 6: Z fertdzott 11., 7: Z fertézott 1., 8: Z ép 11.,
9: OR ¢ép, 10: Z fertdzott 1. Roviditések Z: ‘Zard’, OR: ‘Orange Red’

1" w2 "8 54 51 6 7 "8 9 10
v

vd

1000 — ««
750—

500 Wew - www -

35. abra. A vessz6kbdl szarmaz6 cDNS-mintdk PGIP1F és PGIPZ R primerekkel késziilt
PCR-termékek elvalasztdsa agardzgélen. Mintdk sorrendben 1: Z ép II., 2: Z
fertozott 1., 3: OR fertozott 1., 4: Z fertozott 11, 5: Z fertozott 11., 6: Z fertdzott 11,
7: Z fertézott 1., 8: Z ép 11, 9: OR ¢ép , 10: Z fertdzott 1. Roviditések Z: ‘Zard” OR:
‘Orange Red’.

A PGIPZ R és PGIP1F primer kombinaci6 alkalmazasakor a fertdzott ‘Orange Red’
mintadkban is megjelent azonos erdségii termék (35. abra), mikozben a fertézetlen
mintdkban egy halvany fragmentum jelentkezett. Ezek alapjan a ¢cDNS AFLP soran
kivélasztott PGIP szekvencidra (15. TDF) tervezett primer (PGIPZ R) nem miikodik
allélspecifikusan, mert mindkét fajta fertézetlen és fert6zott mintaibol szarmazd cDNS-en

fragementumokat szaporitott fel.
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A PCR-termékeink szekvenciajanak meghatarozéasaval kivantuk ellendrizni, hogy a
felszaporitott termékek valoban a PGIP génekkel mutatnak hasonlosagot. Ezentul a cDNS-
AFLP technika alkalmazéasakor kizarolag a ‘Zard’ 1. fert6zott mintdiban megjelend (15.

TDF) allél szekvencidjat szerettiik volna meghatarozni.

Harom fajta genomi DNS-én (‘Korai zamatos’, ‘Orange red’, ‘Zard’) és a két fajta
fertdzott vesszoibol késziilt ¢cDNS mintajan készitettiink PCR-t PGIP1 F és PGIP R
primereket alkalmazva. A gélbdl izolalt és klonozott fragmentumokat 33. dbra mutatja
meg. A masodik 2 %-os agardz gélen a 900 bp hosszisagl termékrdl kideriilt, hogy két

eltérd hosszasagu fragmentumot rejt (36. abra).

1700 1159
1093
1159 805
1093
805
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36. abra. PGIP1 F és PGIP R primerkombinacioval késziilt PCR-termékek elvalasztasa 1
és 2 %-os agardz gélen. 1: ‘Korai zamatos’, 2: ‘Orange red’, 3: ‘Zard’, 4: cDNS
Zard fertézott 1., 5: cDNS ‘Orange red’ fertdzott vessz6 minta. A romai
szamokkal jel6ltem a gélbdl izolalt és klonozott fragmentumokat.

A gélbdl kivagott fragmentumokat klonoztuk, és a genomi fragmentumonként (I-
VII) 5- klont, mig a cDNS-r61 (VIII-IX) késziilt klonokbol 10-et kiildtiink el szekvencia-
meghatarozasra. Egy fajtabol Osszesen négy lehetséges allélt a ‘Zard’ fajtabol sikeriilt
azonositanunk, mig az ‘Orange red’ és ‘Korai zamatos’ fajtabol 3-3 allélt azonositottunk.
A ‘Zard’ fajtabol két szekvencia tartalmazott azonos hosszlisagl intront viszont a 36.
abran bemutatott gélképén hosszabb (900bp) allélok (IV: és VI. fragmentumok) két eltérd
méretii fragmentumbdl allnak. fgy a ‘Zard’ fajta genomi alléljainak a szama legalabb ot,
amire elfogadhaté magyarazat lehet a megszekvenalt €s eltérd allélként kezelt szekvenciak

kozott az eltérés nem minden esetben valds, vagy a kajszi esetében tobb mint két kopidban
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talalhato meg a PGIP lokusz. A két fajta és a cDNS termékekrdl késziilt szekvencidk
egyike sem volt azonos az eredeti cDNS AFLP soran kapott 15. TDF szdmu minta

szekvenciajaval.

A genomi szekvenciak koziil a ‘Zard’ és az ‘Orange red’ fajta esetében két
kiilonb6z6 hosszusagh szekvenciat kaptunk, a 988 bp hosszu termék tartalmazott 147 bp
hosszusagu II. fazisu intront, mig a 841 bp hosszisagl termék egy nyilt leolvasasi keretet
adott. A ‘Korai zamatos’ fajta esetében a gélbdl kivagott 1. szdmu fragment méretében
megegyezett a két masik fajta 988 bp hosszusaga termékével, II. termék kolonidibol
szarmazo szekvencia egy 83 bp hosszusagu kettes fazist intront tartalmazott. Ez az intron
az Oszibarackgenombol szarmazé PGIP gén intronjdhoz képest egy nukleotiddal volt
hosszabb. A két cDNS (fertézott ‘Zard 1.” és fertdzott ‘Orange red’) mintarol szarmazéd

szekvenciak hossza egységesen 841 bp hosszsagu volt.

A két cDNS-bdl szarmazoé minta esetében 10-10 megszekvenadlt plazmidrél az
‘Orange red’ esetében hat eltéré szekvenciat azonositottunk, a ‘Zard’ esetében 6t eltérd
nukleinsav-szekvenciaju allélt talaltunk. A alma és Oszibarck genomban kép kopiaban
talalhatok meg a a PGIP 16kuszok, ezért maximalisan négy allélt vartunk. Mindkét cDNS-
bdl szarmazd szekvencidk esetében ennél tobbet kaptunk, ezért a szekvencidkat a
kromatogrammon ismét ellendriztiik. Az eltérést mutatd poziciokban nem tudtuk a
kromatogrammok revizidja utdn sem ezekbdl a szekvencidkrol eldonteni vajon azonos
allélt kodolnak-e. Az eltérések a reverz transzkripcid és azt koveté PCR soran is
kialakulhattak. Az eltérést mutaté nukelotidok ellendrzése végett szekvencia adatbazisbol
szarmazo szekvencidk €s a sajat szekvencidk illesztése alapjan megallapithatd, hogy a

kérdéses poziciok mindegyikében tobb eltérd nukleotid talalhato.

A cDNS-mintak PCR analizise alapjan megallapithatd, hogy a fogékony fajtaban
egyarant megjelentek a fert6zés hatdsara a PGIP gén szekvencidi, habar az expresszid
szintjére nem tudtunk kovetkeztetni. Eszerint a ¢cDNS AFLP soran tapasztalt eltérést,
miszerint a 15. TDF csak a ‘Zard’ fert6zo6tt I. mintakban jelent meg, a PGIP allélok k6zotti
szekvencia eltérés okozta és nem az expressziods kiilonbség. Az AFLP soran alkalmazott
restrikciés enzimek koziil csak a Tru I hasitdo helyét sikeriilt a PGIP szekvencidkon
megtaldlnunk, mert a megszekvenalt klonok nem tartalmaztak a 15. TDF 3’ részét, ahol az
Eco RI hasitasa tortént. Az adatbazisbol kigytjtott teljes PGIP szekvencidk egyikén sem
talaltuk meg az Eco RI hasito helyet ezért valdszintisithetjiik, hogy a 15. TDF szekvenciaja

ezen a részen tér el az ‘Orange red’ és a tobbi Prunus PGIP szekvenciatol.
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A genomi ¢és kifejez0do kajszi PGIP gének szekvenciajanak illesztését elvégeztiik.
Az illesztésbe bevontuk az 6sszes NCBI adatbazisbol talalhaté Prunus PGIP génszekven-
ciat és az Osszes altalunk meghatarozott eltéré6 PGIP nukleotidszekvenciat. A filogenetikai
torzsfa alapjan megallapithat6, hogy a legnagyobb hasonlosagot a 15. TDF szekvenciaval
P. americana (gi 58379371) fajbol szarmazo és a ‘Korai zamatos’ (9pFR-KZ_I1_1) kajszi-
fajtabol szarmazo6 rovid intront tartalmazo allél szekvenciak adtak (37. abra). Mivel a
‘Korai zamatos’ fajta az M. laxa fertézéssel szemben fogékony, igy 15. TDF és a ‘Korai
zamatos’ szekvencia kozotti aminosav-eltéréseket kerestem meg az illesztés alapjan.
Osszesen 6t kiilonbozd aminosav talalhato a két szekvencia kozott (38. abra). Az
aminosav helyettesitések a ‘Korai zamatos’ ¢és a ‘Zard’ fajta szekvencidi kozott
neutralisnak az aszpargin és aszparginsav (N«—D) csere szamit, a tovabbi blossom matrix
alapjan nem konzervativ valtozasok (Ve—F, PoS, DA, T—K) a fehérje funkciojanak
megvaltozasat okozhatjak. Az 6t eltérd pozicioban a ‘Korai zamatos’ fajta szekvenciaja
négy esetben azonos az Oszibarack ppa008479 lokuszon talalhatd alléljaval. A 15 TDF
szekvencia a PGIP génnek mindossze 30 %-at fedi le, igy a teljes allél szekvenciajanak

meghatarozasa elengedhetetlent a szekvenciak 6sszehasonlitasahoz.
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26p Zard 988bp | 147bp
45

gi|2460187 P. armeniaca pgip gene

4p Korai zamatos 888bp |1 147bp

52| 32p Orange redd 988bp | 147bp

39p Zard cDNS5

42p Zard cDNS4
§4p Orange Red cDNS2

43p Orange red cDNS3

16

13

22p Qrange Red

15p Orange Red 990bp | 149

38

13 53p Orange Red cDNS1
qi|8778049 P. mahaleb PGIP
— Qi|58379367 P. persica PGIP

51 9-!_ i

14

gi|63099930 P. salicina

73

| [an}

55p Orange red cDNS6

i{ 44p Orange red cDNSS
gi|13873223 P. armeniaca PGIP

33p Zard 841bp

20p Orange red 841bp

47p Orange red cDNS

47| 51p Zard cDNS3

g9 38p Zard cDNS2

52p Zard cDNSA1

4|7 gi|126656813 P. persica(PGIP}
56 1gi|13873228 P. dulcis PGIP

34p Zard 841bp
— 3p Korai Zamatos 988bp Intron 147bp

15 TDF Zard fert. 1.

- Qi|58379379 P. americana PGIP

53 57

gi|578568640 P. americana(PGIP)

pa008474 locus P. persica

Qi|262284452 P. fruticosa PGIP
gi|13873230 P. emarginata PGIP

pE qi|58379363 P. persica PGIP

20 gi|58379371 P. mume

53
o ppa 008479 lokusz P. persica
o4 I— 9p Korai Zamatos 1l 924bp | 83bp
B
0.1

37. abra. A Prunus fajokbol szarmaz6 PGIP gének kovetkeztetett aminosav szekvenciai
szomszéd Osszevonds eljarassal szerkesztett filogenetikai torzsfaja. Az altalunk
meghatarozott szekvencidkat szamokkal jeloltiik. A genomi szekvenciaink mogott
az allélok hosszat és az intronok méretét jeloltiik. Az adatbazisbol szarmazo

szekvenciak a gén index és a faj latin nevével kertiltek feltiintetésre.
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38. abra. Prunus fajok részleges PGIP génjének cDNS szarmaztatott aminosav
sorrendjének ClustalW szoftverrel késztett tobbszoros illesztése. A PGIP gén LRR
ismétlddéseit kék kerettel jeloltiik. A cDNS AFLP soran meghatarozott 15. TDF
piros arnyalassal tiintettiik fel, roviditések OR: ‘Orange red’, Z: ‘Zard’, KZ:
‘Korai zamatos’.



6 EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1 Kajszifajtak és kozeli rokon diploid Prunus fajok fogékonysaga a M.
laxa okozta termoérészpusztulasra

A vizsgalt fajok és fajtak esetében tapasztalt termdrészpusztulds mértéke alapjan
megallapithat6, hogy a kajszifajtak érzékenysége folyamatos eloszlast mutatott. Az atlagos
termOrészpusztulds a vizsgalt kajszifajtak esetében 5-30 % kozott valtozott. A kajszifajtak
ellendllosagat ez alapjan, mennyiségi tulajdonsagként lehet jellemezni, ami aldl a ‘Zard’
fajta ellenalloképessége képez kivételt. Az adataink dsszevetése irodalmi adatokkal nem
torténhet egzakt mdodon, mert kordbban nem tortént a korokozo kartételének idds fajta-
gyljteményben felmérése az altalunk hasznalt kategdridk alkalmazasaval. Erre magya-
razatot ad, hogy a M. laxa kartétele az iltetvény vagy génbank gyors visszafordithatatlan
leromlasat okozza. A fertdzés felvételezésére korabban tobb moddszert is alkalmaztak.
Benedek és mts. (1990) az Osszes fert6zott termérész aranyat szazalékosan adta meg.
Komar-Tyomnaya és Richter (2000) otfokozatu érzékenységi csoportokba sorolta a
vizsgalt fajtakat, de a csoportositas szempontjait nem kozolték. Balan és mts. (1999) a
fert6zés gyakorisagat és a fert6zés intenzitasat felvételezték és ezen értékek szorzataval

hataroztak meg a fert6zési szintet (Attack level:A.L).

A meggy esetében Rozsnyay (2001) arrol szamol be, hogy a viragfertdzés
mindegyik vizsgalt fajtan legalabb 40 %-os mértékben eléfordult, de az immunisnak tartott
‘Bosnyak’ és ‘Csengddi’ fajtdkon nem kovetkezett be vesszdpusztulas. Ezzel megegyezo
kovetkeztetésre jutottunk a kajszi fajtak esetében, mert az ellenallo ‘Zard’ fajta esetében a

viragfertzés eléfordult, mig termdérészpusztulas csak nagyon ritkan.

Egy kecskeméti kajsziiiltetvényben nyolc magyar fajta egy éves monilids vesszo-
fertdzés megfigyelése alapjan Benedek és mts. (1990) 9-28 % kozotti fertdzottseéget
rogzitettek. A vizsgalt két iiltetvényrész kozott a ‘Gonci magyarkajszi’ €s ‘Ceglédi orias’
fajtak esetében tobb mint 10 %-os eltérést tapasztaltak. A két iiltetvényrészben felvételezett
fert6zés alapjan a ‘Mandulakajszi’ (12 és 14 %) és ‘Ceglédi biborkajszi’ (14 és 9 %) adatai
vethetoek 0ssze az altalunk mért ellendllosaggal. A szigetcsépi iiltetvényben felvételezett
fertdzottség alapjan felallitott érzékenységi sorban a fenti két fajta egymas mellett talalhatéd
16 és 17 %-os fertdzottséggel. Amennyiben Benedek és mts. (1990) adataibdl a ‘Ceglédi
orias’ (10 %) és ‘Gonci magyarkajszi’ (11 %) esetében kizarolag az 1. ismétlés adatait

tekintjiik, az érzékenységi sorunkkal Gsszevetve megallapithatd, hogy a ‘Ceglédi orias’
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3 %-kal erésebb fert6zést szenvedett a szigetcsépi felmérés soran, viszont a ‘Gonci
magyarkajszi’ esetében 3 %-kal nagyobb ellendllosagot tapasztaltunk. Az altalunk mért
erdsebb fertézottséget a ‘Mandulakajszi’, ‘Ceglédi orias’, ‘Ceglédi biborkajszi’ esetében az
extenziv tltetvényi koriilményekkel, mig a csokkent fogékonysagot ‘Gonci magyarkajszi’
esetében a felhagyott iiltetvényben a ‘Gonci magyarkajszi’ alacsony virdgszamaval

magyarazhatjuk.

Balan és mts. (1999) vizsgalataiban 124 kajszifajta és hibrid koziil egyetlen hibridet
talaltak teljesen ellenallonak, 4 fajtat ellenallonak vagy mérsékelten ellenallonak, 14 fajtat
fogékony ¢és nagyon fogékony kategoriaba sorolnak. A ‘Goldrich’ fajtat a fogékony kate-
goriaba soroltak, ami az altalunk mért kozel 20 %-os termdrész pusztuladssal megegyezo

eredménynek tekinthetd.

Komar-Tyomnaya és Richter (2000) a nyikitai csonthéjas génbanki gyiijteményben
végzett vizsgalatai alapjan a kajszifajtakat egységesen a fogékony kategoriaba soroltak. A
‘Sintez’ és ‘Uryuko-alyca’ kajszi és cseresznyeszilva hibridfajtak teljes immunitast
mutattak a fertézésre. A P. dasycarpa fajtak koziil ‘Grossa tardiva’, ‘Manaresi’ ‘Tlor
Ciran’, ‘Picole precocte’, a plumcot fajtak koziil a ‘Zamshevy’, ‘Krasny’ fajtdkat soroltak
az ellenallo kategoriaba. A P. sibirica faj egyedeit a fogékony kategoriaba soroltak, ami a
Vacratoti Botanikus Kertben szibériai kajszikon tapasztalt erés természetes monilia
fertézéssel megegyezik. Tzonev és Yamaguchi (1999) a ‘Red June’ és a ‘Sordum’ P.
salicina fajtakat hataroztak meg teljesen ellenallonak. A sajat eredményeink szerint a két
vizsgalt japanszilvafajta a ‘Methley © és ‘Burbank’ teljes immunitast mutatott a harom
vizsgalati év soran. Az 1/33 kajszi és cseresznyeszilva hibrid ellenallosaga is megfelel
Komar-Tyomnaya és Richter (2000) eredményeinek. Fontos megemliteni, hogy a P.
dasycarpa Suranyi (2003) szerint a P. armeniaca és P. cerasifera allandosult hibridje, igy
tulajdonképpen az 1/33 hibridiinkkel pedigréje azonos. Természetesen ebben az esetben a
rezisztencia forrasa a P. cerasifera, amit az iiltetvényilinkben kijel6lt mirabolan alanyon
mért 2-3 %-os fertdzés erdsit meg. A plumcot fajhibridek a kajszi és japanszilva
keresztezésével létrehozott fajtak, az ellendllosdgot a japanszilva tulajdonsagai koziil

orokolhették.

Tzonev €és Yamaguchi (1999) a P. mume fajtak ellenallosagardl szamol be Japanban
szerzett tapasztalataik alapjan. A két év viragzasi adatai szerint P. mume egyedek a botani-

kus kerti megfigyeléseink alapjan teljes ellenallosagot mutattak. Két vizsgalati évben
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viszont a viragriigyek teljes téli fagykart szenvedtek, igy ezekben az években a kérokozo

szamdara nem allt rendelkezésre fert6zési pont.

A mediterran régioban ellenallonak tartott ‘Hamidi’,’lvone Liverani’ (Nicotra és
mts., 2006, Crossa-Raynaud, 1969) fajtakat a kisérleteink soran nem vizsgaltuk, igy ezek

Osszehasonlitisa az eredményeinkkel nem lehetséges.

Az érzékenységi sor alapjan kétféle ellenallosdgot tapasztaltunk. Az elsd esetben a
termOrészpusztulas maximum 2-3 %-ot ért el. A P. salcina, P. cerasifera, P. dasycarpa,
1/33 kajszi-szilva hibrid és a P. armeniaca ‘Zard’ fajtak rendelkeztek ezzel az ellenalld-
saggal. Ezeken a fajtakon a viragfert6zés kialakulasa utan a termérészek hancsszovetének
néhdny mm-es pusztulasa ment végbe, amit a hancsszdvet megvastagodasa zart le. E
genotipusok esetében nem tapasztaltuk a hosszu termdrészek pusztulasat a harom év soran,
és az 0Osszes termOrészpusztulas nem érte el az 5 %-0s szintet. A termérészpusztulast
altalaban a korona belsé felében tortént, arnyékolt gyenge novekedésii termdrészeken. A
tiinetek alapjan ez az ellenallosag a fert6zés hatasara alakul ki a hancsszovetben, ezért ezt a

fertdz¢s hatasara kialakul6 aktiv rezisztencianak tekintjiik.

A kajszi fajtak koziil a ‘Pisana’, ‘Panndnia’, ‘Venusz’, ‘Magyarkajszi C235’,
‘Gonci magyarkajszi’, ‘Nikitszkij’ esetében a fert6zés nem érte el a 10 %-os termorész
pusztulést. E fajtak esetében eléfordult a hosszl termdrészek fertdzédése, bar jellemzden
mindegyik fajta rovid termOnyarsakon hozta a viragait. Ez a jelenség az ellenallosag
magyarazataként is szolgalhat, mert a rovid termdrészek pusztulasa kisebb mértékii
veszteséggel jar. A magyarkajszi fajtakorhoz tartozo ‘Panndnia’, ‘Venusz’, ‘Magyarkajszi
C235’, ‘Gonci magyarkajszi’, ‘Nikitszkij’ fajtak esetében a Kis viragszam tovabb csokkenti

a fert6z¢és kialakulasanak esélyét.

6.2 A viragszirom fertozésére adott reakciok 0Osszehasonlitasa
kiilonbo6z6 fajtaknal

A szirom fokozott fogékonysagara a mikroszkopikus vizsgalatok adtak magyara-

zatot. A keresztmetszeti felvétel alapjan a szirmot Osszesen két Osszefiiggd egysoros epi-

dermisz sejtsor hatarolja, ami kozott egy nagy extracellularisokat tartalmazo alapszovet

talalhatd. Az epidermisz nem tartalmaz gazcserenyilasokat, a korokozé enzimeivel képes a

kutikula és a sejtfal attorésére. Az epidermisz sejteket attorve egy konnyen kolonizalhato

nagy intercellularisokat tartalmazé mezofillum szovetet talal, ahol az extracellularis
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sejtfalbontd enzimei szabadon terjedhetnek szét, igy kialakitva a sziromszovet teljes

crer

Az tlltetvényben megfigyelt viragfertézés és a kasztralt viragok fert6zodésének
elmaradasa alapjan a kajszi, japanszilva és cseresznyeszilva mesterséges sziromfert0zését
végeztiik el. Az lltetvényben a fajtak virdgzasidejének eltérésébol adodo eltérd klimatikus

viszonyok kikiiszobolése miatt tartottuk sziikségesnek a fajtak in vitro fert6zését.

A vizsgalt kajszifajtdk szirmai a fertdzést kovetd 7 oraban egységesen a fert6zési
csepp koriil mutattdk a szovet pusztulasat. A kajszifajtak kozott 28 oraval a fert6zés utan
tapasztaltunk a legnagyobb eltérést az elpusztult sziromlemez méretében. Ekkora az
‘Orange red’, ‘Gonci magyarkajszi’, ‘Bergeron’, ‘Sulmonax’, ‘Korai zamatos’, ‘Forum’
fajtak szirmai teljesen elbarnultak, mikdzben a ‘Marculesti 18/6° és ‘Zard’ fajtdk szirom-
fertdzése nem érte el a szirom feliiletének 50 %-at. Habar ekkor (28 ora elteltével) jelentds
eltérés volt tapasztalhatdo a fajtak kozott, 5 oraval késébb mindegyik kajszifajta szirma
legalabb 90 %-ban elpusztult. Ezek alapjan az eltérés a kajszifajtak sziromfogékonysaga
kozott nem hatdrozhatja meg az ellenalloképességet, mert a teljes sziromfertézés minde-
gyik genotipusnal kialakult. Az P. cerasifera és a ‘Zard’ kajszifajta esetében tapasztalt
ellenallosag alapjan viszont az immunis fenotipus gyorstesztjeként szolgalhat a szirom-
fert6zés. A cseresznyeszilva szirmok mutattak a vizsgalt genotipusok koziil a legnagyobb

ellenallosagot, a teljes szirompusztulasig harom nap telt el.

6.3 A megporzas és viragfertozés kozti oOsszefiiggés vizsgalatinak
eredményei

A fert6zés lefolyasara széles korben elfogadott hipotézis a M. laxa konidiumainak a
bibén keresztiili virag fert6zése. Az elképzelés, ahogy egy 1930-ban késziilt rajz is mutatja,
a bibe barnulasa alapjan feltételezi a korokozd ndvénybe torténd behatolasat (Kerekes,
1930). E szerint a csonthéjas fajok viragfertézésénél a M. laxa konidiumai a bibecsatornan
keresztiil a pollen csirdzasahoz hasonloan fejléddnek és az elsddleges virdgpusztulas kiala-
kuldsa utan a termdrészek pusztuldsat okozzdk. A hipotézis alapjan Tzoneva €s Tzonev
(1999) arra keresték kisérleteikben a valaszt, hogy a megporzott bibéken keresztiil
bekovetkezhet-e a viragfert6zés. A kérdésfelvetés alapjat a kajszinemesitdk kdrében ismert
jelenség a keresztezett agak ellenallosdga adta. Megfigyeléseik szerint a kasztralt és meg-
porzott agakon nem volt megfigyelhetd a fert6zés, de ennek a kontrolljat nem végezték el,
ami a kasztralt és megporzatlan kezelés lett volna. Helyette a megporzott, de nem kasztralt

agakon tapasztalhatd 12 % virdgfertdzést azzal magyaraztak, hogy a megporzas utan a bibe
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a gomba konidium fejlodését gatldo anyagot szintetizalt (szabadelviragzasu kontroll agakon
60 % -os fert6zést mértek). A papirzacskoval és vaszonzsakkal izolalt, ontermékenyitett
agakon ezzel szemben 75 és 95 %-os fert6zést tapasztaltak, ami nem magyardzza a
feltételezést, miszerint a fertézés kizardlag a nem megporzott bibéken keresztiil torténhet
meg, habar a fajtakrol nem kozolték ontermékenyek-e. Az két fogékony fajtan bedllitott
kisérlet alapjan tisztaztuk a megporzas hatdsat a fertdzésre. A kasztralt és megporzott 4gak
esetében a viragok 7 %-a fert6zodott meg, mig a kasztralt és megporzatlan agak esetében a
viragok 10,5 %-a pusztult el ‘Kecs-psar’ fajtan. A‘Goldrich’ fajtan végzet kisérletben a
kasztralt és megtermékenyitett 111 virag esetén egyetlen alkalommal, mig a 118 kasztralt
¢s megporzatlan virag esetében egyetlen alkalommal sem tortént meg a fert6zés. A ‘Kecs-
psar’ fajtan tapasztalt fert6zés a kasztralas ellenére is kialakult, ami a fajtdin megfigyelt
spontan fertézéssel (viragzast megelézve fertdzddtek a virdgriigyek) magyarazhato. A
‘Goldrich’ fajta esetében a fert6zés elmaraddsat nem a bibék megporzasa, hanem az
infekcioés pontnak tekintheté fogékony viragrészek mechanikai eltavolitasa okozta. A

megporzas nem volt hatassal a virdgfert6zés kialakuldsanak gyakorisagara.

A bibe kornyékének antifungalis hatasat tapasztaltuk a gomba fejlodésekor. A
taptalajra helyezett bibébdl a korabban Halasz (2007) altal is bemutatott modon, extra-
cellularis ribonukleazok valasztodtak ki a taptalajba, amit a Torula élesztd RNS-ének
festésével mutattunk ki. A taptalaj feliiletén nové gombamicélium fejlédését gatlo zona

mérete, hasonldan az RNS festéses kimutatassal, a bibe koriil alakult Ki.

A bibébdl kiaztatott intercellularis folyadék a konidiumok csirazasat gatolta, illetve
a kicsirazott micélium fejlodését teljesen leallitotta. A dohanybdl szarmazéd ’S-like’
ribonukleazok két korokozo gombanak csirafejlédését hasonloképp gatoltak Hugot és mits.
(2002) kisérleteiben, ezért feltételezhetjiik, hogy a bibében kifejez6dd S- ribonukleazok az

idegentermékenyités biztositasan tul a bibe korokozok elleni védelmében jatszik szerepet.

6.4 Mesterséges termorészfertozés eredményei

A kajszifajtak és mandulafajtak M. laxa ellenallésaganak vizsgalatara Crossa-
Raynaud (1969) kozolt egy mesterséges agfert6zési technikat. A vizsgalataik soran a
levagott kétéves agakon sebzéseket ejtettek, amiket M. laxa altal atszott agarkorongokkal
fertéztek meg. Eredményeik szerint az iiltetvényben tapasztalt fajtdk fogékonysaga és a
mesterséges agfertdzés sordn tapasztalt hdncsszovet pusztulds hossza kozott egyértelmi

Osszefiiggés allt fenn. A technikat tobb kajszinemesitési program soran alkalmaztak
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(Gulcan és mts., 1999, Nicotra és mts., 2006) mint a fenotipizalas felgyorsitasanak leheto-
ségét. Ezzel szemben Sziigyi és mts. (2012) meggyen végzett kisérletei alapjan leirjak,
hogy a mesterséges vesszOfertézés soran az immunisnak tartott ‘Csengddi’ és az egyik
legfogékonyabb meggyfajta az ‘Erdi bétermd’ esetében azonos hossziisagl termoérész

pusztulast tapasztaltak.

Az iiltetvényi fertézések alapjan ellenallonak azonositott ‘Zard’ és fogékonynak
tartott ‘Kecs-psar’ fajtakon alkalmaztuk a fent emlitett fertézési eljarast. A hancsszovet
pusztuldsa mindkét fajta esetében azonos mértékli volt €s a fertézést kovetd 30. napra a
levagott dgak hancsszovetének teljes hosszara kiterjedt a nekrozis. Ezzel megegyez6 ered-
ményekrdl szamol be Gulcan és mts. (1999) kajszi mesterséges vesszofertézésekor. A
nyari fertdzést ezek alapjan tilsagosan provokativnak taldltuk, ezért a vesszdfertdzést
Osszel alkalmaztuk az lltetvényben a ‘Zard és ‘Korai zamatos’ fajtdkon és ezek 48 hib-

crer

mert a természetes M. laxa fertézés is ezeken a novényi részeken jelentkezik.

A fertdzés értékelésekor meglepd eredményt kaptunk. A ‘Zard’ fajta esetében a
fertdzott szovetek hosszisagdnak atlaga nagyobb volt, mint a fogékony ‘Korai zamatos’
fajtan mért pusztulas, habar ez az eltérés a nagy szoras miatt nem volt szignifikans. Ez a
megfigyelés teljes mértékben ellentmond Crossa-Raynaud (1969) agfertdzése soran leirt

pusztult szovetrészek hosszanak felmérésével.

A fert6zott hancsszovet hossza ez alapjan nem alkalmas az egyedek ellenalloképes-
ségének meghatarozasahoz viszont a fertdzott €s ép szdvetek hataran az ellenélld ‘Zard’ és
fogékony ‘Korai zamatos’ fajtak esetében eltérést tapasztaltunk. Az ellenall6 fajta — ‘Zard’
- esetében a vesszé hancsszovet pusztulasa éles szegéllyel hatarolodott el a barna nekroti-
zalt szovetektdl. Az ép szovet megvastagodasa volt megfigyelhetd, mig a fogékony fajta
esetében egy elmosddo hatar volt az ép és fertdzott szovetek kozott. E megfigyelés szerint
értékeltiik a 48 hibridet. Harmincegy egyed mutatta a fogékony és 17 az ellenalld fajtara
jellemz6 reakciot. Az M. laxa elleni rezisztencia 6roklédésével kapcsolatban korabban
egyontetiien, mint dominans jellegrol szamolt be Crossa-Raynaud (1969), Gulcan és mts.
(1999) és Nicotra és mts. (2006), mert a hibridek tilnyomo6 része a rezisztencia forrasként
alkalmazott sziiléhoz hasonléan ellendllé volt. Természetesen a hibrid csalad alacsony
egyedszama alapjan csak feltételezhetjiik az ellenallosag oOroklédésének menetét, de

feltételezve, hogy a Zard heterozigdta formaban hordozza a dominans allélként miikodd
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rezisztenciat, a fogékony ¢és ellendlld utédok ardnya 3:1 mendeli monogénes dominans

oroklodéshez kozelit.

Az ellendlld és a fogékony hibridek vesszofertézés hosszanak Osszehasonlitasa
alapjan, az ellenall6 egyedek vesszoin lathato fertdzési teriilet egyértelmiien rovidebb volt
a fogékony utdédokhoz képest, habar az egyedeken beliili pusztult hancsszovet hossza nagy
eltéréseket mutatott. A vessz6atmérd és az elpusztult szovethossz kozott nem talaltunk

korrelaciot.

A Kkajszi esetében tobb nemesitd és kutatd (Crossa-Raynaud 1969, Gulcan és mts.,
1999 ¢és Nicotra és mts., 2006) altal alkalmazott mesterséges monilia fert6zés eredményei
alapjan megallapithato, hogy a fert6zési technika sordn alkalmazott micéliummal atszott
taptalaj korongok a kérokozonak olyan tapanyagforrast biztositanak, amely annyira noveli
a fertdzés intenzitdsat, hogy ennek kovetkeztében az ellenalld fajtdk és hibridek esetében

fogékony genotipusokkal azonos hosszban alakulnak ki a fertdzés tiinetei.

6.5 Az ‘Orange red’ és ‘Zard’ fajta mesterséges levélfertozésének
eredményei

A M. laxa korokozo levélfert6zését figyeltik meg az iiltetvényben. Az elpusztult
hajtasokon kialakult exogén sztromakrol lefliz6dé konidiumok a kozelikkben talalhato
fiatal leveleken barna 1éziokat okoztak, amik késObb az egész levéllemezre kiterjedtek. A
jelenséget mar Byrde és Willetts (1977) is megfigyelte, habar mint kartétel nem tarjak
szamottevd jelentOséglinek. Ezek a tiinetek nem voltak tapasztalhatok a ‘Zard’ fajta
levelein, amire két magyarazat is adhatd. A ‘Zard’ fajtan a virag és hajtasfert6zés is ritkan
fordult eld, igy a fert6zési inokulum hidnya miatt nem tortént meg a levelek pusztulasa. A
masik lehetdség, hogy a levél mint z6ld novényi rész aktiv ellenalld képességgel gatolja
meg a konidiumok fertézését. A kérdés eldontésére mesterségesen fertdztiik meg a
levélkéket. A hajtasokrol levalasztott levelek fertézésekor az ‘Orange red’ fajta esetében
két nappal a fertézést kovetden a levélfeliilet 30 %-a teljesen nekrotizaldodott, mig ekkor a
‘Zard’ esetében még nem volt megfigyelhetd a pusztulas. A fertézést kovetd 72 oraban az
Osszes ‘Orange red’ levél teljesen kolonizalodott, a ‘Zard’ fajta levélkéin is megjelentek a
tiinetek a fert6zési pont koriil. A kisérlet alapjan az ellenallésdg masik megnyilvanulési
formajat mutattuk be, ami a késdbbiekben a bizonytalan vesszd ¢és agfert6zésnek
felvaltasara kinal lehetdséget. A levélfertdzés a kajszinemesités szdmara a teljes vegetacios
1d6ben végezhetd gyorsteszt lehet, amihez a pontos standardok és paraméterek kidolgozasa

sziikséges.
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6.6 Az NBS-tipusi RGA-k és a monilia-ellenallosag kapcsoltsaga

Sz616 és alma esetében a funkciondlis RGA markerek alkalmazasakor sikeriilt
tobb ndvényi rezisztenciaval kapcsoltsagot kimutatni. A sz6l6 esetében Di Gaspero és
Cipriani (2002) peronoszpora ellenallosaggal, Donald és mts. (2002) lisztharmat rezisz-
tenciaval kapcsolatot mutatd6 NBS tipusi RGA szekvencidkat azonositott. Az alma
venturia-ellenallosaggal kapcsolt RGA szekvencidk meghatarozasar6l szamoltak be

Calenge és mts. (2005).

A RGA szekvencidk valtozékonysagat altalaban szekvenalas alapjan, illetve az
RGA szekvencidk kornyékén talalhato restrikcios hasitohelyek véltozékonysaga alapjan
mutattak ki (Calenge és mts., 2005). Munkank soran a kajszifajtak NBS RGA szekvenciak
polimorfizmusanak vizsgalatara az SSCP technikat valasztottuk. Vizsgalataink soran az
NBS gének minél szélesebb korének kimutatasa érdekében ) PCR stratégiat dolgoztunk
Ki.

Kajszi esetében az NBS-LRR tipusut RGA-k izolalasaval foglalkozé publikaciok
csak a TIR-NBS-LRR tipusu csoportba tartozd szekvenciakrol szamoltak be (Soriano és
mts., 2005; Baldi és mts., 2004; Lalli és mts., 2005), és arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy kajszi esetében a két csoport tagjai egyenldtlen ardnyban talalhatok meg vagy az
alkalmazott technika TIR-NBS szekvenciakra volt specifikus.

Ezért els6ként olyan primereket kellett tervezniink, amelyek mind a kétféle NBS
szekvenciat amplifikaljak a PCR soran, ezzel biztositva az NBS szekvencidk legszélesebb
korben torténd vizsgalatat. Elsdként izolaltunk a CC tipusba tartozé RGA-kat kajszibol. A
Soriano és mts. (2005) altal alkalmazott technika eredménytelensége nagy valdszintiséggel
annak tudhato be, hogy az altaluk alkalmazott degeneralt primereket Gentzbittel és mts.
1998-ban minddssze az akkor ismert harom Arabidopsis szekvencia alapjan tervezték.
Ezzel szemben az altalunk 26 szekvencia alapjan tervezett degeneralt primerek nagyobb
polimorfizmust engednek meg az NBS domén konzervalt P-loop és hidrofob régidin. A
TIR és CC-NBS-LRR szekvencidk elkiilonitheték az NBS domén bizonyos aminosav-
motivumai alapjan (Penuela és mts., 2002). Ezt az altalunk készitett aminosav-illesztés is
alatamasztotta. Ilyen specifikus motivum a Kinaz Il régié N-terminalis oldala fel¢ talalhato
triptofan, melynek segitségével a CC-NBS-LRR tipust szekvencidkhoz szelektiven k&tddo

primert (Kin2 F) terveztiink. A szekvencidk ismerete alapjan igazolhato, hogy a szelektiv
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Kin2 F és HD R primerekkel végzett semi-nested PCR valoban csak a CC-NBS-LRR

tipust szekvencidk felszaporitasat eredményezte.

A sajat tervezésl primerek lehetdséget biztositottak mindkét NBS LRR géncsoport
vizsgalatara az SSCP analizis soran. Az SSCP analizis soran haromszoros mennyiségl
fragmentumot tudtunk vizsgalni a Soriano és mts. (2005) altal alkalmazott primerkombi-

nacioval felszaporitott fragmentumok szdméahoz képest.

A monilia ellenallé ‘Zard’ kajszifajta esetében nem sikeriilt a PCR termékek SSCP
vizsgalataval csak erre a fajtara specifikusan megjelend fragmentum azonositanunk, ami
természetesen nem zarja ki az ellenallosag kialakitdsdban az NBS-LLR tipusu reziszten-

ciagének szerepét.

6.7 Az ijonnan azonositott RGA-k molekularis vizsgalata

Az adatbazissal valo illesztés alapjan minden kétséget kizardlag megallapithatjuk,
hogy sikeresen izolaltunk 4j CC- és TIR- NBS tipusit RGA-kat a kajszi ‘Goldrich’ fajtaja-
bol. A 293 Rosaceae fajbol szarmazo szekvencia (Samuelian és mts., 2008) és 21 annotalt
rezisztenciagén alapjan készitett torzsfan a szekvenciaink négy csoportba rendezddtek el.
A két fécsoportra osztott fan megfigyelhetd volt, hogy a CC-NBS szekvencidkat tartalma-
z6 agon a 70 %-os bootstrap értékkel 1étrehozott csoportokban nagyobb aranyban talél-
hattuk meg az eltéré nemzetségekbdl szarmazo szekvenciakat, az elagazasai jelentOsen a
torzsfa alapi része felé tolddtak el a TIR csoporthoz képest. A TIR csoport szekvenciai a
torzsfan nagyobb aranyban jelentek meg nemzetségspecifikus csoportokban, és a csoportok
elagazodasai terminalis elhelyezkedésiiek voltak a CC csoporthoz képest. A genomszek-
vencidk alapjan kigytijtott NBS szekvencidk filogenetikai vizsgalatakor Yang és mits.
(2008) hasonl6 eredményekrdl szamol be a nyar, sz6106, rizs €s ludfli esetében. Ez alapjan
megallapithato a CC-NBS szekvencidk a vizsgalt fajok szétvalasa eldtt mar kialakultak,
mig a TIR-NBS szekvenciadkra fajspecifikus elrendezédésiik a fajok kialakuldsa utdni

szekvenciasokszorozodas adhat magyarazatot.

A szekvencidk filogenetikai analizise alapjan feltételezhetjiik, hogy ezek kozott a
szekvencidk kozott nem csak hasonlosag all fenn, hanem evolucios eredetiik is kozos.
Ezért ezeket a szekvencidkat helyesebb rezisztenciagén-homoldégoknak nevezni, mivel az

analogia evolucids eredettdl fiiggetlen hasonlosagot jelent (Patthy, 2007).
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6.8 A moniliara fogékony ‘Orange red’ és az ellenallo ‘Zard’ fajtak
kozott fertozés hatasara kialakulo génexpresszios eltérések

A két fajta esetében négy primerkombindcié alkalmazasaval dsszesen 29, a fert6zé-
sére megjelent fragmentumot azonositottunk a gélelektroforézis soran, amibdl 18-nak
meghataroztuk a szekvenciajat. Az 6szibarack M. laxa gyiimolcsfertézésére kialakulod
transzkriptomikai valtozasokat CDNS- AFLP technikaval kovette nyomon Zubini (2008)
doktori munkéjaban. Primerkombinacionként 50-70 fragmentumokat azonositott minde-
gyik vizsgalt Oszibarack mintaban. A fert6zés hatasara a fragmentumok megjelenése a
gélen 20-35 %-ban valtozott meg. Az altalunk alkalmazott négy primerkombinéacio segit-
ségével nyert fragmentumoknak a becsiilt szama, mintanként 50-200 darab kozott valtozott
a primerkombinacié fiiggvényében. A fert6zott vesszokbol szarmazd mintakban 10 %-ban

kaptunk uj fragmentumokat.

Egy szekvencia esetében a kiils6 fert6zést bizonyitdé Pseudomonas szaprofag
baktérium szekvencidjaval talaltunk hasonldsagot, annak ellenére, hogy a vesszdk fertdzés
melletti ép részEébdl izolaltuk az RNS-t. Zubini (2008) munkdjaban a 339 TDF szekvencia
a fele mutatott novényi génekkel azonossagot, 40 %-a Pseudomonas fajokbdl szarmazott
¢s 10 %-a gomba eredetli volt. Erre magyarazat lehet, hogy a gyiimdlcsfertdzés soran nem
kiiloniil el élesen a fertézés hatara, igy az ép és a fertdzott gyiimolesmintak kozotti mRNS-
ek eltérésének felét nem a novényi valaszt biztositd gének, hanem gomba és baktérium

geének adtak.

A 18 szekvencia koziil csak 11-et talaltunk meg az Gszibarack genomban, amire

magyarazatot adhat a tal rovid (100 bp koriili) fragmentumok direktszekvenalasa.

Az egyik azonositott fragmentum, amely 15. TDF a ‘Zard’ fert6zott I. mintakbol
szarmazott, homologiat mutat a novényvilagban széles korben megtalalhatd poligalaktu-
ronaz gatlo fehérje (PGIP) szekvencidjaval. A gyiimdlcsfertdzés vizsgalatabol szarmazo
eredmények alapjan Fielding (1981) beszamol egy poligalkturonaz gatld fehérjérdl, ami
fert6zés hatdsara jelenik meg a gyiimolcsokben (alma, szilva €s dszibarack), és képes a

Monilinia fajok poligalakturonaz-aktivitasat nagymértékben gatolni.

A PGIP enzim specifikusan képes eltérd ndvénypatogén gombafajok poligalak-
turonaz gatlasara, amit els6ként Albersheim €s Anderson, (1971) kisérleteiben bizonyitott.

A Venturia-fogékony és ellenallo korték PGIP fehérjéi 6sszehasonlitasakor Faize és mts.
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(2003) megfigyelték, hogy az ellenallod fajtabol izolalt PGIP enzim 2-3 szoros gatlast okoz
a Venturia PG-zal szemben.

crer

fajta fertézetlen mintaiban nem volt jelen. A fert6zés hatdsara az ellenalld és fogékony
kajszi fajtak vessz6jében tobb PGIP allél jelent meg. Arabidopsis esetében Ferrari és mts.
(2003), almanal Yao és mts. (1999), bab esetében Oliveira és mts. (2010) szamolnak be,
hogy gombafertdzés hatdsara tobbszordsre novekedett a PGIP gének kifejezodése a

megtamadott szoveti részben.

A két fajtaban (‘Zard’ és ‘Orange red’) a PGIP allélok szdma 6t €s hat volt. a vart
néggyel szemben, ezért azt feltételezziik, hogy a nukleotid eltérésének egy része a reverz
transzkripcid és PCR reakcid soran hibasan alakult ki. A vart négy allélt az dszibarack és
alma genomban meghatarozott PGIP gén két — két paralog kopidja alapjan feltételezziik, de
a hat allélt még esetlegesen megmagyarazhatja, ha a PGIP gén a kajszigenomban harom
kopiaban lenne jelen. A cDNS AFLP soran meghatarozott 15. TDF szekvencidt nem sike-
rilt megtaldlnunk a megszekvenalt klonok kozott. Ezért tovabbi primerek tervezés és

kisérletek sziikségesek a 15. TDF szekvencidjanak meghatdrozasahoz.

Leckie és mts. (1999) szerint egyetlen aminosav csere a bab PGIP génjében 1j
korokozo elleni gétlas kialakuldsaért volt felelds, igy tovabbi kisérleteink soran elsdként
genomi DNS-bol kivanjuk meghatarozni a fajtak valos PGIP szekvenciajat, igy elkeriilve a
reverz transzkripcid soran kialakulé mutacidokat. A cDNS AFLP sordn meghatarozott PGIP
allél (15.TDF) oroklodését és kapcsoltsagat az ellenalld fenotipushoz a ‘Korai zamatos’ x

‘Zard’ fenotipizalt egyedein kivanjuk bizonyitani.
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Uj tudomanyos eredmények

A monilids termérész pusztulas bonitalasa alapjan harmincegy kajszifajta koziil a
‘Zard’ fajta nagyfoku, a termérészek hancsszovetében kialakuld valaszreakcion
alapulé monilia rezisztenciat mutatott.

Bebizonyitottuk, hogy a korabbi nézetekkel ellentétben a kajszi esetében a fertdzés
nem a bibén keresztiil torténik. A viragfert6zés kialakuldsara nincs hatdssal a bibe
megporzasa.

Kimutattuk, hogy a bibe szovetében képzodd ribonukleaz aktivitast extracelluldris
valadék a M. laxa konidiumok csirazasat és micéliumanak novekedését gatolja.
Megéllapitottuk, hogy a ‘Zard’ és ‘Korai zamatos’ fajtdk keresztezésébdl szarmazéd
hibridek k6zott a mesterséges vesszofert6zés hatasara a ‘Zard’ fajtara jellemz6 szoveti
valaszreakciok jelentek meg, ami a rezisztencia 6rokolhetéségére utal.

Kialakitottunk egy szelekcios rendszert, amely a bizonytalan vessz6fert6zés helyett a
sziromlevelek és levelek mesterséges fertézése révén lehetdséget ad a fajtak gyors
fenotipizalasara.

A kajszi esetében elsOként izolaltunk CC-NBS-LRR RGA szekvencidkat. A NBS
RGA szekvenciak és a monilia ellenallosag kozott nem sikeriilt Osszefiiggést
talalnunk.

A héncsszovet-transzkriptomban azonositottunk egy, a PGIP génhez nagy
hasonlésagot mutatd szekvenciat, mely a moniliafertézés hatasara, és specifikusan az

ellenall6 fajtaban jelent meg.
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8 Osszefoglalas

A doktori dolgozatom a kajszi viragzaskori monilias betegségével szembeni ellen-
allosag vizsgalatainak eredményeit foglalja 6ssze. A 31 kajszifajta fogékonysagat hataroz-
tuk meg természetes fert6zés bonitadlasaval harom egymast kovetd év soran. Megbizhat6
rendszert dolgoztunk ki a fajtak 6sszehasonlitasara, a genotipusok ellenallosagat az elpusz-
titott termérészek aranyaval jellemeztiik. Két P. salicina fajtarol, P. cerasifera és P.
dasycarpa fajok egyedei esetében teljes ellenallosagot allapitottunk meg. A kajszi fajtak
koziil a ‘Zard’ fajta ellenallosaga kimagaslo volt. A magyarkajszi fajtakor esetében megfi-
gyelt ellenallosag a fajtak alacsony virdgszamaval és a hosszu termOrészek teljes hidnyaval

magyarazhat6, ami az extenziv lltetvényi koriilmények hatasara alakult ki.

Két fajta esetében dsszehasonlitottuk a megporzott és megporzatlan bibék ellenalld
képességét a korokozo tamadasaval szemben, és megallapitottuk, hogy a bibe teljes immu-
nitasat nem befolyasolja a megporzas. A kajszi bibéb6l szarmazo szekrétum in vitro koriil-
mények kozott megakadalyozta a micélium novekedését. Feltételezhetd, hogy a gatlohatas

a ribonukledz enzimek jelenlétével magyarazhato.

Megallapitottuk, hogy a virdg fertdzése sordn a szirmok és porzdszalak szolgalnak
infekcios pontként. A szirom szdveti felépitése magyarazatot ad a nagy intercellularis jara-
taival és az epidermisz sejtek vékony sejtfalaval a korokozo gyors terjedésére. A gomba

micélium a vacokdblon keresztiil a vesszok hancsszovetébe jut.

A szirmok mesterséges fertdzése alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt 12 fajta
esetében az eltérd fogékonysagot nem a szirom ellenallosdga biztositja, habar a fajtak
kozott tapasztaltunk eltérést, a fert6zést kovetd 45 orara mindegyik kajszifajta szirma teljes

egészében elpusztult.

A ‘Zard’ és ‘Korai zamatos’ fajtak és ezek 43 hibridjének mesterséges vesszofer-
tézése alapjan megallapitottuk, hogy a vesszdfertdzés hossza nincs Osszefliggésben az
egyedek ellenallésagaval. Az ellendlld ‘Zard’ fajtan €lesen elhatarolodott az ép és fertdzott
szovetrész. Az €10 hancsszovet a fertézést megvastagodva vette koriil. Az utodok kozott 13

esetében tapasztaltunk, ehhez hasonlo ellenallo szoveti valaszt.

Kifejlesztetiink egy NBS-LRR rezisztenciagén analogok mindkét csoportjat kimu-
tatd PCR eljarast, amivel kajszi esetében elsoként mutattunk ki CC-NBS-LRR szekven-

ciakat. A korabban alkalmazott és az altalunk tervezett primerek felhasznalasaval hét
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fogékony ¢és egy ellendllo fajta RGA szekvencidinak Osszehasonlitdo vizsgalatat SSCP
technika alkalmazasaval végeztilk el. Az ellenalld fajta esetében nem sikeriilt egyedi

fragmentumot meghatdroznunk.

A ‘Zard’ fajta természetes viragfertdzését kovetden a viragkocsany koriil a hancs-
szOvet néhany milliméteres pusztuldsa utdn a fertézés leallt, a hancsszovet a fert6zott
szovet korlil megvastagodott. Ez alapjan az ‘Orange red’ és ‘Zard’ fajtdk eltéré hancs-
szovet valaszreakciojat vizsgaltuk meg cDNS-AFLP technika alkalmazasaval. A ‘Zard’
fajta fert6zott mintaibol sikeriilt kimutatnunk egy nekrotr6f gombakorokozo fejlodését
gatld novényi poligalakturonaz gétld fehérje szekvenciajaval nagy hasonldésagot mutatd
cDNS szakaszt. A szekvencia a Prunus americana, Prunus mahaleb és Prunus salicina
fajok PGIP szekvencidival 95 %-0s azonossagot mutatott. A fertdzés hatasara a fogékony
fajtaban is kimutathaté volt a PGIP gének expresszidja, ez alapjan feltételezziik, hogy a

PGIP allélok kozotti eltérés biztositja a ‘Zard’ fajtara jellemzd ellenalld képességet.

Munkank soran sikeriilt a kajszi monilids betegségével szemben ellenalld kajszi-
fajtat meghataroznunk. Ez a fajta biztosithatja a monilia ellenallosagot a kajszi nemesités
szamara. A ‘Zard’ fajta korona habitusa, hosszan tart6 mélynyugalmi allapota, a monilia
ellenallosaga alapjan a vizsgalt kajszi fajtaktol jelentdsen eltér, ezért ez alapjan feltételez-

zuk a fajta interspecifikus eredetét.
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9 Summary

The resistance of apricot against blossom blight caused by Monilinia laxa was
studied in this thesis. The research is summarized as follows:

Sensitivity of 31 apricot cultivars was determined based on evaluation of natural
infection performed in 3 consecutive years. A reliable system was estabilished for
comparision of the cultivars. The resistance of genotypes was characterized by the ratio of
intact and destroyed fruit sets. Absolute M. laxa immunity was found in two cultivars of P.
salicina and some specimens of P. cerasifera and P. dasycarpa species. Among apricot
cultivars a similar immunity was demonstrated only by ’Zard’. The resistance of the
Magyarkajszi cultivar group was found to derived from the low number of flowers and the
complete lack of long fruitshoots which is typical in extensive orchards.

We clarified that in the apricot breeding the resistance of the crossed branches
doesn’t derive from pollination process. We compared the resistance of pollinated and non-
pollinated pistils were compered and no difference was found. The secretum from the
apricot pistil inhibited the M. laxa hyphal elongation in vitro. Presumably the inhibition

effect can be explained by the presence of ribonuclease enzymes.

In the blossom infection process the fungi penetrate through petales and stamens.
The petal’s histology with its huge intercellulars and thin cellwall of the epidermic cells
explains the rapid spread of M. laxa myceliums. The patogen can easily enter the phloem

through the receptacle.

Artificial infection of the petals of 12 apricot cultivars resulted in complete
colonization of the tissues in 45 hours post infection. Some differences were detected in
the speed of the colonization among the cultivars however it can not be the source of
resistance since in 45 hours all the cultivars — including the resistant ones — have been

destroyed.

Based on the artificial shoot infection of ‘Zard’, ‘Korai zamatos’ and their 43
hybrids no correspondence was found between the lenght of destroyed shoot and the
resistance of the individuals. In case of ‘Zard’ the intact and infected tissues were strictly
separated. The infection was isolated from the healthy tissues by a thickened phloem. This

type of tissue response was detected on 13 progenies.
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We have A PCR method was developed for the detection of both groups of NBS-
LRR resistance gene analogs. With this method we were able to detect CC-NBS-LRR
RGA in apricot genome. SSCP polimorphism of RGA sequences of 7 sensitive and one
resistant apricot cultivars were compared. In the case of the resistant cultivar no unique

fragment was found.

Following the natural infection of ‘Zard’ flowers a limited destruction was found in
the tissue surrounding the peduncle however in a short time the infection was completely
inhibited, the phloem around the infected tissues has been thickened. cDNA AFLP
technique was used for following the different response of ‘Orange red’ and ‘Zard’ cultivar

to Monilinia infection.

cDNA AFLP technique research resulted in a unique transcript derived fragment
(TDF) which shows similarity with plant poligalacturonase inhibiting protein (PGIP). This
TDF appeared only in the infected ‘Zard’ samples. The highest identity rate (more than
95%) of this TDF nucleotide sequence was found to the PGIP sequences of the Prunus
americana, Prunus mahaleb and Prunus salicina species. As a result of infection the PGIP
gene were expressed in both cultivars. It may be hypothesized that the differences in

sensitivity are caused by the PGIP alleles.

As a result of our research we were able to identify an apricot cultivar — namely
‘Zard’ — resistant to M. laxa shoot infection. That cultivar may provide the source of M.
laxa resistance in apricotbreeding. Special traits of ‘Zard’ like habit of crown, outstanding
winter hardiness, long peduncle and monilia resistance suggest the interspecific origin of

the cultivar.
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2. Melléklet

A filogenetikai torzsfa 327 NBS domén kovetkeztetett aminosav szekvenciajanak illesztése
Neighbor-Joining eljaras alapjan. A torzsfan szerepld szekvencidk: altalunk meghatarozott
13 kajszi RGA szekvencia, Samuelian és mts. (2008) altal 6sszegytijtott 293 Rosacecae
csaladbol szdrmazo6 szekvencia, és 21 annotalt R gén kiilonb6zé ndvényfajokbol. Az egy
nemzetségbdl szarmazod csoportokat kiilon szammal és a nemzetség nevével jeldltik. Az
agak végén nagyobb mint 70 % bootstrap értékkel rendelkezd csoportokat, TIR illetve
nonTIR (syn CC) és romai szdmmal jeloltiik. A 4dgak szinei a kdvetkezd nemzetségeket
jelolik: barna- Rubus, piros — Prunus, sziirke — Fragaria, narancs — Pyrus, zold — Malus,
rozsaszin — Rosa, fekete - nem Rosaceae fajok.
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