Doktori (PhD) értekezés tézisei

BUDAPESTI

CORVINUS

ECYETEM

|
(FL__
|$802 2

A KAJSZI VIRAGZASKORI MONILIAS
(MONILINIA LAXA ADERH. ET RUHL.) BETEGSEGGEL
SZEMBENI ELLENALLOSAGA

Gutermuth Adam

Témavezetd: Dr. Pedryc Andrzej, DSc

egyetemi tanar

Budapesti Corvinus Egyetem

Genetika és Novénynemesités Tanszék

Budapest
2013

1



A doktori iskola
megnevezése: Kertészettudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga:  Novénytermesztési €s kertészeti tudomanyok

vezetdje: Dr. To6th Magdolna
egyetemi tanar, DSc
BCE, Kertészettudomanyi Kar,
Gytimolcstermd Novények Tanszék

Témavezeto: Dr. Pedryc Andrzej
egyetemi tanar, DSc

BCE, Kertészettudomanyi Kar
Genetika és Novénynemesités Tanszék

A jelolt a Budapesti Corvinus Egyetem Doktori Szabdlyzatdban eldirt
valamennyi feltételnek eleget tett, az értekezés miihelyvitajaban elhangzott
¢szrevételeket és javaslatokat az értekezés atdolgozasakor figyelembe vette,
ezért az értekezés nyilvanos vitara bocsathato.

Dr. Téth Magdolna Dr. Pedryc Andrzej
A doktori iskola-vezeté A témavezeto jovahagyasa
jovahagyasa



A MUNKA ELOZMENYEI

A korokozokkal és kartevokkel szembeni ellenallosag, a gylimdlcsnemesités soran a
masodik legfontosabb szempontta valt, mert a legtobb gyiimolcsfaj termesztése kizardlag

kémiai védekezéssel torténhet gazdasagosan (Gardiner és mts., 2007).

A meggy és kajszi virag- és vesszOpusztuldsa elsGsorban a Monilinia laxa kérokozo
fertézésének kovetkezménye. A viragzaskor uralkodd csapadékos, paras iddjaras esetén a
kajszi iiltetvények novényvédelmét a betegség megeldzésére iranyuld kezelések hatarozzak

meg (Holb, 2003).

Magyar Gyula mar az 1930-as években inditott szelekcid soran, ami az els6
magyarorszagi kajszi nemesitési programnak is tekinthet6, a téli fagytiirés és a M. laxa

ellenallosag novelését tartotta elsddleges célnak (Pedryc, 2003).

Az ellenallosag vizsgalatahoz a korokozd fejlodés- és fertdzésmenetének ismerete
alapvetd fontossagi. A Monilinia nemzetség fajai nekrotrof gombakérokozok kozé

sorolhatok, amelyek jellemzdje, hogy a gazdaszervezetbe hatolva enzimjeikkel a sejtek

crer

Az elpusztitott szOvetek a vizvesztés kovetkeztében Osszeszaradnak, a
gytimolcsfertézés esetében a fan fennmaradva gylimolcsmumidkat hoznak létre. A
gyimolcsmumidk ¢és a fertdzott vesszOk biztositjdk a korokozo taléld képleteinek
fennmaradéasat. A virdgra keriilt konidiumok a bibén ugyantigy csirdznak, mint a pollen. A
konidiumok csiratomléje a bibecsatornan keresztiil a hajtasokba keriil (Glits, 2000), Byrde és
Willetts (1977) szerint az 0Osszes viragrész szolgalhat infekcios pontként. A fertdzés
kezdddhet a szirmon, a porzén és bibén is. A koérokozd 48 ora alatt képes virdg teljes
kolonizacigjara, és a csészén majd virdgkocsanyon keresztiil a termOrészek hancsszovetébe

hatolni (Weaver, 1950).

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 virdgokban szekretal6do
nektar nagy mennyiségben tartalmaz cukrokat lipideket, fehérjéket. Hilwig €s mts. (2010)

petinia nektarban a ndvényvilagban elséként mutattak ki S-RN-azzal nagy hasonlosagot



mutatd két RN-az fehérjét, amik 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. A
kajszi esetében a M. laxa altali viragfert6zés menetét a megporzassal dsszefliggésben Tzoneva
¢s Tzonev (1999) vizsgalta. Kisérleteikben a megporzott bibe fokozott ellenallosagat
tapasztaltdk a megporzatlan viragokkal szemben. Feltételezéseik szerint a fert6zés
sikertelenségét a megtermékenyités hatasara a bibében keletkezd, a gomba fejlodését gatld

vegylilet okozza.

Kajszifajtak monilia fogékonysagat és ellenall fajtak kutatasat hazankban Benedek és
mts. (1990) Ukrajnaban Komar-Tyomnaya ¢és Richter (2000), Japanban Tzonev és Yamaguchi
(1999), Romaniaban Balan és mts. (1999), Tunézidban Crossa-Raynaud (1969),
Olaszorszagban Nicotra és mts. (2006) végezték. A mediterran régidban moniliaellendllo
fajtaként a ‘Hamidi’-t hatarozza meg Crossa-Raynaud (1969), ‘Precoce de Italia’ fajta
nagyfoku ellenallosagarol Nicotra és mts. (2006) és Balan és mts. (1999) egyarant beszamol.
Komar-Tyomnaya és Richter (2000) a Nyikitai Botanikus Kert kutatéi a vizsgalt kajszi
fajtakat egyontetiien a fogékony csoportba soroltak. A kajszival kozeli rokon fajok M. laxa
viragfertdzéssel szembeni ellenallosdgot tobb kutatd is vizsgalata. Tzonev €s Yamaguchi
(1999) a P. mume-t és kajszival képzett hibrideit és a P. salicina két fajtajanak teljes
ellenallosagarol szamolnak be, mig Komar-Tyomnaya és Richter (2000) P. cerasifera x P.
armeniaca: ‘Sintez’, ‘Uryuko-alyca’, P. domestica x P. armeniaca: ‘Kleimen x ‘Krasny

partizan’ fajhibridek ellenallosagat irja le.

A korokozok elleni rezisztencia kulcsfontossagu szerepet tolt be a legtobb csonthéjas
nemesitési programban. A kajszi esetében a Plum pox potyvirus (PPV) altal okozott
kajszihiml6 elleni rezisztencianemesités fejlesztése érdekében kiilonb6zé nemesitd csoportok
foglalkoztak NBS-LRR (nucleotide binding site — leucine-rich repeats) tipusi RGA-k
(rezisztencia gén analog) izoldlasaval. A vizsgalatok soran meghatirozott kovetkeztetett
aminosav-szekvencia mindegyike a TIR-NBS-LRR tipust csoportba tartozott (Vilanova és
mts., 2003, Dondini és mts., 2004, Soriano és mts., 2005).. A kajszi esetében tapasztalt TIR-
NBS-LRR ¢és CC-NBS-LRR tipusi RGA-k megjelenésének egyenldtlen eloszlasat
Osszehasonlitva megallapitottak, hogy a vizsgalt kétszikliecknél ez egyediilallo jelenség. Ezt

azzal magyaraztak, hogy a kajszi genomjaban valoban aranytalanul kis szdmban vannak jelen



a CC-NBS-LRR tipusu szekvencidk vagy az alkalmazott PCR technika nem megfeleld azok

kimutatasara (Soriano és mts. 2005).

A korokozoé gombak fejlédésiik sordan meghatarozott sorrendben vélasztjdk ki a
novényi sejtfal bontasaért felelés enzimeket (Albersheim és mts., 1969). Az elséként termelt
enzim az endo-poligalakturonaz (PG) (Jones és mts., 1971). A poligalakturonaz enzimek
képesek a novényi sejtfal pektinjeinek lebontasat megkezdeni, ezek nélkiil a késébb
szekretalodo poliszaharid-lebontd enzimek nem képesek a sejtfal pektinjeinek bontdséara és

igy a PG enzimek jelenléte nélkiil fert6zés kialakulasa is elmarad (Karr és Albersheim, 1970).

A PG-enzimek hatasanak gatlasat Fielding (1981) szilva, észibarack, alma, korte,
sz616, monilias és botritiszes gylimolcsfertézésekor figyelte meg. A monilia és botritisz
fert6zott gyiimolesok kivonatabdl nem volt kimutathatd PG aktivitas, mig a fehérjekivonat
izoelektromos fokuszéalasat kovetden a kordbban is meghatarozott izoelektromos ponton (plI 9-

10) a poligalakturonaz aktivitas ismételten megjelent.

Els6ként babbdl izolaltak (Cervone és mts., 1987) az endo-poligalakturonazt gatld
fehérjét (PGIP) ¢és megallapitottak, hogy a PG-PGIP kozott kialkuld komplex eredményeként

a PG enzim aktivitasa teljes mértékben megsziint.

Az elsé PGIP génnel tortént sikeres transzformacids kisérletet Powell és mts. (2000)
végeztek el. A korte PGIP génjét épitették paradicsom ndvénybe. A kontroll ndvényhez
képest a paradicsomterméseken 15 %-kal, levélen 25 %-kal csokkent a Botrytis cinerea
kartétele a transzformans novények esetében. Késébb Arabidopsis (Ferrari és mts., 2003)
sz016 (Aguero és mts., 2005), dohany (Joubert és mts., 2007) esetében bizonyitottak

transzgénikus kisérletekkel a PGIP szerepét a ndvénypatogén PG gatlasaban.



CELKITUZES

1. A tanszéki gylijteményben 1évo Kajszifajtak és hibridek fogékonysaganak bonitalasa,
valamint érzékenységi sor felallitasa a természetes monilids vesszofertdzes alapjan.

2. A termOrészek fertézésmenetének pontos leirasa, a megporzas és a bibefertézés kozotti
kapcsolat feltarasa.
Az ellenallosag hatterének feltarasa, a fertézésre kialkuld valaszreakcio leirdsa.

4. A monilia ellenall6 hibridek azonositasara alkalmas rutineljaras kidolgozasa
A monilia ellenallosaghoz kapcsolt rezisztenciagén analdégok azonositasa homologia
alapjan.

6. A monilia ellendlld ¢és fogékony kajszifajtak fert6zését kovetd génexpresszids

eltérések meghatarozasa a hancsszovetben.



ANYAG ES MODSZER
Novényanyag

A vizsgalt fajtak és hibridek (1. tdblazat) a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszék szigetcsépi kajszi liltetvényébdl szadrmaznak. A mesterséges
vesszOfertdzés a tanszék soroksari iiltetvényében tortént. A fertdézést a ‘Korai zamatos’ ¢és
‘Zard’ fajtak, és ezeknek 2003-ban torténd keresztezEésébdl szarmazo 48 utdédan végeztik.

1. tablazat. A munkénk soran vizsgalt kajszi, cseresznyeszilva és japanszilva fajtdk ¢&s

hibridek

Fajta neve Szarmazasa Nemesité altal megadott pedigreé
Aurora USA RR17-62 x NJA-13 / Rutbhart
Baneasa 4/11 Ro. Ismeretlen
Ceglédi arany Mo. Rézsabarack C. 1668 x Ceglédi 6rids; 1994
Ceglédi biborkajszi | Mo. Véletlen magonc; 1953
Ceglédi orias Mo. Tajszelekcid, Izsak; 1953
Ceglédi Piroska Mo. Ceglédi orias x Magyarkajszi C. 1789; 1995
CR-2-63 USA Ismeretlen
Effekt Ukrajna Krupnoplodnij szabadmegporzasii magonca
Goldrich USA Sunglo x Perfection
Gonci magyarkajszi | Mo. Magyarkajszi szelektalt klonja; 1960
Harcot Kanada (Geneva x Narmata) x Morden 604 x NJAI1

(Perfection x Phelps); 1977
Harmat Mo. Salah szabadmegporzasu magonca; 2002
Karola Szlovékia 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 Romania (Ananas x Ananas) X (Tarzii de Bukuresti x
Ananas); 1985

Mandulakajszi Mo. Ismeretlen; 1954
Marculesti 18/6 Romania Ismeretlen
Mari de Canad Romaénia Ismeretlen eredetii helyi fajta
Nikitszkij Ukrajna Krasznoscsokij szelektalt klonja




Szabadfoldi természetes fert6zés megfigyelése

A szabadfoldi természetes fertdzés megfigyelése a szigetcsépi iiltetvényében tortént
harom vegetacidos idGszakban. A fertézés mértékének felvételezése minden évben
sziromhullast kovetéen Ot héttel az intenziv hajtasfejlodéskor végeztiik. A betegség
kategoridkat a teljes termorészpusztulas szazalékos értékének megfelelden alakitottuk ki (2. 2.
tablazat). A P. mume, P. sibirica természetes vesszéfertdzését az MTA OBKI Vacratoti
Botanikus Kertjében talalhat6 egyedeken tanulmanyoztam 2009-2011 kozott.

2. tablazat. Monilia fertdzottség bonitalasi kategoriai

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

Molekularis vizsgalatok

DNS-izolalas
A genomi DNS izolalasa teljesen kifejlett fiatal levelekbdl tortént DNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen, Germany) hasznélataval.

PCR-technika az NBS szekvenciak meghatarozasara

Az NCBI adatbankban 9 ndvényfajbol izolalt NBS-LRR tipust rezisztenciagének
szekvenciai koziil kivalasztottunk 26 szekvenciat, melyek koziil 8 a TIR-NBS-LRR, 18 pedig
a CC-NBS-LRR tipusit RGA csaladba tartozik. A felhasznalt szekvencidk kozott 11 ladfh, 4
paradicsom, 3 rizs, 2 burgonya, 2 len, 1 sargadinnye, 1 napraforgod, 1 paprika és 1 dohany
szekvencia szerepelt. A nukleotid- és aminosav-szekvencidkat a ClustalW program
(Thompson és mts., 1994) alkalmazésaval illesztettiik. Az illesztett szekvencidkra manudlisan

terveztilk meg a degeneralt primereket. A primerek szekvenciajat a 33. tablazat mutatja be.



3. tablazat. Az NBS-LRR tipusu 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
CUB Kin2 F |5-TND TNH TNG ATG AYR TNT GG-3' 9216 sajét 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,

RNS-alapu kisérletek

Génexpresszios kisérletekhez tortént mintagyiijtés

A mintdkat a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika €s Novénynemesités Tanszék
szigetcseépi lltetvényeben szedtiik a ‘Zard’ fajtarol két alkalommal: kettd illetve négy héttel a
teljes viragzast kovetden, mig az ‘Orange Red’ fajtarol két héttel a teljes virdgzast kovetden
gyljtottik az ép és fertdzott mintdakat. A nem fertdz6dott valamint a természetes
viragfertdzést mutatd vesszoket levagtuk és a gyors csomagolast és feliratozast kovetden
szarazjégben illetve folyékony nitrogénben széllitottuk be a tanszéki laboratoriumba, ahol a

feldolgozasig -80 °C -on taroltuk.

RNS-izolalas és egyszali cDNS szintézis

A begylijtott vesszokbdl a fertdzés alatti ép hancsszovetrdl lelangolt szikével korben
1 cm-es szakaszt hamoztunk le, majd steril dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel porra
morzsoltuk. Az €ép vessz6kbdl hasonléan vettiink mintat. A ribonukleinsav-kivonast forro
borsavas extrakcidos modszerrel végeztem Wan és Wilkins (1994) leirasa alapjan. A cDNS
szintézisét a First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life Sciences, Biocenter Kft,
Szeged) felhasznélasaval végeztiik 5° végén biotin jeldlt oligo dT (18 bp) inditészekvencia

alkalmazaséaval a gyart6 utasitdsai szerint.



cDNS AFLP
A cDNS AFLP technikat Vuylsteke és mts. (2007) leirasa alapjan végeztiik, kisebb

modositasokat alkalmazva.

PGIP gén szekvenciajara tervezett primerek

Az alma és az 6szibarack PGIP gének szekvencidival homologiat (E-érték <10°)

mutatd Prunus szekvencidkat a NCBI BLASTn ¢és BLASTp programjat (Altschul és mts.,
1990) alkalmazva gyujtottik ki.

A ClustalW (Thompson ¢és mts., 1994) program segitségével a szekvenciakat

illesztettiik. A konzervalt részekre négy primert terveztiink (44. tablazat)

4, tablazat. A Rosaceae fajokbdl szarmazo PGIP gének illesztése alapjan tervezett
inditoészekvenciak

Primer Szekvencia 5°-3’ Hossza (bp)
PGIP CONS1F | CATCCTAAACC(C/A)AGC(T/G)CTCTC 20
PGIP CONS2F | AGC(T/G)CTCTC(C/A/T)GAGCTCTGC 19
PGIPZR GATCCAAGGAAGTCAAGCTCTTC 23
PGIP R AACTGTTGTAGCTCACGTTCAGGA 24

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

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

termorészpusztulasra

A vizsgalt kajszi fajok és fajtak esetében tapasztalt termérészpusztulas mértéke alapjan
megallapithato, hogy a kajszifajtak érzékenysége folyamatos eloszlast mutatott (1. abra). Az
atlagos termoérészpusztulds a vizsgalt kajszifajtak esetében 5-30 % kozott valtozott. A
kajszifajtak ellenallosagat ez alapjan, mennyiségi tulajdonsagként lehet jellemezni, ami aldl a
‘Zard’ fajta ellenalloképessége képez kivételt (2. abra).

Balan és mts. (1999) vizsgalataiban 124 kajszifajta és hibrid koziil egyetlen hibridet
talaltak teljesen ellenallonak, 4 fajtat ellendllonak vagy mérsékelten ellendllonak, A

‘Goldrich’ fajtat a fogékony kategoriaba soroltdk, ami az altalunk mért kozel 20 %-0s

termOrész pusztulassal megegyez6 eredménynek tekinthetd.
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Komar-Tyomnaya ¢s Richter (2000) a nyikitai csonthéjas génbanki gylijteményben
végzett vizsgalatai alapjan a kajszifajtakat egységesen a fogékony kategéridba soroltak. A
kajszi és cseresznyeszilva hibrid fajtak teljes immunitast mutattak a fertézésre. A P.
dasycarpa fajtak koziil ‘Grossa tardiva’, ‘Manaresi’ ‘Tlor Ciran’, ‘Picole precocte’, a plumcot
fajtak koziil a ‘Zamshevy’, ‘Krasny’ fajtakat soroltak az ellenallo kategoriaba. A P. sibirica
faj egyedeit a fogékony kategdriaba soroltak, ami a Vacratoti Botanikus Kertben szibériai
kajszikon tapasztalt erds természetes monilia fertézéssel megegyezik. Tzonev és Yamaguchi
(1999) a ‘Red June’ és a ‘Sordum’ P. salicina fajtakat hataroztak meg teljesen ellenallonak.
Az eredményeink szerint a két vizsgalt japanszilvafajta a ‘Methley ° és ‘Burbank’ teljes
immunitast mutatott. Az 1/33 kajszi és cseresznyeszilva hibrid ellenallésaga 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.

Az érzékenységi sor alapjan kétféle ellenallosagot 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 ellenallosaggal.
Ezeken a fajtdkon a viragfertdzés kialakuldsa utdn a termdrészek hancsszovetének néhany
mme-es pusztuldsa ment végbe, amit a hancsszovet megvastagodasa zart le. E genotipusok
esetében nem tapasztaltuk a hosszll termdrészek pusztuldsat a harom €v soran, és az Osszes

termérészpusztulas nem érte el az 5 %-0s szintet (2. abra).
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1. abra. Erzékenységi sor a 2006-2009 kozott vizsgalt kajszi és diploid szilva (P. cerasifera,
P. salicina) genotipusok M. laxa fertdzésére. A diagram a fertdzott termérészek
szazalékos aranyat mutatja be.

2. abra. A Monilinia laxa kartétele két kajszifajtan. A baloldalon az ‘Orange red’ fajta 30 %
feletti termOrész pusztuldsa, mig a jobb oldalon az 1-2 %-os révid termoérész
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karosodast elszenvedé ‘Zard’ fajta lathat6. A felvétel 2010-ben a felhagyott
szigetcsépi génbankban késziilt.

A megporzas és viragfertozés kozti osszefiiggés eredményei

A fertézés lefolyasara széles korben elfogadott hipotézis a M. laxa konidiumainak a bibén
keresztiili virdg fertézése. E hipotézis alapjan Tzoneva és Tzonev (1999) arra keresték
kisérleteikben a valaszt, hogy a megporzott bibék esetében azonos mértékben fordul-e eld
viragfertézés. A kérdésfelvetés alapjat a kajszinemesitOk korében ismert jelenség a
keresztezett agak ellenallosaga adta. Megfigyeléseik szerint a kasztralt és megporzott dgakon

nem volt megfigyelhetd a fertdzés, a megporozatlan viragokkal szemben.

Két fogékony fajtan bedllitott kisérlet alapjan tisztdztuk a megporzas hatasat a
fert6zésre. A ‘Goldrich’ fajtan végzett kisérletben a kasztralt és megtermékenyitett 111 virag
esetén egyetlen alkalommal, mig a 118 kasztralt és megporzatlan virag esetében egyetlen
alkalommal sem tortént meg a fertézés. A ‘Goldrich’ fajta esetében a fertdzés elmaradasat
nem a bibék megporzdsa, hanem az infekcids pontnak tekinthetd fogékony virdgrészek
mechanikai eltavolitasa okozta. A megporzas nem volt hatassal a viragfertézés kialakulasanak

gyakorisagara, a bibén keresztiili M. laxa fert6zés kajszi esetében nem kovetkezett be.

A bibe kornyékének antifungalis hatasat tapasztaltuk a gomba taptalajon torténd
fejlddésekor. A taptalajra helyezett bibébdl a korabban Haldsz (2007) altal is bemutatott
modon, extracellularis ribonukleazok valasztodtak ki a taptalajba, amit a Torula éleszté RNS-
ének festésével mutattunk ki. A taptalaj feliiletén n6vé gombamicélium fejlédését gatldo 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 fejlédését teljesen leallitotta. A dohanybdl szarmazd ’S-like’
ribonukleazok két korokozd gombanak csirafejlédését hasonldképp gatoltak Hugot és mits.
(2002) kisérleteiben, ezért feltételezhetjiik, hogy a bibében kifejez6dd S-ribonukledzok az

idegentermékenyités biztositasan tul, a bibe korokozok elleni védelmében jatszik szerepet.

Mesterséges termorészfert6zés eredményei

A kajszifajtak és mandulafajtak M. laxa ellenallésaganak vizsgalatara Crossa-Raynaud
(1969) kozolt egy mesterséges agfertdzési technikat. A vizsgalataik sordn a levagott kétéves

agakon sebzéseket ejtettek, amiket M. laxa altal atsz6tt agarkorongokkal fertéztek meg.
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Eredményeik szerint az iiltetvényben tapasztalt fajtadk fogékonysdga ¢és a mesterséges
agfertdzés sordn tapasztalt hancsszovet pusztulds hossza kozott egyértelmt dsszefliggés allt
fenn. A technikat tobb kajszinemesitési program sordn alkalmaztdk (Gulcan és mts., 1999,
Nicotra és mts., 2006) mint a fenotipizalas felgyorsitasanak lehetdségét. Ezzel szemben
Sziigyi ¢€s mts. (2012) meggyen a mesterséges vesszofertézés soran az immunisnak tartott
‘Csengédi’ és az egyik legfogékonyabb meggyfajta az ‘Erdi bdtermé’ esetében azonos

hosszlisagu termérész pusztulést tapasztaltak.

Az iiltetvényi fertézések alapjan ellenallonak azonositott ‘Zard’ és fogékonynak tartott
‘Kecs-psar’ fajtdkon alkalmaztuk a fent emlitett fert6zési eljarast. A hancsszovet pusztulasa
mindkét fajta esetében azonos mértékii volt €és a fertdézést kovetd 30. napra a levagott agak
hancsszovetének teljes hosszara kiterjedt a nekrozis. Ezzel megegyez6 eredményekrdl szamol
be Gulcan és mts. (1999) kajszi mesterséges vesszOfertézésekor. A nyari fertdzést ezek
alapjan tulsdgosan provokativnak taldltuk, ezért a vesszdfertdzést Osszel alkalmaztuk az
tiltetvényben a ‘Zard és ‘Korai zamatos’ fajtakon és azok 48 hibridbdl allo utédpopulaciojan.

A vesszofertdzést valasztottuk az agfertézéssel szemben, mert a természetes M. laxa fert6zés

is ezeken a novényi részeken jelentkezik.

A fertdzés értékelésekor meglepd eredményt kaptunk. A ‘Zard’ fajta esetében a
fertdzott szovetek hossziisaganak atlaga nagyobb volt, mint a fogékony ‘Korai zamatos’ fajtan
mért pusztulas, habar ez az eltérés a nagy szoérds miatt nem volt szignifikdns. 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 és ép szovetek hatardn az ellendlld ‘Zard’ és
fogékony ‘Korai zamatos’ fajtak esetében eltérést tapasztaltunk. Az ellenallo fajta — ‘Zard’ -
esetében a vesszO hancsszovet pusztuldsa éles szegéllyel hatarolodott el a barna nekrotizalt
szovetektol. Az ép szovet megvastagodasa volt megfigyelhetd, mig a fogékony fajta esetében
egy elmosddo hatar volt az ép ¢€s fertdzott szovetek kozott. E megfigyelés szerint értékeltiik a
48 hibridet. Harmincegy egyed mutatta a fogékony és 17 az ellenallo fajtara jellemzd reakciot.
Az M. laxa elleni rezisztencia Oroklédésével kapcsolatban korabban egydntetiien, mint
dominans jellegrél szamolt be Crossa-Raynaud (1969), Gulcan és mts. (1999) és Nicotra és
mts. (2006), mert a hibridek tilnyomo része a rezisztencia forrasként alkalmazott sziil6hoz
hasonloan ellenalld volt. Természetesen a hibrid csalad alacsony egyedszama alapjan csak

feltételezhetjiik az ellenallosag oroklédésének menetét, de feltételezve, hogy a Zard
14



heterozigota formaban hordozza a domindns allélként mikodd rezisztenciat, a fogékony és

ellenall6 utdédok aranya 3:1 mendeli monogénes dominans 6roklédéshez kozelit.
Az NBS-tipusi RGA-k és a monilia-ellenallosag kapcsoltsaga

Sz6l6 és alma esetében a funkciondlis RGA markerek alkalmazasakor sikeriilt
tobb nodvényi rezisztenciaval kapcsoltsdgot kimutatni. A sz6l6 esetében Di Gaspero és
Cipriani (2002) peronoszpora ellenallosaggal, Donald és mts. (2002) lisztharmat rezisz-
tencidval kapcsolatot mutatd NBS tipust RGA szekvencidkat azonositott. Az alma venturia-

ellenallosaggal kapcsolt RGA szekvenciak meghatarozasardl szamoltak be Calenge és mts.
(2005).

Munkénk soran a kajszifajtdk NBS RGA szekvenciak polimorfizmusanak vizsgalatara
az SSCP technikat valasztottuk. Vizsgalataink soran az NBS gének minél szélesebb korének

kimutatasa érdekében 01j PCR stratégiat dolgoztunk ki.

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

nacidval felszaporitott fragmentumok szdmahoz képest.

A monilia ellendlld ‘Zard’ kajszifajta esetében nem sikeriilt a PCR termékek SSCP
vizsgalataval csak erre a fajtara specifikusan megjelend fragmentum azonositanunk, ami
természetesen nem zarja ki az ellendllosag kialakitasdban az NBS-LLR tipust reziszten-

ciagének szerepét.

A moniliara fogékony ‘Orange red’ és az ellenall6 ‘Zard’ fajtak kozott fert6zés hatasara

kialakulé génexpresszios eltérések

A két fajta esetében négy primerkombinacio alkalmazasaval 6sszesen 29, a fertdzésére
megjelent fragmentumot azonositottunk a gélelektroforézis soran, amib6l 18-nak
meghataroztuk a szekvencidjat. Az &szibarack M. laxa gylimdlcsfertézésére kialakuld
transzkriptomikai valtozasokat ¢cDNS- AFLP technikaval kovette nyomon Zubini (2008)
doktori munkajaban. Primerkombinacionként 50-70 fragmentumokat azonositott mindegyik
vizsgalt 8szibarack mintaban. A fert6zés hatasara a fragmentumok megjelenése a gélen 20-35
%-ban valtozott meg. Az altalunk alkalmazott négy primerkombinacié segitségével nyert

fragmentumoknak a becsiilt szdma, mintanként 50-200 darab kozott valtozott a
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primerkombinacio fliggvényében. A fert6zott vesszOkbdl szarmazd mintakban 10 %-ban

kaptunk 11j fragmentumokat.

Egy szekvencia esetében a kiilsé fertdzést bizonyitdé Pseudomonas szaprofag
baktérium szekvenciajaval talaltunk hasonlésagot, annak ellenére, hogy a vesszok fert6zés
melletti ép részébdl izolaltuk az RNS-t. Zubini (2008) munkéjaban a 339 TDF szekvencia a
fele mutatott novényi génekkel azonossagot, 40 %-a Pseudomonas fajokbdl szarmazott és
10 %-a gomba eredeti volt. Erre magyarazat lehet, hogy a gylimolcsfertézés soran nem
kiilontil el élesen a fert6zés hatara, igy az ép és a fertézott gytimolesmintak kozotti mRNS-ek
eltérésének felét nem a ndvényi valaszt biztositd gének, hanem gomba ¢és baktérium gének

adtak.

A 18 szekvencia koziil csak 11-et taldltunk meg az Oszibarack genomban, amire a

100 bp kortili fragmentumok direktszekvenalasa adhat magyarazatot.

Az egyik azonositott fragmentum, amely 15. TDF a ‘Zard’ fert6zott 1. mintakbol
szarmazott, homologiat mutat a névényvildgban széles kdrben megtalalhatd poligalakturonaz
gatld fehérje (PGIP) szekvencigjaval. A gyiimdlcsfertézés vizsgalatabol szarmazo
eredmények alapjan Fielding (1981) beszamol a poligalkturonaz gatld fehérjér6l, ami fert6zés
hatasara jelenik meg a gylimodlcsokben (alma, szilva és Gszibarack), és képes a Monilinia

fajok poligalakturondz-aktivitasat nagymértékben gatolni.

A PGIP enzim specifikusan képes eltéré névénypatogén gombafajok poligalakturonaz
gatlasara, amit els6ként Albersheim és Anderson, (1971) kisérleteiben bizonyitott. A PGIP
mintdiban nem volt jelen. A fertdzés hatdsara az ellendlld és fogékony kajszi fajtak
vesszdjében egyarant tobb PGIP allél jelent meg, habar az expresszid szintjére nem tudtunk
kovetkeztetni. Eszerint a cDNS AFLP soran tapasztalt eltérést, miszerint a 15. TDF csak a
‘Zard’ fert6zott 1. mintakban jelent meg, a PGIP allélok kozotti szekvencia eltérés okozta és
nem az expresszios kiilonbség. Az AFLP soran alkalmazott restrikcios enzimek koziil csak a
Tru I hasito helyét sikertiilt a PGIP szekvencidkon megtalalnunk, 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 hasitd helyet ezért
valosziniisithetjiik, hogy a 15. TDF szekvencidja ezen a részen tér el az ‘Orange red’ és a

tobbi Prunus PGIP szekvenciatol.
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Az alma ¢és Oszibarack genomjaban a PGIP gén két kopiaban taldlhatdo meg, ez alapjan
feltételeztiik, hogy 0sszesen négy allélt talalhatunk a cDNS és genomi DNS mintdinkban. A
két cDNS-bOl szdrmazdé minta esetében 10-10 megszekvendlt plazmidrél az ‘Orange red’
esetében hat eltérd szekvenciat azonositottunk, a ‘Zard’ esetében 6t eltéré nukleinsav-
szekvencigju allélt taldltunk. Ezért a tovabbi kisérleteink soran elsdként genomi DNS-bol
kivanjuk meghatarozni a fajtdk valdos PGIP szekvencidjat, igy elkeriilve a reverz transzkripciod

soran kialakuld mutéciokat

Arabidopsis esetében Ferrari és mts. (2003), almanal Yao és mts. (1999), bab esetében
Oliveira és mts. (2010) szamolnak be, hogy gombafert6zés hatasara tobbszordsre ndvekedett a
PGIP gének kifejezodése a megtamadott szdveti részben. Leckie és mts. (1999) szerint
egyetlen aminosav csere a bab PGIP génjében 1j korokozo elleni gatlas kialakuldsaért volt

felelds.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A monilids termOrész pusztulds bonitdldsa alapjan harmincegy kajszifajta koziil a ‘Zard’
fajta nagyfokd, a termOrészek hancsszovetében kialakulo valaszreakcion alapuld
rezisztenciat mutatott.

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

3. Kimutattuk, hogy a bibe szovetében képz6dé ribonukleaz aktivitdsu extracellularis
valadék a M. laxa konidiumok csirazasat és micéliumanak novekedését gatolja.

4. Megallapitottuk, hogy a ‘Zard’ és ‘Korai zamatos’ fajtadk keresztezésébdl szarmazo
hibridek kozott a mesterséges vesszoéfertdzés hatasara a ‘Zard’ fajtara jellemzo6 szoveti
valaszreakciok jelentek meg, ami a rezisztencia 6rokolhetdségére utal.

5. Kialakitottunk egy szelekcids rendszert, amely a bizonytalan vesszéfertézés helyett a
sziromlevelek és levelek mesterséges fert6zése révén lehet6séget ad a fajtak gyors
fenotipizalasara.

6. A kajszi esetében elséként izolaltunk CC-NBS-LRR RGA szekvencidkat. A NBS RGA
szekvencidk és a monilia ellenallésag kozott nem sikertilt 6sszefiiggést talalnunk.

7. A hancsszovet-transzkriptomban azonositottunk egy, a PGIP génhez nagy hasonlosagot
mutato szekvenciat, mely a moniliafertdz€s hatasara, és specifikusan az ellenallo fajtaban

jelent meg.
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