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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1.BEVEZETES ES CELKIT UZES

A nemes almaMalus x domestic&8orkh.) rendszertanilag a rézsaviragu&osgaley

rendjén belll, a rézsaféléR@saceaecsaladja, almafélékPomoideal alcsaladjanak,
alma (Malus nemzetségébe tartozik. Ploidfokat tekintve adbbtalma fajta diploid
(2n=34). Kromoszoma szama n=17. A termesztett at@a botanikai faj, hanem
kultarfaj. Fajtai eltéd vadfajokra és ezek kereszidéseire vezethék vissza (Bodecs

L.-né és Tomcsanyi 1979).

Az europai fajtak létrejottében éorban a paradicsomi almilglus paradisiacy az
eurdpai vadalmaM. sylvestri$, az erdélyi vadalma\. dasyphylly, a kaukazusi alma
(M. orientalig és a korai vadalmaM. praeco) jatszhatott szerepet. Az &zsiai
almafajtaknak mééseik vannak (pIM. prunifolia, M. baccatp Az almafajtdkat ezért
nagymeértéel heterozigétasag és jeléntgenetikai variabilitas jellemzi. A botanikusok
azt is hangsulyozzak, hogy a kaukazusi, ktzép-iazsaeurdpai fajtakeletkezési

k6zpontok egymastdl fliggetlenil alakultak ki.

A legrégibb alma-maradvanyok a Heilbronn melletticBingeniél, Kr.e. 5000 tajardl
szarmaz6 paradicsomi alma magvak (Bedls Karadi 1978). Foéldrajzi szempontbol
Forslineet al. (1994) valamint Lambowgt al. (1996) Kazahsztant és ezen belil is Alma
Ata-t (Almak atyja) jelolik meg géncentrumként. Arlabbi irodalom, azonban sok mas
régiét is megjeldl. Vannak, akik Nyugat-Azsiat, KjzAzsiat, a Kozel-keletet vagy
Szibériat tartjak az alma géncentrumanak (Zevedhé@kovsky 1975, Zeven és de Wet
1982). Suranyi (1998) a korabbi elméleteket Terfp®74) nyoman modositva tizenkét

géncentrumot hataroz meg.

Négy évvel a 16 genom szekvenalasa utan az alma teljes genomeszaigat 2010-
ben fejezték be. Haploid genommérete: 7,423 & Hf) nagyjabol 57000 kédold
szekvenciat (gént), azonositottak (Velastal.2010).

A vilagon 2009-ben 4,957 millié hektaron dsszesgry millié tonna almat termeltek.
Kina jart az élen tobb mint 2 millié hektarral, &bb mint 31 millié tonnanyi termés
mennyiséggel (FAOSTAT). Eurépa almatermése megkéladt 16 millié tonna volt,

1,25 millié hektaron. Magyarorszagon 2009-ben 3664Ktaron termesztettek almat,



O0ssztermés pedig 575368 tonna volt. Az adatok atapgzzel a mennyiséggel
Eurépaban a 7. almatermesztorszdg vagyunk, medave tobbek kozott
Spanyolorszagot, Romaniat és Ausztriat (FAOSTAT @01Hazankban csak a
szlétermd terllete nagyobb az almaénal, azonban termés nsg&gntekintetében, 25
ezer tonnaval meg#ti a sdl6 550 ezer tonnas 2009-es évi hozamat Az elmultréevbe
hazank termelt 894 ezer tonna gyumolcsnel gsaélkil) tébb mint 60%-at tette ki az
alma (FAOSTAT 2010).

A gyumolcstermesztésben, napjainkban a kuloélddrokozok és karték jelents
termésveszteséget okozhatnak. A vegyszeres nowdsigngé fontos és bizonyos
esetekben elengedhetetlen, azonban egyre inkabdogadmazodik az igény, a
kornyezet vegyszerterhelésének mérséklését biatakdtve az emberi egészséget nem
veszeélyeztéi technoldgiak nagyobb aranyu bevezetése irant.lierela térekvésekben
kiemelt szerephez jut a rezisztencianemesités, neklycélja a betegségeknek és
korokozoknak ellenalld/rezisztens fajtakalitasa.

Az almanemesités fontos célkitsei kozé tartoznak az Ontermékenyllés, az
Okotolerancia, teridképesség, termésbiztonsag, szallithatésag, tabshmpt és
gyumolcsmiiség javitasa mellett szamos betegséggel szembdenal@sag
kialakithsa. Ez utdbbinaks fcélkitizéseit a két legjelebsebb gombabetegséggel, a
lisztharmattal Podosphaera leucotrichaés a varasodassaVdnturia inaequalis
valamint a bakteridlisiizelhalassal Erwinia amylovord szemben rezisztens fajtak
eléallitdsa jelenti. Ezt a célt szolgéljak a legujabblekularis stratégiak, mint példaul a

rezisztencia gén analdog (RGA) kapcsolt markeredjlei$ztése és alkalmazasa.

A kutatasaink elg célkitiizéseolyan RGA markerek azonositasa é€s teszteléseamnlt,
altalunk vizsgalt genotipusokon, melyek alkalmagakzisztenciagen(ek) jelenlétének,
illetve hianyanak kimutataséra.

Indoklas:

A kilonbozd noévények, patogénekkel szembeni rezisztencia génggyfoka
strukturalis konzervativizmust mutatnak, ezek az Nuocleotide-Binding Site (NBS)
vagy az Leucine-Rich Repeat (LRR) szekvenciak. Aeni tipusu szekvenciakra
tervezett primerek leh&téget adnak a rezisztencia génekhez kapcsolt neérker

azonositasara az alma genomban.



Masodik célunk olyan moédszer kidolgozésa, illetve fejlesztéset,volely alkalmas
.molekularis ujjlenyomat” készitésére az Aaltalunkzsgalt minden egyes fajtara,
tovabba felhasznalasaval azok szarmazasa (pedigigh)atarozhato.

Indoklas:

Az almafajtdk egyre ndvekvszama (tébb mint 15 ezer fajta a vilhgon) meglélvei
egyes genotipusok egyértdinés pontos azonosithatosagat és elkllodisidget mas
klonoktol, fajtaktdl, stb. E célra felhasznalhatéarkerek két nagy csoportjat a
morfologiai, valamint a napjainkban mar egyre @ddgtebben alkalmazott molekularis
markerek jelentik. A morfologiai markerek fenotipgan megjelehy 6rokibdé
tulajdonsagok gyakran nem elég informativak és nabgibhdsagukat a kornyezet
jelentsen befolyasolhatja. A molekularis markerek nagynyt, hogy megjelenésuiket
kornyezeti és episztatikus hatasok nem befolydsosZamuk korlatlan, mivel elvileg a

genom valamennyi allél formaja és azok kombin&aiéalmasak az azonositésra.

Harmadik célunk olyan molekularis markerek és technikak keresédeszielése volt,
melyekkel esetleg sikeresen lehetne rigymutacidgy naaloszitiséggel kivaltd
retrotranszpozonok jelenlétét, helyét a genombéektidni

Indoklas:

Uj fajtak kiindulo alapanyagai riigymutaciok is lemek. Ezek a mutaciok olyan
fenotipusos valtozasokat eredményezhetnek, mintiangics szine vagy alakja, a fa
mérete és alakja, elagazasi hajlam, stb. A rigynsotd az alapfajta kldnjainak
tekinthetk, melyek csak egy, vagy néhany gén mutans altéa@iaban kilonbdznek
az alapfajtatol, illetve egymastél. A fajtakoronliberigymutansok kozotti genetikai
kilonbségek tehat annyira csekélyek, melyek nagginnem tették lehévé
elktlonitésuket, molekularis markerekkel (pl. RARAKLP, SSR stb.). A kilénbségek
detektalasa érdekében ezért az AFLP és SSR magkevakamint egy Uj megkozelitést
(S-SAP) is bevontunk vizsgalatainkba, mely a resrgzpozonokat hatarold6 DNS
szekvenciak kozotti polimorfizmus kimutatasara bilas, ezaltal lehéséget adhat a

fajtakdrok egyes klonjainak molekularis elkilonées



2.|RODALMI ATTEKINTES

2.1. Rezisztencia gének és gén analdgok

2.1.1. Rezisztenciagének (R) és tipusaik

Novenyek esetében két, konnyen elkilonéihetmészetes védelmi rendszeaikidik a
korokozok felismerése és ellenik valé védekezémns@ones és Dangl 2006).

Az elsh csoport az un. erederidvagy altalanos rezisztencia, mely azon velesziilete
tulajdonsagokat foglalja magaban (bizonyos foku ieémmechanikai védelem)
amelyek akkor is jelen vannak ésikbdnek, ha a ndvény teljességgel korokozomentes,
steril kornyezetben fejtik. A morfolégiai és anatdmiai bélyegeken kivih@eéenyek
szamos masodlagos anyagcsereterméket is termatedlek mikroba gatldé hatasuak.

A masodik csoportot az adaptiv (szerzett) rezisztencia mechanizmudantjk. Ide
tartoznak a korokozo molekularis jeleinek felisnséngel és a jelatvitelt kouet
molekularis valaszreakcidokkal kapcsolatos mechansok. Maga a rezisztencia, a
patogén avirulencia Avr) gén ldkusza, valamint a novényi rezisztencia $aku
specifikus interakcidinak folyaman alakul ki (Dagl Jones 2001).

A ’'gén-gén szembeni’ hipotézis szerint — amely afdetosabb specifikus
rezisztenciaformat jelenti (Flor 1971) — a gazdagzzetben meglévrezisztenciagén
altal termelt fehérje, a patogéxvr gén altal termelt fehérjét, kozvetlenll ismeri. fel
Ennek hatasara a jelatviteli mechanizmuson kerkszdejtmagban kulonbézgének
atirdsa kovetkezik be, biztositva a ndvényi vakizeio alternativ lehéséegeit.

A nem kozvetlen receptor-ligand kapcsolat esetaremyi rezisztencia fehérje sajat, a
kérokozo altal valamilyen megvaltoztatott novérshérjével Iép kapcsolatba. Ez utdbbi
a ’'guard’ ¢rz6) (Dangl és Jones 2001; Chisholm 2006) hipotézisold€ids
szempontbdl a névény szamara az utdbbi Ut &zyékebb, mert a patogén evollcioja
gyorsabb, s a gyorsabban valtozé patogén drédatfehérjét nehezebb felismernie az
R-gén altal termelt receptornak, mint a sajat n§ivénedeti fehérjét, amelyet aAvr

fehérje modosit a fefzés soran.

Az R géneka védekezés és patogen felismerés elleni funkosdkditasaért felések.

Ezt a kapcsolatot &zor Flor (1971) figyelte meg, mikor a lenen a ¢tasda

9
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(Melampsora linj fertzést vizsgéalta. Abban az esetben, amikor a dominans
rezisztenciagén volt jelen a lenben, valamint a idéms AvrL gén a kérokozoban,
akkor a kapcsolat inkompatibilis volt. Arabidopsis thalianasetében Bseudomonas
syringae pv. maculicolalleni rezisztenciat aRPM1 gén kodolja (Nimchuket al.
2003). Abban az esetben, ha a novénRBM1 receptorral rendelkezett, akkor képes
volt védekezni a korokozé ellen. Abban az esethisepont, amikor a névény-patogén
kapcsolatbdl akar aRPM1 receptor, akar aAvrRpm1lelicitor hianyzott, a betegség
kialakult a névényben.

A legtobb RAvr kapcsolatban azonban még keveés adat all rendsiieeaémolekularis
felismerés mechanizmusa vonatkozasaban. A doharpailn@irus Tobacco mosaic
virus esetében példaul, az N gén altal meghatarozotsztencia soran, a&Avr-
determinans egy 126 kDa replikdz fehérje 50 kDak&eldoménje (Marathet al.
2002). A folyamat soran az N gén terméke ATP kdmsdvel kapcsolodik egy helikaz
doménhez. Az igy keletkézN fehérje (ADP/N) konformacioja megvaltozik, s kak
valik alkalmassa a rezisztencidhoz vézefatviteli rendszerkbvetkézelemével vald
reakciora (Uedat al. 2006).

A védelmi utvonalbol napjainkig szamos elem kerieghatarozasra. Szamos
rezisztenciagént klonoztak kulonkbmovényfajokbdl (Xiao 2006). Felépitésik alapjan
a tobbséguk leucin gazdag isnddiédi szekvenciat tartalmaz a C terminalis végukon
(Nimchuk et al. 2003). Hosszusagukban valtozatosak, valamint pato§s/vagy
biokémiai jelek felismerésében vesznek részt. deligik tovabba a szerin/treonin
protein-kindzok kisebb élorduldsi mennyisége. Ezek a kinazok féelk a rezisztencia
kialakithsaban részt véviehérjek kozotti kdlcsbénhatasok létrejottéert, rezékabb
eléfordulasuk feltételezhéen az elicitorokkal szembeni fajlagossagnak koéseinh
Ezek a domének a napjainkig klénozott reziszterrial legnagyobb részében (70%)
szintén megtalédlhatok, és ezek afsen konzervalddott régidk, elrendezésiiket tekintve
szigoru sorrendben kovetik egymast.

Maguk a receptor fehérjék két nagy csoportba sorolhatéak, az intracellularis
receptorok, melyek a citoplazmaban helyezkedneksebhz LRR doméneken kivil,
tartalmazhatnak nukleotid-kbtloméneket is. Ebben az esetben a kérokozo feleséer
koveen a nukleotidkdt régio kotdik a kulonbos jelatviteli molekuldkhoz, aktivalva
6ket. Az NBS motivumok olyan receptorokkal is kapa#dwan allhatnak, mint a Toll

vagy az interleukin-1 (TIR). A receptorok masik pagsoportja az extracellularis
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receptorok. (Hammon-Kosack és Parker 2003). A Wi rezisztenciagének elter
elicitorokkal léphetnek kodlcsdnhatasba, azonbafggzlinditott rezisztenciat indukalé
jelatviteli folyamatok nagyfokd hasonlésagot musktn(Kirdly 2004, Gaborjanyi és
Kiradly 2007). Szamos egyéb feltebieh igen fontos szerepet jatsz6 domént irtak le a
napjainkig vizsgalt rezisztenciagénekben. llyen imohok példaul az adenozin-
trifoszfat és guanozin-trifoszfat-kbtfehérjék, mint a P-loop (kindz-1a) és a kinaz-2,
valamint olyan putativ transzmembran domének mikinaz-3a, valamint Gly--Leu--
pro--Leu (GLPL).

Ezekre a funkcionalis motivumokra tervezett markieee szamos rezisztenciagént
azonositottak napjainkig. Vizsgalatainkban mi is ezekre a komav motivumokra
terveztlnk primereket, valamint az elierések soran is ezek meglétét vizsgaltuk. 2006
oktéberéig O6sszesen 63 novényi rezisztenciagénéliak és kldnoztak kilonbdz
novényfajokbdl (Xiao 2006, McHale 2006).1A tdblazatbana bizonyitottan (izolalt és
klénozott) rezisztencia géneknek tekinthetedményeketintettik fel. Az elmult évek
eredményeit a toébbi névény fajnal nem tartottukksegesnek felsorolni, mivel almabdl
napjainkig csak egyetlen rezisztencia géntr{/f2), klonoztak (Belfantiet al. 2004,
Malnoy et al. 2008).

HcrVi2 izolalt rezisztencia gén az rezisztenciagének etoportjaba tartozik, amely
receptor-szér fehérjéket (RLP) kddolnak, egy extracellularis LEBmént, és egy C-
terminalis membran receptort tartalmaznak. Hasomddisztencia gént &zor a
burgonyabdl Cf2/4/5/9 izolaltdk, ahol rezisztenciat biztosit@adosporium fulvum
korokoz6 gomba ellen (Jonest al. 1994, Hammond-Kosack és Jones 1997).
Azonositottak tovabba aArabidopsis-ban(RPP27, ahol aPeronospora parasitica

ellen nyUjt védelmet (Toet al. 2004).
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1. Tablazat: A kulonb6zd noévényfajokbol izolalt rezisztenciagének (Xiao,080

nyoman).
Ev Gén Novenyfaj Patogén Fehérje tipus  Hivatkozas
1992 Hm1l Kukorica Helminthosporium maydis (race 1) eR Johal and Briggs 1992
1993 Pto Paradicsom  Pseudomonas syringae p.v. tomato (avrPto) Kinase Martin et al. 1993
1994 RPS2 Arabidopsis  Pseudomonas syringae p.v. maculicola (avrRpt2) CC-NBS-LRR Bent et al.
Mindrinos et al. 1994
1994 N Dohéany Mosaic virus TIR-NBS-LRR Whitham et al. 1994
1994 Cf-9 Paradicsom  Cladosporium fulvum (avr9) RLP Jones et al. 1994
1995 RPM1 Arabidopsis  Pseudomonas syringae p.v. maculicola (avrRpm1) CC-NBS-LRR Grant et al. 1995
1997 Hsl(pro-1) Cukornad Heterodera schachtii Schmidt variant of RLP Caietal. 1997
1996 Cf-2 Paradicsom  cladosporium fulvum (avr2) RLP Dixon et al. 1996
1995 Xa-21 Rizs Xanthomonas oryzae p.v. oryzae (all races) RLK Song et al. 1995
1995 L6 len len rozsda TIR-NBS-LRR Lawrence et al. 1995
1997 Cf-4 Paradicsom  cladosporium fulvum (avr4) RLP Thomas et al. 1997
1997 mlo Arpa Blumeria graminis f.sp. hordei (all races) seven-TM Buschges et al. 1997
1997 M Len len rozsda TIR-NBS-LRR Anderson et al. 1997
1998 RPP8 Arabidopsis  Peronospora parasitica CC-NBS-LRR McDowell et al. 1998
1998 Cf-5 Paradicsom  Cladosporium fulvum (avr5) RLP Dixon et al. 1998
1998 RPP1 Arabidopsis  Peronospora parasitica TIR-NB-LRR Botella et al. 1998
1998 RPP8 Arabidopsis  Peronospora parasitica CC-NB-LRR McDowell et al. 1998
1998 I-2 Paradicsom  Fusarium oxysporum f sp lycopersici CC-NBS-LRR Simons et al. 1998
1998 Mi-1.2 Paradicsom  root knot nematode CC-NBS-LRR Milligan et al. 1998
1998 Xal Rizs Xanthomonas oryzae pv. oryzae CC-NBS-LRR Yoshimura et al. 1998
1998 RPS5 Arabidopsis  Pseudomonas syringae pv. tomato (avrPphB) CC-NBS-LRR Warren et al. 1998
1999 Bs2 Paprika Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (avrBs2) CC-NBS-LRR Tai etal. 1999
1999 Rx Burgonya Burgonya virus X CC-NBS-LRR Bendahmane 1999
1999 Rpl-D Kukorica Puccinia sorghi (rust) CC-NBS-LRR Collins et al. 1999
1999 Pib Rizs Magnaporthe grisea CC-NBS-LRR Wang et al. 1999
1999 RPS4 Arabidopsis ~ Pseudomonas syringae pv. tomato (avrRps4) TIR-NBS-LRR Gassmann et al.
1999
2000 Asc-1 Paradicsom  Alternaria alternata f.sp. lycopersici (AAL toxin) eR Brandwagt et al. 2000
2000 Pi-ta Rizs Magnaporthe grisea (avrPita) CC-NBS-LRR Bryan et al. 2000
2000 FLS2 Arabidopsis  Multiple bacteria (flagellin) RLK Gomez-Gomez and
Boller 2000
2000 RPP13 Arabidopsis  Peronospora parasitica CC-NBS-LRR Bittner-Eddy 2000
2000 HRT Arabidopsis  turnip crinkle virus CC-NBS-LRR Cooley et al. 2000
2000 Sw-5 Paradicsom  tospovirus CC-NBS-LRR Brommonschen 2000
2001 Mial Arpa Blumeria graminis f.sp. hordei (resp. race 1) CC-NBS-LRR Zhou et al. 2001
2001 Mla6 Arpa Blumeria graminis f.sp. hordei (resp. race 6) CC-NBS-LRR Halterman et al. 2001
2001 Vel Paradicsom Verticillium albo-atrum variant of RLP Kawchuk et al. 2001
2001 Ve2 Paradicsom Verticillium albo-atrum variant of RLP Kawchuk et al. 2001
2001 RPW8.1 Arabidopsis Multiple powdery mildew species TM-CC Xiao et al. 2001
2001 RPW8.2 Arabidopsis Multiple powdery mildew species TM-CC Xiao et al. 2001
2001 PBS1 Arabidopsis Pseudomonas syringae (avrPphB) Swiderski 2001
2002 R1 Burgonya Phytophthora infestans (race 1) CC-NBS-LRR Ballvora et al. 2002
2002 RPP4 Arabidopsis Peronospora parasitica TIR-NBS-LRR van der Biezen 2002
2002 Dm3 Képoszta Bremia lactuca CC-NBS-LRR Shen et al. 2002
2002 RRS-1 Arabidopsis Ralstonia solanacearum (race 1) TIR-NBS-LRRNLS- Deslandes et al.
WRKY 2002
2002 Rpgl Arpa Puccinia graminis f.sp. tritici variant of RLK Brueggeman 2002
2002 RCY1 Arabidopsis cucumber mosaic virus CC-NBS-LRR Takahashi 2002
2002 Hero Paradicsom  Globodera rostochiensis and G. pallida (nematode) CC-NBS-LRR Ernst et al. 2002
2002 Y-1RB Burgonya Burgonya virus Y TIR-NBS-LRR Vidal et al. 2002
2003 (Rpi-blbl) Burgonya Phytophthora infestans CC-NBS-LRR Song et al. 2003
2003 Erecta Arabidopsis  Ralstonia solanacearum; Plectosphaerella cucumerina RLK Godiard et al. 2003
2003 Lr21 Blza Leaf rust CC-NB-LRR Huang et al. 2003
2004 Xa26 Rizs Xanthomonas oryzae pv. oryzae (X00) RLK Sun et al. 2004
2004  Atl/At2 Sargadinnye  Pseudoperonospora cubensis eR Taler et al. 2004
2004 RPP27 Arabidopsis  Peronospora parasitica RLP Tor etal. 2004
2004 MIa7/10/13  Arpa blumeria graminis f.sp. hordei (race 7/10/13) CC-NBS-LRR Halterman 2004
2004 Pm3B Buza Blumeria graminis f. sp. tritici CC-NBS-LRR Yahiaoui et al. 2004
2004 Bs4 Paradicsom  Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) TIR-NBS-LRR Schornack 2004
2004 Hcrvf2 Alma Venturia inaequalis RLP Belfanti et al. 2004
2004 Fom-2 Sargadinnye  Fusarium oxysporum f.sp. melonis CC-TIR-NBS-LRR Joobeur et al. 2004
2004 RAC1 Arabidopsis  Albugo candida isolate Acem1 TIR-NBS-LRR Borhan et al. 2004
2005 Xa27 Rizs Xanthomonas oryzae pv. Oryzae two a helices Gu et al. 2005
2005 R3a Burgonya Phytophthora infestans CC-NBS-LRR Huang et al. 2005
2005 RFO1 Arabidopsis  Fusarium wilt variant of RLK Diener 2005
2005 Rpi-blb2 Burgonya Phytophthora infestans CC-NBS-LRR van der Vosse 2005

2.1.2. Rezisztencia gén analégok és markerek

A kilénb6z noveényfajok rezisztenciagénjeinek termékei

nagyfoktrukturalis

konzervativizmust mutatnak. Az NBS domén konzeweaggioira tervezett degeneralt

primerekkel tébb névényfajbdl sikertlt a rezisziangénekhez kapcsolt IRGH, vagy
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mas elnevezés szerint, RGA markerekettalalni. Nevezéktanuk alapjan a
tovabbiakban, csak RGA megnevezést hasznélunk.

Napjainkig kulonbod novényfajokban talaltak RGA-kat: burgonya (Leistr al.
1998), Solanum caripens€Grube et al. 2000, Trognitz és Trognitz 2005%z0ja
(Kanazinet al. 1996, Yuet al. 1996, Grahanet al. 2002), Arabidopsis thaliangAarts

et al. 1998), kukorica (Collingt al. 1998), buza, rizs, arpa és egyéb gabonafélék (Chen
et al. 1998, Magoet al. 1999, Pan és Wendel 2001), citrus (Detal. 2000), kavé
(Noir et al. 2001), kaposzta (Vicente és King 2001), cukorri@aséiet al. 2003), alma
(van der Linderet al.2003; Baldiet al. 2004).

Az azonositott szekvencidk egy részének térképeigsor kerllt, mely bizonyitotta,
hogy szoros kapcsolatban allnak az ismert rezisietgénekkel éQTL-ekkel: arpa
(Meyerset al. 1999), borsé (Timmerman-Vaughanal. 2000), repce (Fourmaret al
2001), (Huettel et al., 2002; Rajeshal. 2004); széja (Penuekt al. 2002), kukorica
(Quint et al. 2003), s#l6 (Di Gaspero és Cipriani 2003), cukorrépa (Hungeml.
2003), Pinus monticola(Liu és Ekramoddoullah 2003), napraforgd (Radvednal.
2004), kakao (Clemenet al. 2004), buza (Dilbirligiet al. 2004); Avena strigosa
(Irigoyen et al, 2004), cirok és cukornad (Mcintryet al. 2005), gordgdinnye (van
Leeuwenet al. 2005), foldimogyoré (Yuksedt al. 2005).

NBS-LRR tipusu géneketnagy szamban azonositottak a kulortbébvenyfajokban,
pl. az Arabidopsis thalianal49, mig az rizs 480 kulonb®2NBS-LRR gént hordoz
(Meyerset al. 2003; Yanget al. 2008). S#loben és nyarban 535 és 416 NBS kddolo
gént azonositottak (Yangt al. 2008), ebBl 459 valamint 330 NBS-LRR kodold gén
volt. A fennmaradé 76, illetve 86 gén nem tartalotat RR doméneket. Ujabban 330
NBS kodoldé gént detektaltak dedicago truncatulagenom részleges (58%-0S)

szekvenalasa soran (Amelie-Torregresal.2008).

Rezisztenciagénekhez szorosan kapcsolt molekutdaikereknek nagy jeletgégik
van a kutatasban és a gyakorlatban egyarant. 8ggkisel, pl. korai szelekcio
végezhet egy keresztezési populaciéban a rezisztenciagénlgeere. Ez kulondsen
fontos, mivel a betegség fogékonységra illetve rameiara/rezisztenciara iranyulo
fenotipusos értékelés sokkal &Bb és altalaban nehezen végeéhet. A tartos

rezisztencia kialakitasa, a rezisztenciagének pit@dsa, a & géneken kivil kisebb
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hatasu gének bevitelének bizonyitasa, megbizhatdekniaris markerek nélkul

nehézségekbe utkozik.

Alma esetében is terveztek mar degeneralt primedaiezervativ régiokra. Az NBS
régio P-loop, kinase-2 és GLPL motivumaira sike@0t alma RGA-t klonozni és
jellemezni (Baldiet al. 2004). A 'Fiesta’ é€s 'Discovery’ fajtak és kapdsabi térképek,
és a konzervalt régidkra tervezett 27 primer pdnafeznalasival 6sszesen 18 RGA
térkép pozicigjat sikerilt is meghataroztak. Catergg al. (2005) moddositott
megkozelitést (nucleotide-binding profilozas) atkaktak az RGA-k detektalasahoz.
Olyan adapter primert hasznaltak, mely az NBS kdaébiojahoz kdidik. Az NBS-
hez kapcsolédé markerek alkalmazédsa szadmos fagtabes lehéwé tette a polimorf
markerek kifejlesztését (Van der Lindenhal. 2004). 'Discovery’ x 'TN10-8 utodaibdl

3 enzim/primer kombinacidjanak tesztelése sorapdiiznorf marker alkalmazasa soran
43 primert sikerrel térképeztek (Leeal.2003). A polimorf mintazatok szekvenalasat
koveen, 23 szekvencia mutatott homologiat a mar isiRegénekkel illetve RGA-val.

A tovabbi elemzésik ravilagitott arra, hogy a 28ksencia az NBS domeén régiobol
szarmazik, amely azért is nagyon fontos, mivel ekgzncia adatbazisokban fellelbiet
RGA legnagyobb része NBS ereileA térképezés soran a legtobb marker klaszterekbe
tomorult, a mar azonositott lisztharmat és varasoeléeni rezisztencia gének koré

csoportosulva.

2.1.2.1. Alma lisztharmat (Podosphaera leucotricha)

A lisztharmat az egyik legveszélyesebb alma beteg¥ébb mint 20 peszticid van
alkalmazasban az Eurdpai kereskedelmi fajtdk eseféh varasodas és lisztharmat
betegség meg&tésére (Mac Hardy 1996). A férbtt novényi részeken kialakuld
Jlisztes” bevonatot nevezzik lisztharmatnak, amig@mba konidium-tartéinak és
azokon lefiz6d6é konidiumoknak a tomege. Annak ellenére, hogy AHermat gombak
faj specifikusak, a tlneteik a legtdbb ndévényenohkik. Egy gombafaj csak egy
gazdandvényt vagy rokonfajait képes megdfart, mint példaul az alma lisztharmat
korokozoja Podosphaera leucotrichaaz alman kivil nagyon ritkan a kértén, birsen és

a naspolyan fordulhatdl
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Aderhold (1902) mar a 20. szazad elején megfigg&kisvégzett a lisztharmat elleni
valamilyen foku rezisztenciat biztositdé fajtdkkah rezisztens fajtak és klonok
eléallitasa fontos célja volt a klasszikus nemesit#sigramoknak a 20. szdzadban
(Kovacs 1984, Laurens 1999). A lisztharmat ellezmisztencia kialakitdsara kéh f
forrast hasznaltak. A poligénikus rezisztencidalus x domestickol, monogenikus
rezisztencia pedig a vadlalus fajokbdl, illetve diszMalus tipusokbdl szarmazik. A
Malus robustPI-1 és aMalus zumiPI-2 voltak az el§ képvisebi ezeknek a géneknek,
(Knight és Alston 1968). Ezeket kovették a 'Whitagkl'-bsl szarmazdPl-w (Gallott

et al. 1985; Simon és Weeden 1991), a ‘D18l-bzarmazdPI-d (Visser és Verhaegh
1976, 1980; Jamext al.2004) MIS szarmazBl-m (Dayton 1977) gének.

A rezisztencia kialakitashokapcsolt molekularis markerek kifejlesztése jelenti a
legracionalisabb utat, mely leldseget nyuljt szamunkra, hogy a széban forgo
rezisztencia gének jelenlétét folyamatosan teszssilik a nemesités soran. A fontosabb
lisztharmat rezisztencia gének esetében a molekukdarkerek mar rendelkezésre
allnak: PI-1 (Markusseret al. 1995; Dunemanet al. 2007),PI-2 (Seglias és Gessler
1997; Dunemanet al. 1999; Gardineet al. 1999; Caffier és Laurens 2005; Caffier és
Parisi 2007)PI-m (Gardineret al. 2002),Pl-w (Evans és James 2008)-d (Jameset

al. 2004; James és Evans 2002) {ablazaf). Eddigi tudasunk alapjaRl-m ésPI-2
gének egymassal kapcsoltak, amely kapcsoltsagadliédikus is lehet (Gardinegt al.
2003). Napjainkig tobb gént hasznaltak fel almalmalyek azonban kébb mar nem
biztositottdk a rezisztenciat, ilyenek voltak példdisztharmat esetében, BI-m
(Lespinasse 1983) ésPd2 gének (Caffier és Laurens 2005, Vaffier és Pa@7). A
molekularis markerek kifejlesztésének éelepése azoknak a géneknek (QTL) az
azonositasa és térképezése, melyek részt veszmekisatencia kialakitasaban. Ezt
koveen lehet azokat felhasznalni kulénbozélokbol, mind szantofoldi, mind
faiskolai utddokon. (Stankiewicz-Kozgt al. 2005).

Két nagy Europai projekt az EAGMAP (Kirggd al. 1991) és a DARE (Lespinasseal.
2000) foglalkozott az alma genotipizalasaval, midhg:n a lisztharmat rezisztencia
genetikai hatterét is vizsgaltak. Az elmult tiz émbszamos rezisztencia gén kerult
térképezésre annak érdekében, hogy kdnnyebbé kg$chasznalatat, megbizhatd és
tobbszords rezisztencia kialakitdsa sordn (Gareinal 2007, Buset al. 2010).
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Az ize és zamata miatt kdzkedvelt 'Jonathan’ ajgf@lyan fogékony a lisztharmatra,
hogy 10-14 naponta permetezésre van szikségetdxdere kiulondsen fogékony még
a 'Parker pepin’ és az 'ldared’ is. Lisztharmateddverzékenysége miatt a 'Cox narancs

renet’ és a 'Gravensteini piros’ fajta mar teljesdifint a kereskedelmi forgalombal.
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2. Tabl4zat: Lisztharmat rezisztencidhoz kapcsolt molekulargskarek

Lokusz:PI-1; Idared x 78/18-4 CAPS Lesemann and
LG12 Dunemann 2006

Lékusz:PI-2; Royal Gala X A689- RAPD-SCAR Gardineret al.
LG11 24 2003

Lokusz:PI-d; Fiesta x A871-14 SSR Jameset al 2004
LG12

Lékusz:Pl-m Fuji X MISop SCAR Gardineret al

93.051 G02-054 2003

Lokusz:Pl-w; White Angel; Prima X Izoenzim Batlle and Alston
LG8 Fiesta 1996

Lokusz:Pl-w; D12 x White Angel SSR, SCAR Evans and James
LG8 2003

AB679-2 térképen:

LG3, 5, 16 lduna X A679-2 SSR Kellerhalset al.
Iduna térképen: 2000
LG2,3,5,7,8,9

U211 térképen:
LG2, LG3, LG4 Idared x U211 AFLP, SSR Stankiewicz-Kosyl
Idared térképen: et al.2005
LG3
LG1, 2, 8,10, 14,17  Discovery x TN10-8 AFLP, SSR Calenge and Durel

2006

2.1.2.2. Alma venturias varasodas (Venturia inaequia)

A rezisztencia szempontjabol legjobban tanulmangoietegség az almaban a
varasodas, amelyet\éenturiaceaecsaladba tartoz@enturiainaequalispatogén gomba

okoz. A kérokozé nemcsak a leveleket, hanem a glistibis megtamadija. A kartétel
nyoman, a levélen &zor 5-10 mm atméji, kerek, halvanyzdld, a levél szine felé
kidomborodé foltok mutatkoznak, majd a foltokon rgr barsonyos konidiumtartéd
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.gyep” tor eb. A levélfolt szirkésbarna sZidesz, majd elhal. A fiatal gyimadlcson
elészor apro, majd a gyumolcs fajiésével, méretében egyre novélsdtétbarna foltok
lathatok. Késbb a foltok elpardsodnak, varasak lesznek. A gyisifdlloldalasséa valik,

enyhén berepedezik.

Az almafa-varasodassal szemben rezisztens fajigdllitdsa tobb évtizedes mudltra
tekint vissza. Az elsvarasodas-rezisztens fajtakalitasat célzo kisérletek mar a 20.
szazad elején elkeédtek (Aderhold 1902). Az USA-ban ez a munka az 1820
evekben kez#tlott, a Malus floribunda821’ x 'Rome Beauty’ keresztezéssel. Hough
(1944), illetve Hough és Shay (1952) kisérleteiohidtottak, hogy avialus fajok a
varasodassal szembeni rezisztencia hordozéi. Ekekif@goknak génjeit hasznaltak fel

a klasszikus keresztezésekre alapozott nemesitésnél

A jelenleg termesztett varasodas rezisztens faglidllitdsa sordn forrasként a
legnagyobb aranybanM. floribunda821-et ¥/f) klont hasznaljak (Crosbst al. 1992).

A varasodas rezisztens fajtdk celgeneraciéja 1970-1981 kozétt jelent meg a
koztermesztésben (USA, Kanada, Franciaorszag, Nészéfy, Romania, korabbi
Csehszlovakia). A ’'Prima’, 'Priam’, 'Querina’ ('Htima’), 'Freedom’, 'Liberty’,
'Macfree’, 'Priscilla’, 'Nova Easygro’, 'Redfree’Jonafree’, 'Gavin’, 'Sir Prize’ fajtak
és tarsaik éiszor nagy reményt keltettek a termékzkérében. Hamarosan azonban
kiderult, hogy a rossz széllithatésag (pl. 'Sirzefj, a kismérdi gyimolcsok (pl.
'Priam’), a rossz tarolhatésag (pl. 'Prima’), aztssed, kasasodd gylumolcsdk (pl.
'Priscilla’), a gyumodlcsfarakra, a fitoftoras kérethadasra valé érzékenység (pl.
'Prima’, 'Priscilla’, 'Priam’, 'Sir Prize’) miatt, tartés sikerre ezek a fajtak nem
szamithattak, és nem vehették fel a piaci versangagyomanyos, kivald ntisédi
fajtakkal (Silbereisen, 1985; Palartal. 1987).

Kisebb-nagyobb poligénes varasodas rezisztenceoklrégi fajta is rendelkezik. A

rezisztenciajuk azonban nem stabil, mert nem mirmdyen és feltétel kozott biztositja
az ellenallésagot. Ez attdl is figg, hogy a kérakamelyik rassza van jelen. A

poligénikus rezisztenciaju fajtak kdzul az Antonavkalaltak leginkabb megbizhatonak
(Brown 1975; Virscek-Marmt al, 1994). Bar Silbereisen (1985) azt is megjegyzi,yhog
az ’'Antonovka’ azeért alkalmatlan rezisztenciafoké®, mert a kedvétlen

gyumolcstulajdonséagait is orokiti.
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A varasodassal szemben stabilan rezisztens és Okit@mesztési — valamint
kereskedelmi tulajdonsagokkal rendelkeajtak nemestire még komoly feladatok
varnak. Ezt tamasztjak ald azok az Ujabb eredmérgmielyek mind a rezisztencia
tartossagaval, mind a gyumolcsiiseg javitasaval kapcsolatosakéstérbe kerilt a
korokozo kulénboé& rasszainak problémaja is. Chevalier és Lespingk3@l) arrol
szamolt be, hogy ¥mrezisztencia kevésnek bizonyult a korokozo Ujaddsza ellen,
és aVvf-rezisztencia, amelyetM. micromalusszolgéltat, a kérokozé 5. rassza ellen nem
volt hatasos. Az ébbi szerdk elgsként vizsgaltak, hogy sejttani, szovettani
szempontbdl milyen 6sszefiiggés van a novenyi vaasz korokozé kulénféle rasszai

kdzott.

Lespinasseet al. (1979) korabban felhivta a figyelmet arra, hogy;aénen alapulo
rezisztencia is barmikor megstet, a korokoz6 alkalmazkodasa kbvetkeztében. Brow
(1975) ezért is utalt arra, hogy céldzéenne a monogénes €s poligénes rezisztencia
kombinaldsa az utédokban. Az Gjabb eredményekziémnyt megeisitik. Fischeret

al. (1994) ugy talélta, hogy #Malus floribundarezisztens utdédainak egy részénél
kesibb kovetkezett be a rezisztencia mértékének cs@deen A legtartdosabb
rezisztenciat a/f + Vr; Vf + Va Vr + Va gének kombinécidja adta a keresztezések

soran.

A korokozé Moldavidban azonositott egyik rasszatédmn bizonyitottak, hogy a
koztudottan stabil rezisztencigju 'Prima’ fajtatkipes feiizni. A kdrokozo rasszainak
szama a j6§ben varhatéandmi fog, abban az esetben, ha az Ulltetvényekbemdkiaza

varasodas rezisztens fajtakat fognak telepiteni.

Az Ujabb nemesitési programoktdl a tartésan va@sadzisztens és egyben kivalo
aruértéki almafajtak megjelenése varhato (Fischer 1994 eJetred. 1994).

A rezisztencia kialakitasabgelenleg 16 6 gént azonositottak napjainkig (Williams

és Kuc 1969, Lespinasse 1989, Bénaouf és Pari§i, irelet al. 2000, Hemmakt al.
2002, Patocchet al. 2003, Tartariniet al. 2003, Gessleet al 2006, Buset al. 2009,
Patocchiet al. 2009, Sorianet al. 2009). Az el§ fobb varasodas-rezisztencia géneket
a kis gyimolcs azsiaiM. Floribunda821 {/f), M. pumilaR12740-7A Yr, Vh2, VhJ,

M. baccata jackii(Vbj), Hansen’s baccat&?2’ (Vb), PI172623 Ya), M. micromalus
245-38 ¥m) valamint aM. astrosanguine®04 {/m) fajtakban talaltak meg (Williams
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és Kuc 1969; Lespinasstal. 1989). Tovabbi rezisztencia gén forrasok kozélbatdk
a 'Golden Delicious’(Vg), GMAL 2473(Vr2), 'Durello di Forli’ (Vd) valamint, aM.
sylvestris W193KVh8) fajtdk (Durelet al. 2000, Tartariniet al. 2003; Patocchét al.
2004; Buset al. 2004, 2005a, 2005b3(tablazas).

3. Tablazat: Varasodas rezisztencidhoz kapcsolt molekularikenak

Lékusz: Va; Antonovka P1172623, RAPD, SCAR Hemmatet al. 2003
LG1 Fortune x PRI 1841-
11; NY489 x PRI
1841-11
Lékusz: Vb; Hansen's Baccata #2; RAPD, SCAR Hemmatet al. 2003
LG1 Empiere x Hansen’s
Baccata #2
Lékusz: Vb; Golden Delicious x SSR Erdinet al. 2006
LG12 Hansens baccata#2
Lékusz: Vd; Durello di Forli x RAPD Tartariniet al. 2004
LG10 Fiesta
Lékusz: Vbyj; Malus baccata jackji SCAR Gygaxet al. 2004
LG2 A722-7 x Golden
Delicious
Lékusz: Vd; Durello di Forli RAPD Tartariniet al. 2004
LG10
Lékusz: Vf; Markers tested in SSR Vinatzeret al.2004
LG1 Florina x Nova

Easygro progenyand
55 cultivars or

selections
Lokusz: Vth M. floribunda 821 Bénaouf és Parisi
2000
Lékusz: Vg; Golden Delicious; RFLP Durel et al.2000
LG12 Prima x Fiesta
Lokusz: Vh8; Malus sieversii SCAR, SSR Buset al. 2005
LG2 W193B;
Royal Gala x M.
Sieversiiw193B
Lokusz: Vj Jonsib Korban and Chen
1992
Lokusz: Vm; Malus micromalus SSR Patocchiet al. 2005
LG17 Golden Delicious x
Murray
Lékusz: Vh2 Russian apple RAPD Buset al. 2005
R12740-7A; Royal
Gala x TSR34T15
Lékusz: Vh2, Royal Gala x SSR, RAPD Buset al. 2005
LG2 TSR34T15
Lékusz: Vr2, Russian apple AFLP Patocchet al.2004
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LG2 R12740-7A; GMAL
2473 x Idared
Lékusz: Vh4, Russian apple SCAR Buset al. 2005
LG2 R12740-7A; Royal
Gala x TSR33T239
Lékusz: VT57 Sciglo x A6BR03T057 SSR Buset al.2005b
LAkusz: Prima x Fiesta RAPD, SSR, Durel et al.2003
LG1, LG11, LG15 RFLP, SSR
Levél varasodas:
LG6, 7,10,11,12,17  Fiesta x Discovery SSR Liebhardet al.2003b
GylUmolcs varasodas:
LG15, 17
LG2, 5,12, 13, 15,17 Discovery x TN10-8 SSR, AFLP, Calengeet al. 2004

Vg l6kusz

A fogékony 'Gala’ fajta esetében sikerilt bizongitehogy a napjainkig egyediliként
klbnozottHcrVi2 gén alkalmas varasodas elleni rezisztencia kig@séfa (Baldet al.
2004). Az LG 2-n fellelhét Vr2 f6 varasodas rezisztencia gén szamos NBS markerrel
koszegregalt. Az LG 10 esetében 4 NBS markert p&kék kozel avd putativ

V4

szelekcio a legkdnnyebben vége#heizonban még egy RGA-t sem alakitottak at.

Amennyiben a rezisztencia génékiossak egyet épitiink be az Uj fajtdba, valGsizia
nem érunk el hosszu tavu rezisztenciat, mert aatdam megjelehj rasszok ,letorik”
az ellenall6 képességet. Ez az eset torteNf eezisztenciaval (Pariset al. 1993),
valamint egyéb rezisztencia gének esetében is Hislialy et al. 1996; Kochet al.
2000). A tartds rezisztencia elérése szempontj&mljelenthetne megoldast, ha
egyszerre tobb rezisztencia gén forrast vonnanak imesitésbe (piramidalas). Olyan
fajtak kivalasztasa szikséges, melyek kulodbiezisztenciagénekkel rendelkeznek.
Ezeknek a kivalasztasahoz és sikeres felhasznalasdfijthatnak kivalo segitséget a
rezisztencia génekhez bizonyitottan kapcsolt mdéelas markerek. Az ékokben
ismertetett varasodas rezisztencia gének esetéb&fr gén kivételével — mar ismertek

ilyen molekularis markerek.

A Vb rezisztencia génhez kapcsolt marker a RAPD-B@2®It (Hemmatet al. 2003).
A Vb gén az 1-es kapcsoltsagi csoportba tartozf génnel egytutt (Maliepaard et al.
1998). Erdin et al. (2006) GSE (Genome Scanning Approach) megkozelités

alkalmaztak 47 SSR markerrel 'Golden Delicious’ #$ansen’s baccata #2'
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szubfajokon. Két SSR markert (Hi02d05 és Hi07f01) atkasnak talaltak &b térkéep
VE-t6l (Dayton és Williams 1968). Ezt a markerezésiraga sikeresen alkalmaztak a
Vr2 és aVmrezisztencia gének térképezésenél is (Pat@tali 2004, 2005).

Napjainkig 0sszesen 0t varasodas rezisztencia 26Kku&2 és Vh4 (Bust al. 2005a),
Vr2 (Patocchiet al. 2004), Vh8 (But al. 2005b), Vbj (Gygaet al. 2004) térképeztek
az LG2-n (Calenget al.2004).

Patocchiet al. (1999) 2071 egyedet vizsgalva megallapitotta, gy R gén, az LG1
pozicioban talalhatd két marker kdzott (M18 eés AWM INIcM tavolsagra. Ez kozvetve
hozzajarult a napjainkig egyeduli klonozott almagen (HcrVf2) felfedezéséhez is
(Belfantiet al. 2004, Malnoyet al. 2008).

A ’Starking’ fajtakér nagyon fogékony a betegsednasoniéan a ’'Jonagold’ és a
'‘Gala’ fajtdkhoz. A 'Jonafree’, 'Redfree’, 'Pris@l, ’'Liberty’, 'Britegold’, 'Trent’,
'Priscilla’ a rezisztens fajtak kozé sorolandoakgraban sajnos egyikik sem tekinthet

f6 kereskedelmi fajtanak.

2.1.2.3. Alma tizelhalas (Erwinia amylovora) rezisztencia

A korokozo azErwinia amylovorabaktérium, az almatermégytumolcsfak mellett tdbb
disz és vadfajt is képes megéami. Ez a betegség veszélyessége miatt, a zarlat
elrendelését igén§lkorokozok kozé tartozik, ezért a hatalyos jogshaikaalapjan a
foldhasznalénak vagy terndelek a betegség megjelenését vagy annak gyanujat
haladéktalanul jelenteni kell az illetékes novéay-talajvédelmi szolgélatnak. Mivel ez

a baktérium az intenziv védekezés ellenére tekgasitasaval minden évben szamolni
lehet.

Az Erwinia amylovora(baktériumos virag- és hajtasszaradas) altal dkdmtegség
elleni védekezés nagyon nehéz és draga, ezért figetos a rezisztens fajtak
termesztésbe vonasa olyan téhalyeken, ahol a korokozd megjelenésére szamitani
lehet. Brown (1975) szerint nincs teljesen immdajs, és aMalus nemzetségben sincs

rezisztenciaforras. Eltérés lehet a fajtak kdzdtbeokozd behatoldsanak gyorsasagara
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nézve, mely szempontbdl a fajtdk poligénes megbatéisagot mutatnak. A féres
tinetei ebszOr virdgzas idején jelentkeznek, a viragok meaghdaek, majd
megfeketednek, de nem hullnak le. Hajtagla¥s esetén a fiatal hajtasvégek
pasztorbotszéen meggorbulnek, a levelek megbarnulnak, de adudtin maradnak. A
gyumolcsokon fonnyadas, barnulas, feketedés figfelmeg, és a mumifikalédott
termések az agon maradnak. A fogékony ndévényiaéaechanikai sériléseken, vagy a
rovarok okozta sebzéseken kiviil, a természetedsokion (pl. l[éginyildsok) keresztll

is megferézédhet.

Napjainkig szamos heterolog gén (tehat nellalusbol szarmazdé gének)
felhasznaldsaval prébalkoztak abbol a célbdl, hoggelhalds rezisztens fajtédkat
allitsanak & (Gessler és Patocchi 2006). #z¢lhalas esetében is bebizonyosodott,
hogy rezisztencia kialakitasat kvantitativ bélyagkkell felfogni, mind a vad fajok,
mind a termesztésben EWalus és Pyrus fajtak felhasznalasa esetén (Brisset et al.
2002; Dondiniet al. 2004; Durelet al. 2004). Rezisztenciahoz kapcsolt QTL-eket mind
korteben (Dondinet al. 2004), mind almaban (Calengé al. 2005; Khanet al. 2006)
azonositottak. Tovabbi QTL-akrszamoltak be a vaMalus fajokban Malus robusta

5, Malus‘Evereste’) (Peikt al. 2007).

Calengeet al. (2005) olyan tizelhalas rezisztenciahoz kapcsolt QTL-eket azootbsit
melyekkel a fenotipusos valtozasok 34,3-46,6%-ayaxa@ghato voltEz a QTL a 7-es
kapcsoltsagi csoportba tartozott a 'Fiesta’ fajtalma kisérlet soran két ismétlésben is
azonos poziciét mutatott 'Fiesta’ x 'Discovery’eitie 'Prima’ x 'Fiesta’ keresztezések
esetében is. Négy kisebb hatasu QTL-t is meghdtkaz 'Fiesta’ 3-as kapcsoltsagi
csoporton belul, valamint egy masikat — szintén-as Isoporton belll — a 'Prima’
fajtdban. Tovabbi két QTL-t azonositottak a 'Diseoy fajtdban a 12-es és 13-as
kapcsoltsagi csoportokon. A térképezés soran bimttak, hogy az F7-es QTL
pozicidja egy ismert RAPD primétt(GE80-19-0550) 1 és 6 cM-en belll van. Az
ismert RAPD primerhez legk6zelebbi SSR marker a 48488, mely 25 cM-re talalhat6
a 'Prima’ x 'Fiesta’ keresztezésben valamint 31 @Maz 'Fiesta’ x 'Discovery’
keresztezésben. Khaat al. (2007) a 'Fiestaban’ és tovabbi tolerans 'Floriéa’’'Nova
Easygro’ fajtdkban vizsgalt QTL-ek két oldalara keaeket terveztek (AE 10-375 és

GE-8019), melyek alkalmazhatosagat mar utddnemasddék is sikeresnek talaltak.
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A tiizelhalasra napjainkig még nem sikerdilrézisztencia gént azonositani, bar reil

al. (2007) feltételezik, hogy Mlalus X robusteb, 3-mas kromoszomajan megtalalhato

az egyik 6 gén @. tablazay).

4. Tablazat: Tizelhalas rezisztencidahoz kapcsolt, térképezettkatdids markerek

LG7F Prima x Fiesta RAPD Calengeet al.
Fiesta x Discovery 2005
LG3P Prima x Fiesta SSR Calengeet al.
2005
LG3F Fiesta x Discovery AFLP Calengeet al.
2005
LGD12 Fiesta x Discovery SSR Calengeet al.
2005
LG13D Fiesta x Discovery AFLP Calengeet al.
2005
LG7F Fiesta x Discovery AFLP Khanet al. 2006
LG3R Idared XMalus SSR Peilet al.2007
robusta
LG7F Idared XMalus SSR Peilet al.
CH03e03-hoz robusta 2007
csatlakoz6
LG3R IdaRed XMalus SSR Peilet al.
CHO03e07-hoz robusta 2007
csatlakoz6
LG7 Milwa x 1217 SCAR Khanet al. 2007
LG7F Milwa x 1217 SCAR Khanet al 2007
LG7F Milwa x 1217 SSR Khanet al. 2007
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Napjainkra Uj fajtakat allitottak &l hagyomanyos nemesitési eljarasokkal és

szelekcioval (Kellerhals és Christen 2006, Kellésleaal. 2007).

A korokozoval szembeni rezisztenciagénjeMafloribunda és néhany fajta ('Clivia’,
'Golden Delicious’, 'Alkmena’) hordozza (Fischer,994). Rezisztens fajtanak
tekinthetek a 'Mclintosh’, 'Discovery’, mig fogékony fajtanak 'Jonathan’, 'Rome’,

'Granny Smith’ tekinthetek.
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2.2. Almafajtak molekuléris vizsgéalata

2.2.1. Almafajtak vizsgalata mikroszatellit markerekkel

Eukaridta szervezetek, igy a magasabbiendvények genetikai allomanya nagy
mennyisé§ repetitiv DNS szakaszt tartalmaz. Az isrbédl elemek aranya, némely
fajban akar a teljes genom 80-90%-at is elérhetiistnétbds elemek elhelyezkedése a

genomban lehet szétszort, illetve tandem, valagaak kombinacidja.

A tandem elrendezédsmétbdések kozé tartoznak a szatellit DNS-ek, a ribos#iém
RNS gének, a telometrikus isni@tések, valamint a mini- és mikroszatellit DNS-ek. A
mikroszatellitek 1-5 nukleotidnyi méréek és tandem ismétésként altalaban a
genom heterokromatikus, intergénikus régidibandéetan helyezkednek el. Egyster
ismétbds szekvencialSimple Sequence Repedisiditéseként SSR-nek is nevezik.

A tandem-ismétldé szekvenciak élkt és utan konzervativ DNS szakaszok talalhatok,
melyekre primert tervezve, a kozottuk elhelyezkedhikroszatellit szekvencia
felszaporithatd. A polimorf mikroszatellitek detélétsdnak modszeréekor 1989-ben
irtak le (Weber és May 1989).

Az SSR markerek kifejlesztésének tdbb madodja varedalapveaibb lehetség DNS

kléntar létrehozasa, majd hibridizacié kulonboprébakkal az ismettésekre

(Merdinoglu et al. 2005). A ndévényekben leggyakoribbak a dinukledasishétbdések

példaul az (AT)/(TA), (AG)/(CT) vagy a (AC)/(GT) égercrantzt al. 1993, Thomas

és Scott 1993, Wangt al. 1994). Tovabbi lehéségeket jelent pl. az EST
szekvenciakra tervezni SSR primereket (Saittal. 2000), valamint més fajokban
kifejlesztett és eredményesen alkalmazott mikredi#tatmarkerek felhasznalasa
(Agrawalet al. 2006).

A mikroszatellitekre alapozott SSR markerek, vagiraszatellit markerek széleskor
alkalmazasukat annak készonhetik, hogy a révidaammétbds szekvenciakbdl allé
motivumok gyakori dfordulasuak, egyenletesen oszlanak el a genomban,

génkolcsonhatasok nem befolyasoljak, hipervarigdidi és Mendeli kodominans
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oroklédést mutatnak. Az eredmények kilonbozlaborok kozott pontosan
reprodukélhatok, valamint a markerezési folyamatnriy@n kezelhét Pozitiv
tulajdonsagai miatt polimorfizmus kimutataséara,tdaponositasra és térképezésre
kifejezetten alkalmasak (Kisst al. 1999). A technika j6l alkalmazhat6 taxondmiai
vizsgalatok, vagy fajtaazonositas céljara, de kadantidgja és a nagyfoku

polimorfizmusa miatt kapcsoltsagi térképek késéiég is eredményesen hasznalhaték.

A mikroszatellit primereket novényekben @&ént Weisinget al. (1991) és Beyermann
et al. (1992) alkalmaztak kulonbézAajtak és vonalak megkulonbdztetésére. Az elmalt
masfél évtizedben a mikroszatellit markerek kil@iboéélbol felhasznélasra keriltek
szinte az 6sszes gazdasagi szempontbdl fontos yfayedd: pl. napraforgd (Seniaat

al. 1996; Creganet al. 1999), kukorica £ea may} uborka (Fazioet al. 2002),
rozsafélék (Pedryet al. 2002), tok (Pariset al. 2003), buza (Shen et al. 2005) és
Brassica (Soengaset al. 2006), sz6ja (Mimuraet al. 2007), valamint goérégdinnye
(Kohpayeganet al.2008), korte (Volket al. 2006; Briniet al. 2008).

2.2.2. Almafajtak vizsgalata SSR markerekkel

Mikroszatellit primereket almabanéslzér 1997-ben alkalmaztak (Guilfoed al. 1997)
olyan DNS kléntarak tesztelésekor, melyekben GA-GAsismétbdéseket kerestek.
Osszesen 14 SSR primert sikerilt kifejleszteni, yiw#l 4 hasznalata komplex
mintazatot eredményezett, bizonyitva, hogy tobb usakdl is felszaporodhat
mikroszatellit régié. Tovabbi 10 ,single locus” préer alkalmazaséval bizonyitottak,
hogy a mikroszatellit primerek a kulonbzgenotipusok azonositasara almaban is
sikerrel hasznalhatok. Kisérleteikben mar 3 maikeiegendnek bizonyult a vizsgalt
21 almafajta elkulonitésére (Guilfoed al. 1997).

Ezt kbveben Hokansoret al (1998) sikerrel tesztelt nyolc Uj SSR prime#, tétellbl
allo alma génbank dyteményen. A primerek atlagosan I6kuszonként 12|élta
szaporitottak fel, az atlagos heterozigozitaskéikgHe) pedig 0,693 volt. A nyolc SSR
marker alkalmasnak bizonyult szamos fajta és fajtakkilonitésére, azonban az egyes
fajtakorokon beldl rigymutansokat, mint példaul: aidhall Mcintosh’, 'Kimball
Mclintosh’, 'Wijcik McIntosh’, / 'Delicious’, 'Redspr Delicious’, / 'Jonathan’, 'Smith

Jonathan’ a markerek alkalmazasaval nem tudtak imégoztetni.
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Ugyanebben az évben a 'Florina’ fajtabol készikettgenomi kodnyvtarat, melyet
hibridizaciés prébaval teszteltek az (AG)/(TC) répe szekvencidk azonositasa
céljabol. A tervezett SSR primerek kozil 16 esatétaptak ismételhéteredményeket,
19 fajta vizsgéalatakor, melyek atlagosan 8,2 aleéhlporitottak fel, valamint He: 0,78
volt. Mindbssze két kivalasztott primer segitsedésiertlt elkuloniteniik a 19
almafajtat, valamint egy masik fajbdl szarmakb. floribundg fajtat, két fajta ('Red
Delicious’ és 'Starking’) rigymutansainak kivétedéyGianfranceschet al. 1998).

Hemmatet al. (1998) (GA) n és (GT) n ismétésekre terveztek SSR primereket,
melyek kozll 6sszesen 30 SSR primer part vizsgaite§g €s térképeztek. A primerek
tesztelését, négy kulonbdiaboratériumban végezték, és azonos eredményekehlk
A primerek segitségével a 'White Angel’ interspieit hibrid almafajta LG6-an
azonositottak egy idegen kromoszoma szegmenstphelgra kbvetkeztettek, hogy az
azsiai Malus fajok kromoszoma-atrendédéseket hordozhatnak. Eba 30-as SSR
primer sorbdl tobb, sikerrel volt felhasznélhatortkben is. Ezekkel az SSR
markerekkel azonban még nem volt lehetséges a iganétrképezes, és az egyes

kapcsoltsagi csoportok azonositasa.

A kovetked években 6sszesen 140 Ujonnan kifejlesztett SSRepfil szamoltak be,
melyekkel sikeresen oldottdk meg a fenti problém&kaebhard et al. 2002). A
primereket ugyan csak nyolc genotipuson tesztedgknban 'Fiesta’ x 'Discovery’
térképezési populacion a 140 SSR markerd15-nek sikerllt a poziciojat
meghatarozni. A kifejlesztett markerekkel lehet valt az alma 17 kapcsoltsagi
csoportjanak azonositasa. Irodalmi (RAPD és SSRkenekkel), valamint sajat
eredményeik felhasznalasaval sikeresen elkéskitediz alma el§, ugyan meég
kisfelbontasu, molekularis marker térképét. dasekben sikerllt ezt tovabb javitani,
tovadbbi 840 molekularis marker (475 AFLP, 235 RAPIR9 SSR, 1 SCAR)

térképezésével (Liebhaed al. 2003).

2006-ban Ujabb 148 SSR primer sikeres térképedieéseamoltak be, melyek kdzul
117-et genomidlis konyvtarbol GA, GT, AAG, AAC, ATiémétbdésekre, tovabbi 31-
et pedig EST szekvencidkra alapozva terveztekligsttik eb (Silfverberg-Dilworthet
al. 2006). Ezek a markerek, szamos mas SSR markeettr{gll. a Liebharaet al. 2002,
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2003 Aaltal készitett CH-SSR sorozat), megtalalhaadkttp://www.hidras.unimi.it
cimen, a HIDRAS SSR adatbazisaban.

Japanban alma alanyok DNS-ujjlenyomatat készitetlekK mikroszatellit primerrel.
Mindegyik I6kuszon kapott 1 vagy 2 fragmentum efedfepolimorfizmust adott az
alanyok megkllénboztetéséhez, tovabba az ismenénesmzasi kapcsolatokat is
alatamasztottdk (Oraguzie al. 2005).

Bassilet al. (2006) azonositasra és genetikai kapcsolatokrésié@ia hasznaltak fel 11
SSR primert, kilonbdzszarmazasu alma és korte genotipusoknal. A vizégtdk az
Egyesiilt-Allamokbdl, Portugaliab6l és az Azori-stekel szarmaztak. Az SSR
ujjlenyomatok segitségével elkilonitett fajtak rmall 5 szinonim-csoportot is
azonositottak, tovabba nem talaltak e@génget a Portugal és az Azori-szigeteki fajtak
kozott. A 11 primerbl 5-6t kortében fejlesztettek ki, de azok az alrsatében is jol
mukodtek. A klaszter-analizissel az alma és korteakajol elkulonithet két kilénallo

csoportba kerultek.

A génaramlast vizsgaltak abban a kisérletben, amegfigyelték, hogy egy egyed
pollenje hogyan, és milyen tavolsdgon belll képemegtermékenyitésre. Malus
sieversii var. Sieversii f. niedzwetzkyaegyik — dominans piros elszirdeZst, okozo
gént hordoz6 — vonalat (TNR-31-35) hasznaltak pellenadoként. A pollenforrastol
kilonb6d tavolsagokra Ultetett 38 kilonhHKalus domesticdajta, pedig mint pollen
befogad6 szerepelt. A megtermékenyitett fakrol mdggtak és a tobb mint 11 ezer
magoncbdl — a pollenadé morfolégiai bélyege, és SB&kerek segitségével —
kivalasztottak a pollenadotol szarmazokat. Az S&Rgalat eredményei megegyeztek a

szin marker altal kapott eredményekkel (Reinal. 2006).

Franciaorszagban 180 kulonlsohelyen, megkozeliteg 20 ezer alma valtozatot
tartanak fenn. Az INRA génmérzési programjanak keretében molekularis
markerekkel probaltdk a morfologiailag nehezeniléikithet — valamint szinonim
fajtdkat megkulonboztetni. Leibharét al (2002) altal leirt 8 SSR marker
alkalmazasaval teszteltek 142 helyi francia genstipEzekBl — egyedi alléimintazatuk

alapjan — 122 fajtat képesek voltak megkulonbogtein csoportban azonban az
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egyedeknek azonos SSR ujjlenyomatuk volt, ezérketzezinonimként azonositottak
(Laurenset al.2004).

Az alkalmazott primerek felvételre keriltek az Ugyezett 'Eurdpai standard SSR
primer’ sorozatba, melyet az Ota tobb laboratoriisnfelhasznalt a helyi fajtak
elkilonitésére. A Kkisérletek célja az volt, hogyekitsék, melyek tekinth&t a
kilonb6d elnevezés, de valdjdban azonos — tehat szinonim — fajtdknAk.
olaszorszagi Campaniai alma génbankbdl szarmazgeB6tipust, az emlitett 8 SSR
primer parral (Guarinoet al. 2006) tesztelve, 27 tételt szinonimnak talaltak.
Svédorszagban 68 svéd almafajtat sikeresen elkétteli egymastdl, bar az SSR alapu
UPGMA dendrogrammal nem tudtak egyértélavéd almafajta csoportokat azonositani
(Garkava-Gustavssoat al. 2008). Ezzel szemben Pereira-Loreretoal. (2008) 77
spanyol és 26 kereskedelmi fajta vizsgalata soréerrel kiloniti el a galiciai, La

Palmai fajtdkat az asztariai genotipusoktol.

A legjelentisebb kereskedelmi almafajtakat hazankban is sikesldlloniteni a
kordbban mar leirt 6 SSR primerrel (Gadi al. 2005). Kulonb6# magyar fajtak
szubvonalainak meghatdrozésa is megtortént SSR markdkakmazasaval (Kirélet
al. 2009).

2.3. Rugymutansok vizsgalata molekularis markerekkie

A legtobb vilagfajta, mint példaul a ‘Delicious’Jonathan’, ‘Gala’, 'Elstar’, ‘Idared’,
‘Golden’, stb szamos ugynevezett rigymutansokkadetkezik. Ezek a mutansok
(klénok) altaldban valamilyen fenotipusos bélyeghbgin gyumoélcs szinében, fa
méretben valamint eldgazasi hajlamukban kulonbézaekiinduld fajtatdl, illetve
egymastol. A fajtakdrok klonjai végeredmeénybenatyyw 2 bélyeg kivételével teljesen

megegyeznek a sZiijtaval.
Rugymutansok elktlonitésére is alkalmaztak a kaalbirt primerek kozil 28SR

primer part, azonban egyik esetben sem sikertilggmutansok kdz6tt polimorfizmust
taléalni (Venturiet al.2006).
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A rugymutaciok kialakulasanak genetikai hattere nmam teljesen tisztazott, de
valGsziriileg retrotranszpozonok allhatnak a mutécidk kialakulasanak hatterében. A
retrotranszpozonok nagy kopia szambajfoetiulé transzpozon elemek az eukariotak
genomjaban. Az eddigi kutatdsok bizonyitottak, haggetrotranszpozonok nem csak
lokalisan, hanem az egész genomra kitégads képesek mutacidkat kivaltani (Sunako
et al. 1999, Yaoet al. 2001). Saloben példaul bizonyitottak, hogy a fehérbogydju
fajtdk pigmentacioja szinvesztéséén/\amybAlgénben bekdvetkézretrotranszpozon
indukalta mutaciés hiba teldetelelossé (Kobayashet al. 2004). A rigymutansok
genetikai valtozasait a legtdobb esetben olyan hilvaégovirus eredét un.
retrotranszpozonok okozzak, melyek még képesek R&I&zkriptumokbdl a reverz
transzkriptdz enzim segitségével DNS-t szintetizahajd azt a genomba integralni, de

(mar) nem képesek az adott beépilési bekvagodni.

A retrotranszpozon elemek gyakoriak a ndvényfajekRagnjaban is. Szekvenciajukat
tekintve konzervaldédott régidknak tekintblet melyek szétszorva taldlhatok a
genomban. Kétd csaladra oszthatok, az LTR-ek (long-terminal repeaegléte illetve

hianya alapjan.

Az LTR-régiét tartalmaz6é retrotranszpozonok Tyl-copia és Ty3-gypsy
alosztalyokba sorolhatok. Ezekldg az aminosavak katalikus fehérjéiben, valamint
polimeraz génjeik sorrendjében kiulonbdznek. Tyliwoglemei esetén az integraz
domén megékzi a reverz transzkriptaz és ribonukleaz H doménekéy a Ty3-gypsy
esetén az integraz gén a polimeraz @édbwnstream allapotban helyezkedik el
(Bennetzen 2000). Flavedt al. (1992) szerint a Tyl-copia retrotranszpozonok szam
fajok kozott eltéd lehet. Kifejezetten nagyszamuak ezek a retrotomsmok rozsban,

arpaban és buzaban (Kumar és Bennetzen 1999).

Az LTR regiét nem tartalmazoé retrotranszpozonok csoportjaba tartoznak a LINE
(long interspersed elements) és SINE (short inezsgul elements) csoportok. A
retrotranszpozonok szekvenciai mind fajon bellihdra fajok kozoétt rendkivil nagy
valtozatossagot mutatnak. Ezek az egyedi, de méagy valtozatossagot mutatd
szekvenciak, j6 alapul szolgalhatnak, specialis kerarrendszerek kidolgozaséra,

melyek alkalmasak lehetnek az egy fajtakdrbe tartddonok (rigymutansok)
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azonositasara és  megkllonboztetésére. Az utObbidbeimd  kilonb6a

retrotranszpozonokra alapuld technikakat dolgokiak

Az IRAP (inter retrotransposon amplified polymorghi) esetén éfeltétel, hogy a retro
elemek a megfelél hatasfoku felszaporitds érdekében kozel helyeeked] el
egymashoz (Kalendaat al. 1999). Ennél a megkdzelitésnél LTR specifikus prighet
terveznek a transzpozon csaladok konzervalt ré&gioir

A REMAP (retrotransposon-microsatellite amplifiedlypnorphism) modszer annyiban
kilénbozik az IRAP-t6l hogy specifikus LTR primereliett tovabbi SSR primert
alkalmaznak a 3’ végen (Kalendatral. 1999).

A retrotranszpozon elemek mozgasa adta az Otletettatoknak, hogy egy Uj PCR
alapu S-SAP mddszert(sequence-specific amplified polymorphism) dolgomk ki
(Waugh et al. 1997). Az S-SAP modszer kifejlesztésével |éhét valt, hogy a
retrotranszpozonok genomon bellili — maguknak a d®dvjellegekkel bird
rigymutansoknak a kialakulasdhoz vézet— athelyeéddéseildl szarmazo
polimorfizmusokat lehessen detektalni. Ez a teabgial kombindlja az AFLP technika
felbontd képességét egy kivalasztott primer szegieespecifitasaval (ebben az esetben

LTR szekvenciak a célzott elemek a genomban).

2.3.2. Azonositott retrotranszpozonok

Retrotranszpozonokat azonositottak: arpaban (Watigh 1997; Gribboret al. 1999;
Leigh et al. 2003; Schulmaet al. 2004; Soleimanet al. 2005, 2007), borséban (Ellis
et al. 1998; Pearceet al. 2000), buzaban (Gribboat al. 1999 Garcia-Martinez és
Martinez-lzquierdo 2003), zabban (Yu és Wise 20@Myus-féléknél (Bretoet al.
2001), lucernaban (Porceddtial.2002), édes burgonyaban (Tahatal. 2004, Tamet
al. 2005), babban (Galindet al. 2004), sélében (Labraet al. 2004; Kobayashet al.
2004), paprikdban (Taet al. 2005), kesudioban (Syed al. 2005), I6tuszban (Madsen
et al. 2005), kaposztaban (Syet al. 2006), articsokaban (Acquadet al. 2006),
Aegilopsfajban (Nagyet al 2006), uborkdban (Lou és Chen 200Vitjs-ben (Pelsy
2007), kortében (Venturet al. 2009), valamintlridaceaeban (Cornman és Arnold
2009).
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Alma esetében csekély szamu (5) retrotranszporaihktle (Yaoet al. 2001, Antonius-
Klemolaet al. 2006, Venturiet al. 2006, Hanret al. 2007, Zhacet al. 2009, Suret al.
2010). Az ACC szintaz promoéter régiojaban is azéotsk egy putativ SINE
retrotranszpozont (Md_ACS1-2, Sunakat al. 1999), melynek nagy gazdasagi
jelentbsége van, hiszen ez az inszercio gatolja az diilgszintézisben résztvéegyik
enzim génjének tkodését. Azokban a véltozatokban, ahol a homozifaraaban
fordul elb ez a mutans allél csokkent etiléntermelés, medyont ndveli a gyimolcsok
tarolhatésaganak étlartamat. Yacet al. (2001) rigymutansoknal ('Rae Ime’, 'Spencer
Seedless’, 'Wellington Bloomles’) transzpozon inskikat vizsgaltak a MADS-box
transzkripciés faktorban. A beépilés kdvetkezmé&apom nélkili viragok, melyeki
partenokarp gyumolcsok féfdtek. A 'Granny Smith’ esetében komplett LTR
retrotranszpozonokat irtak le (Yaet al. 2001), tovabba Tyl-kopia-szer

retrotranszpozon szekvenciajat ismertették (Zttaad. 2007).

Napjainkig Venturiet al. (2006), Zhacet al (2009) és Suet al. (2010) kdzleményei
ismertek melyekben sikerult rigymutansokat elkikmi almaban. Az els esetben
Venturi et al. (2006) 'Gala’ és 'Braeburn’ almafajtakon bellli hddy rigymutans
molekularis azonositasardl és sikeres elkuloniéésszamoltak be pl. a 'Gala’,
'‘Braeburn’ és 'Hillwell' nevii klénjai kdzo6tt. A masodik esetben, Zhab al. (2009)
Tyl-kopia-szei retrotranszpozon segitsegevel sikertlt elktloniten 'Fuji’ alapfajtat
rigymutansaitol, valamint a rigymutansok kozoéttsikertlt kilonbséget talalni. A
harmadik esetben, Suet al. (2010) putativ LTR fragmentum segitségével sikerul
elktloniteni a 'Wellspur Delicious', 'Hardispur Re&us', 'Starkrimson' és 'Starking'

fajtakat. Az el§ harom fajta a 'Starking' eredeztethagigymutansok.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Vizsgalt fajtak, klonok és genotipusok

3.1.1. Az RGA vizsgalatok fajtai

A kisérletekben vizsgalt fogékony és rezisztensadljtakbol (Wayet al. 1991) a DNS
izolalashoz a levélmintakat az Ujfehértoi Gyumdaestesztési Kutatd és Szaktanacsado
Nonprofit Kézhasznu Kft Gjfehértédi allomasanigpgttik, 2003-ban, 2006-ban és 2008-
ban. Az irodalmi adatok alapjan fogékony illetveisatens fajtakat a. tdblazatban
tintettik fel. A tdbldzatban kiemeléssel jeloltik neeg a 3 fajtat, amik mind a harom
betegséggel kapcsolatban rezisztenciaval rendedkeznEz utébbiak kozul,
kisérleteinkben a 'Remo’ és 'Reanda’ fajtakat vitek.

5. Tablazat: Rezisztenciagént hordoz6 almafajtak (Véagl. 1991. alapjan).

'Liberty’, 'Freedom’, 'Prima’, 'Priscilla’,

‘Gavin’, ’Jonafree’, 'Macfree’, 'Nova
Varasodas Easygro’, 'Novamac’, 'Priam’, 'Redfree’,
'Sir Prize’, 'Britegold’, Malus floribunda
'Russian Seedling’, 'Trent’, ’Antonovka’,
'Remo’, 'Rewenda’, 'Reanda’
'White Angel’, Malus robusta, Malus
Lisztharmat zumi calocarpa,MA-8’, 'David’, Malus
sargentii, Malus baccata jackiiRemo’,
'Rewenda’, 'Reanda’

'Novole’, ’Liberty’, ’'Delicious’, Malus
Tuzelhalas robusta,’Remo’, 'Rewenda’, 'Reanda’

A fajtakat, s rovid leirdsukat az aldbbiakban idetgik (Hivatkozas:
http://w3.mkk.szie.hu/dep/kerteszet/ta/gyumolcsédfajta. htm):

'Liberty’: Varasodassal és @izelhalassal szemben rezisztens, lisztharmatnakadibe
fajta.
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'Reanda’: 'Clivia’ x Malus floribunda F3 nemzedék, Németorszag. Varasodassal és a
tizelhalassal szemben rezisztens, lisztharmatnakadiibefajta (Way et al. 1991).

'Remo’: "James Grieve’ xMalus floribundaF3 nemzedék. Varasodassal, lisztharmattal
és aftizelhalassal szemben ellendllé fajta.

'Golden Delicious’: A fajtacsoport lisztharmatra alig, varasodasrafaittan érzékeny.
'Red Rome Van Well': A ’Rome Beauty’ rigymutansbél az USA-ban nemetsiketA
legtobb betegségre fogékony fajta.

‘Gala’: A ’'Gala’ alapfajta ('Kidd's Orange Red’ x 'Golddédelicious’) 1962-ben kapott
nevet Uj-Zélandon. A legtdbb betegségre fogékojtg.fa

'Jonagold’: 'Golden Delicious’ és a ’'Jonathan’ keresztezéks&zarmazo fajta. A
legtobb betegségre fogékony.

3.1.2. A magyar alma génbank g§jtemény vizsgalt fajtai és tajfajtai

A kisérletekben vizsgalt tajfajtakbol a DNS izoklldz a levélmintakat szintén az
Ujfehértéi Gyumolcstermesztési Kutatd és SzaktaadiwsNonprofit Kézhaszni Kit
Gjfehértéi allomasan diytottik, 2006 tavaszan. A vizsgalt fajtakat 6a tablazat
tartalmazza.

6. Tablazat: A vizygalt fajtak ésdbb morfoldgiai és fenoldgiai tulajdonsagai

Alant alma 10. z6ld - kdzepes goémb
Amalia 10. zold - kdzepes goémb
Asztrahani fehér 7. z6ld - kdzepes goémb
Asztrahani piros 7. szines 60 erés goémb
Bogovits alma 10. szines 11 kozepes gémb
Burgundi 8. szines 93 kozépebds goémb
Chieftain 10. szines 95 kozépebs szétterid
Csikos fiszeres 8. szines 50 erés goémb
Daniel-féle renet 9. szines 67 erés feltorekw
Eva 7. szines 60 kozepes  kissé szétterdl
Fekete tanyér alma 9. szines 75 erés szétterib
Fertadi tél 10. szines 68 kozepes szétterib
Gravensteini 8. szines 70 erss félgdmb
Husvéti rozmaring 9. szines 22 erés feltorekw
Jakab alma 8. szines 13 kdzepes goémb
Kenézi piros 9. szines 86 kozepes goémb
Keszthelyi kupos alma 8. z6ld - kdzépebs goémb
Kozépfajta renet 9. szines 5 kozépebds goémb
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Kubany 9. szines 40 kdzépebs goémb
Liptoi-féle rozmaring 8. szines 20 kozépebs goémb
Mutsu II. 10. z6ld - erés szétterib
Nyari fontos 8. szines 40 erés goémb
Nyari sévari 8. szines 30 erés goémb
Oszi borizi 9 szines 78 kdzepes gdmb
Oszi piros renet 8. szines 97 kdzepes ritka, gémb
Puha sovari 8. szines 56 erés goémb
Ro6zsa alma 9. szines 97 kozépebs goémb
Sarga édes 9. szines 35 kdzepes goémb
Sikulai 9. szines 89 kdzepes goémb
Simonfy piros 9. szines 93 erés lapos gomb
Széchényi renet 9. szines 75 erés feltorekw
Téli arany parmen 9. szines 86 erés feltéreko
Téli banan 9. szines 20 kdzepes szétterib
Téli fehér kélvin 10. szines 16 erés feltérekw, gémb
Téli fehér tafota 9. szines 13 kozépebs goémb
Tordai piros kalvin 10. szines 72 erés goémb
Ujvari 6szi alma 8 szines 85 kozepes gémb
Vajalma 7. szines 30 kozepes gémb
Vilag dicsésége 9 zold - erés feltérekvo
Vista bella 7 szines 88 erés félig szétterin

3.1.3. Rigymutansok

Az izolalt mutdnsok csak néhany karakterisztikuajdonsag tekintetében térnek el az
alapfajtatol, genetikai szempontbol tehat rendkikiieli genotipusoknak tekintldét

A fajtakdronként vizsgalt klonokat (fajtakat) @ tablazat tartalmazza. Atablazat
tovabbi rligymutans csoportokat is tartalmaz, melyagm tekinthétk kulon

fajtakoroknek, mert azok az ismert fajtakorokbéozd klbnoknak riigymutansai.

3.1.3.1. Jonathan fajtakor

A ’Jonathan’ fajta véletlen magoncként jott étr&@00-ban New York allamban
(Egyesiilt Allamok), felism&ijérél Jonathatne Hasbrouckrél nevezték el. Hazai
viszonylatban a legfontosabb poliklondlis fajtakz&ta Jonathan klénok tartoznak. A
termesztése soran pozitiv rigymutaciok keletkeatedynek kovetkeztében fészine
intenzivebb piros lett. Az alapfajta ma mar igerssw mitbsédi, ezért csak az
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Ujfehért6i Gyiumolcstermesztési Kutaté és Szaktadi@sNonprofit Kézhasznu Kft
Ujfehértoi telepén lev klonjai telepithetk. Ezek a kovetkdk: ’'Szatmarcsekei
Jonathan’, 'Csanyi 1 Jonathan’, 'Watson Jonathdohathan M 40’, 'Jonathan M 41’.
A ’Jonathan’ fajtat a nemesitésben is felhasznahdkeresztezésekbszarmazo fajtak

pl. az ’ldared’, a *Jonagold’ és az 'Eva’.

3.1.3.2. Starking Delicious fajtakor

A 'Starking Delicious’ a 'Delicious’ rigymutaciojdNew Jersey-ben fedezték fel 1921-
ben. Rigymutéacidi pozitiv tulajdonsagokat jelemieth gyimolcs szinében. Ma mar a
rigymutans fajtakat ('Starking Nm 47’, 'Starking N&b1’, 'Redchief Delicious’,
"Topred Delicious’, 'Wellspur Delicious’, 'Redspubelicious’) és hibridjeit (pl.

‘Gloster’) telepitik. Szeptember masodik feléreadrszedési érettségét.

3.1.3.3. Golden Delicious fajtakor

A Golden Delicioust 1890 korul Nyugat VirginiabaklBA, egy hazhoz tartozé kertben
talaltdk meg, véletlen magoncként. Ma vilagszedamesztik. Ma alapfajtaként a
'Golden Delicious Li 85-50’ jelzésklont szaporitjak, melynek gyimolcse kiegyenljtett

kozépnagy (130-150 g), aranysarga $&s 4-5 nappal korabban sziretathet
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7. Tablazat: Vizsgélatokban szereptiigymutansok fajtakoronként és csoportonként

Fajtacsoportok \ Rugymutansok
Elstar csoport
Elstar Red Elstar
Gala csoport
Gala Galaxy Imperial Regal Royal Gala
Gala Prince
(Gala Must)
Golden fajtakor
Golden Delicious Goldenir Golden Golden Spur Gibson
(Lysgolden)  Reinders Golden
Delicious
Idared csoport
Idared Red Idared

Jonathan fajtakor |

Jonathan Jonathan M41 Jonathan  Red Szatmarcseke Watson
Csanyl Jonathan Jonathan Jonathan
Starking Delicious fajtakor |
Starking Delicious Starkrimson  Redchief ~ Redspur Topred Wellspur
Delicious Delicious  Delicious Delicious Delicious

3.1.3.4. Gala csoport

1962-ben nemesitették ki Uj-Zélandon. A 'GoldeniBels’ és a 'Kidd’s Orange Red’
keresztezésébjott 1étre. Gyimadlcse kdzépnagy (150-190 g), hisggpand, kemény és
édeskés iz Az alapfajta sargas, narancsvoros, klonjai sktégefényd pirosak. Ezek
kozil is a 'Royal Gala’ csikozottan vorés. Tobbteahta ismert. Ma mar a rigymutans
fajtakat: (lmperial Gala’, 'Gala Schitzer, 'Galgx 'Royal Gala’ és 'Regal Price’)
telepitik.

3.1.3.5. Elstar csoport

Az ’Elstar’ eredetileg Hollandidbdl szarmazik.eldeg aRed Elstay Elton, Elista és az
Elstar Elshofa legismertebbek.

3.1.3.6. Idared csoport

Az ’ldaredet’ 1935-ben fedezték fel ldahoban. Andthan’ és a 'Wagener’' fajtak
keresztezésébkeletkezett.

A fajtakorok és egyeb rigymutansok képeken is desamlithatéak 8. mellékletben
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3.2. DNS izolalas a névénymintakbal

A kisérletekben vizsgalt almafajtakbol a DNS izasdloz a levélmintakat az Ujfehértdi
Gyumolcstermesztési Kutatd és Szaktandcsadd Nonptogzhasznu Kft Ujfehértoi
allomésan ggjtottik, 2003, 2006 és 2008 kora tavaszan. A filaéleket a terepen
htitétaskaba, majd a laborban -80 °C-os mélyfagyas#iéheeztik.

A DNS izoladlast mind az alma mintakat a QIAGEN c&Neasy kit-jének
felhasznaldsval végeztik. Minden fajta fiatal leNs®l 0,15-0,20 grammot
elporitottunk dérzsmozsarban folyékony nitrogénAelinom port Eppendorf csdvekbe
helyeztik. Hozzaadtunk 400 ul AP1 puffert, ezutédig 4 ul RNase A-t. A mintakat
vortexeltik, majd 10 percre, 65 fokra helyeztik kulpalds koézben 2-3-szor
megforgattuk a mintékat. Ezt kdvenh a mintdkhoz adtunk 130 pl AP2 puffert,
0sszeraztuk és 5 percig jégen, tartottuk majd Bigeentrifugaltuk maximalis (13000
rpm) fordulatszamon, majd a fellllszot vittik tolvalh mintakat hozzaadtuk a QIA
gyijtocss és 2 percig centrifugaltuk maximalis fordulatszamaoAz atfolyot ()
centrifugacébe mértik. Az atfolyé mennyisége altaldban 4004b@lt. Hozzaadtunk
1,5 térfogatnyi AP3/E oldatot, majd pipettaval ekeik. Eblbl 650 pl-nyi
mennyiséget hozzamértiink a DNase mini spin oszigpiajd 1 percig centrifugaltuk
10000 rpm fordulatszamon. Az alul E&volyadékot kiontottik. A maradék oldattal
megismételtiik az &6 lépést. A DNS-t tartalmazd oszlopot Uj Eppendasbbe
helyeztik és hozzaadtunk 500 ul AW puffert. 1 percentrifugaltuk maximalis
fordulatszamon. Az alul lévfolyadékot kiontottik, majd még egyszer centrifuga2
percig, hogy a mintaink biztosan ne tartalmazzastakolt. Az oszlopot Uj Eppendorf
csbbe helyeztik. Ezutdn 100 pul 65 fokos AE puffert tinék a membranra, 5 percig
centrifugaltuk szobalmérsékleten, majd 1 percig centrifugaltuk 210000 rpm
fordulatszamon. Ezt az utolso Iépést még egyszeismeteltiik, igy végul a 200 ul

atfolyo folyadék tartalmazta a DNS-t.

39



40

3.3. Rezisztencidhoz kapcsolhaté molekularis markeeresés

3.3.1. Degeneralt primerek tervezése
Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) génbankbarsszeqyijtottik 10 kulénbo#
novényfajbdl izolélt rezisztenciagén szekvenciak&z aminosav és nukleotid
szekvenciakat a BioEdit (verzio: 7.0.5.3) (Hatlal. 1999) szamitégépes programban
0sszerendeztik. Kivalasztottuk a legkonzervaltaldigiokat, amelyek az 06sszes
novenyfajon beldl kis eltéréseket mutattak az asanoszekvenciaikban, és degeneralt
primereket terveztiink a nukleotid szekvencidk @apA tervezett degeneralt primerek
elnevezését és szekvenciaitlaabra mutatja:

NEV: SZEKVENCIA

TIR1F: S'—TYYTVAGTT TYA GAG GWG AAGA-3
P-loopR: S—TTGTYT THC CNAHKC CDCCHAT -3’
P-loopF: 5'—ATD GGH GGM DTN GGD AAR ACAA -3’
WFGPG-R: 5'—AYT CTR CTD CCN KBACCAAACCA-3
WEFGPG-F: 5 -TGG TTT GGT VMN GGH AGY AGART -3
MHDLL-R: 5 —CCA TWT STY KDADYA ADT CRTGCAT -3
MHDLL-F: 5 —ATG CAY GAH TTR HTH MRA SAW ATG G -3

1. &bra Konzervalt régiokra tervezett degeneralt primerek

A tervezett oligonukleotidokat a Csertex és BioSc&kft-kel szintetizaltattuk meg. A
primerek kdzott vannak olyanok, melyek egymassabadllitva szaporitanak fel egy
specifikus fragmentumot, illetve olyanok is, améle — univerzalis primerekkel parba

allitva — a gén 5’ (upstream) és 3’ (downstreantqfudd szekvenciait tudjuk felderiteni.

3.3.2. PCR reakcio6 degeneralt primerekkel

A PCR reakciokat Perkin-Elmer GeneAmp 9700 késaKbBkn végeztik 2Qul
végtérfogatban. Egy-egy reakcibelegy a koveikésszetefket tartalmazta: 40 ng
templat DNS; 1 x reakcio puffer; 3 pl dNTP (100mbtzs); 1,5 pl Mgdl (25 mM
térzs); 0,75-0,75 ul forward ill. reverse primerQ(LUM torzs); 1,2 unit Taqg DNS
polimeraz (AgBiotech). A reakcid korilmények a kikezok voltak: 2 perces 9€-0s
eléciklus utan 10 masodperc 9, 30 masodperc 8@ és 1 perc 7Z l|épések

kovetkeztek 35X ismételve, majd 5 perce8G-dn tortél utd polimerizacioval zarult.
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3.3.3. A fragmentumok klénozasa plazmid vektorba

A degeneralt primerekkel végzett PCR reakcié teemdk plazmid vektorba tortén
klbnozasdhoz a Promega cég PGEM T-easy vektor zeréts hasznaltuk fel. A
kereskedelemben kaphaté DNS-polimerazok (az akahasznalt Tag-polimeraz is)
tébbsége 90 %-ban olyan fragmentumokat eredménkezaraelyek 3’ végei egy
tulnyulé adenin nukleotidot tartalmaznak. A pGEMedsy kl6nozé vektor, a
visszaizolalt fragmentumok végeinek feltdltése dElis lehetvé teszi a klonozast,
mivel a kitben talalhatd linearizalt vektor végeilnyulé timin nukleotiddal
rendelkeznek. A fragmentumok vektorba toéténligalasahoz a kovetkéz
komponenseket mértik dssze egy mintahoz: 2 pl R@Rék, 1 ul Teasy vector, 5 ul
puffer, 1 ul T4 DNS ligaz, 1 ul ligaz puffer. A \eréket egy éjszakan at “Ison
inkubaltuk.

3.3.4. Kompetens sejtek transzformalasa

Kompetens sejtek transzformalasahoz’€-0n tarolt QIAGEN EZ kompetens sejteket
hasznaltuk fel:

200 pl kompetens sejthez 1,5 ul ligatumot adturdy Bras jégen torténinkubacio
utan tbsokkot alkalmaztunk (masfél perc, °€), majd a mintdkhoz 800 $OC
(Hanahan 1983) tapoldatot adtunk. Egy 0r&&C3@n tortéi tenyésztés utan a mintakat
1 percig centrifugéltuk. A sejteket 100 pl friss G@poldatban szuszpendéltuk, majd
szilard, ampicillint (50 pg/ml) és szelekciés matkel0 pl X-gal (50 mg/ml); 40
ul (0,1M IPTG) (Hansenet al. 1998) tartalmazé LB (Bertani 1951) t4ptalajra

szélesztettik a kék-fehér szelekcié kihasznalasara.

3.3.5. A rekombinans baktériumok tesztelése — kolégam PCR

A szelektiv taptalajon kind@vfehér koloniakbdl steril fogpiszkaloval kivettlelgy kis
részt és 50 pl steril vizben szuszpendaltuk a Haktéejteket. Ot percre forrasban dév
vizbe helyeztik az eppendorf csdveket, majd eggesecentrifugalast végeztik. A
feltlisz6 vizes fazisbdl 4 ul mennyiséget hasznéiltemplatként a PCR reakcio soran.
Egy-egy reakcioelegy a kovetkebsszetetket tartalmazta: 4 pl feltliszo; 1 x reakcid
puffer; 3 pl ANTP (100mM torzs); 1,5 ul MgC(25 mM torzs); 0,75-0,75 pl a
szaporitashoz alkalmazott degeneralt primefekbO0 UM torzs); 1,2 unit Tag DNS
polimerdz (AgBiotech). A reakcié korilmények a ktkezok voltak: 2 perces 9€-0s
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eléciklus utan 10 masodperc %, 30 masodperc 82 és 1 perc 7Z |épések

kovetkeztek 35X ismételve, majd 5 perce8G-dn torté utdpolimerizacioval zarult.

3.3.6. Plazmid izolalas

A kolonia PCR-rel pozitivnak bizonyulé mintdkbolapmidot a BioRad cég Plasmid
Miniprep kitjenek felhasznalasaval izolaltuk. A pos DNS koncentraciot NanoDrop
ND-1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg és akver&lashoz 100 ng/ul
koncentraciét allitottunk be, mel§b 5 pl (500 ng) felvitelre kertlt a kapillaris

gélelektroforézis késziilékben.

3.3.7. Szekvenalas és a szekvenciak kiértekelése

A szekvenalasi reakciokat az MBK (Mimazdasagi Biotechnologiai Kutatokézpont,
G0dollb) szekvenalo laborja végezte, ABI Prism 310 (AppBiosystems) késziilékkel,
a felszaporitdshoz hasznalt degeneralt primerélagehalasaval. A kromatogramokat a
Chromas (verzio: 2.31) szamitdégépes programmal kedttdk, -eltavolitottuk a
szekvenciak végél és elejésl a plazmid régiokat. A kapott nyers szekvenciakkal
BLAST (basic local alignment search tool) elemzésgeztiink az NCBI honlapjan

rendelkezésre all6 programot alkalmazva.

3.3.8. SCAR markerek tervezése és tesztelésik
A kapott fragmentumok egyedi felszaporitasara SCgdequence characterised
amplified region) markereket a Primer 3 programa@gnsegitségével terveztink

(http://frodo.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer 3/primer 8¢ (8. tablazal).
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8. Tablazat: A szekvenciakra tervezett SCAR primerek (primegszletesebb adatait a

2. melléklettartalmazza)

Arga-4 ctg cca aag cca ttt ata acc a tcg gat caa at@atgtc
Arga-8 atc ggg aag aca acc cta g¢ gccaacaaagccacagtttt
Arga-9 gaa gac aac agc tgc caa cq ttc acg aag gtc dcicgat
Arga-10 atg gcc aac ata gat gaa gtg|  cag aat tcg tga ttc cct ttg t
Arga-25 gca aac ccc att ttc aat aga cac gac ttg ttcaaa g
Arga-26 aaa gtt tcc ttg ccg acg tt gtt gcc ttc aac agt tac aag g
Arga-27 tcc ttt caa aag tga ggg aag a cat gga gtt ctctcgeat t
Arga-28 tta gag ggg tgt gct cta agg §  tgt cgg agt aag tcg tgc ata g
Arga-29 aag gtg gcc aat gtt gat aaa ¢ caa gtc gtg cabtegéa a

A primerek szintézisét kowetn PCR reakciot inditottunk a SCAR primerekkel. GRP
reakcié csak a felhasznalt primerekben tértek &bmbban mar ismertetett kolonia
PCR-tl.

A PCR terméket 1,2 %-0s agar6z gélen futtatuk. Mazeadott mérétfragmentum az
Osszes fajta esetében felszaporodott, a PCR tems#&ikcios emésztését is elvégeztik.
Ett6l azt vartuk, hogy az azonos mdrede szekvencia eltéréseket tartalmazhato
fragmentumok el legyenek egymastol kilonitleét esetleg CAPS (cleaved amplified
polymorphic sequence) markerekké konvertalhatok.
Az emésztési reakcio a kovetkedsszetedket tartalmazta:

-  PCRtermék: 15 pl

- Msel restrikciés enzim: 5Unit

- enzimpuffer: 2 ul

- steril viz: 2 pl
Az emésztést 1,5 6ran keresztll 37 °C-on végertigg a mintdkat szintén 1,2 %-0s

agardzgélen futtatuk.
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3.4. PCR alapu technikak

3.4.1. Mikroszatellit analizis

A PCR reakciokat Perkin-Elmer GeneAmp 9700 késaKbkn végeztik 2Qul
végtérfogatban. Egy-egy reakcioelegy a koveikésszetefket tartalmazta: 40 ng
templat DNS; 1 x reakcid puffer; 3 pul dNTP (100mitzs); 1,5 ul MgGl (25 mM
torzs), 0,75-0,75 ul forward ill. reverse SR t@blazad) primer (10 uM torzs); 1,2 unit
Red-Tag DNS polimeradz (Sigma). A reakcio korulménye kdvetke#k voltak: 2
perces 94C-os ebciklus utdn 10 masodperc ¥, 30 masodperc 8T és 1 perc 7
lépések kovetkeztek 35X ismételve, majd 5 perc&€-h tortéd utdpolimerizaciéval

zarult. Az alkalmazott mikroszatellita markerekeBatablazattartalmazza.

9. Tablazat: A kisérleteinkben alkalmazott 6 és 9 mikroszatefiimer par és

szekvenciaik

CHO03g07 aat aag cat tca aag caa tcc g ttt ttc caa atc gag ttt cgt t
CHO04g10 caa aga tgt ggt gtg aag agg a | gga ggc aaa aag agt gaa cct
CHO04e03 ttg aag atg ttt ggc tgt gc tgc atg tct gtc tcc tcc at
CHO05c02 tta aac tgt cac caa atc caca | gcg aag ctt tag aga gac atc c
CHO5d11 cac aac ctg ata tcc ggg ac gag aag gtc gta cat tcc tca a
CHO05e03 cga ata ttt tca ctc tga ctg gg caa gtt gtt gta ctg ctc cga c

CH01d03 cca ctt ggc aat gac tcc tc acc tta ccg cca atg tga ag
CHO01h02 aga gct tcg agc ttc gtt tg atc ttt tgg tgc tcc cac ac
CHO02c06 tga cga aat cca cta atg ca gat tgc gcg ctt taa cat
CHO02c09 tta tgt acc aac ttt gct aac ctc | aga agc agc aga gga gga tg
CHO2c11 tga agg caa tca ctc tgt gc ttc cga gaa tcc tct tcg ac
CHO02d08 tcc aaa atg gcg tac ctc tc gca gac act cac tat ctc tc
CHO04c06 gct gct get get tct agg tt gct tgg aaa agg tca ctt gc
CHO04e05 agg cta aca gaa atg tgg ttt g atg gct cct att gcc atc at
COL agg aga aag gcg ttt acc tg gac tca ttc ttc gtc gtc act g

A mintakat el§ |épésben 1,2 %-os, Et-Br-dal festett agar6z gilgattuk 10 V/cm-es
feszlltséggel, majd a mintazatokat 313 nm-es UVyldén digitalis kameraval
fényképeztik és detektaltuk. Azokat a reakcioteehkék amelyekben a mikroszatellit
régidkat sikeresen felszaporitottuk, AkekpresH készllékben poliakrilamid gélen
futtattuk, a pontos allél 6sszetételik és méretagmatarozasa céljabdl.
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3.4.1.1. Az allélméretek meghatarozasa ALF-expreddtészilékben

A PCR reakciokat kovéen a mintakat ékzor 1,2%-0s agardéz gélen, majd a pozitiv
termékeket az Alexpres készilékben 5%-0s poliakrilamid gélen futtattuk.
Kezdetben, kereskedelmi forgalomban beszerézinedjd sajat készitékilss, illetve
belgy standardokat hasznéltunk. Felvitebtelaz 6sszes mintabol 3,5 pl mennyiséget
osszekevertink 4 pl bélstandarddal, majd a kidlstandardokkal egyutt denaturdltuk
95 °C-on 4 percig, majd rogton jégre helyeztik. &\ @, huszadik és negyvenedik
zsebébe 4 ul kidsstandardot vittink fel,. A mintak és a liettandardok keverékéb4

pl-t vittiink fel a gél maradék zsebeibe, 2-19-igamint 21-39-ig. A futds paramétereit
a kovetkedképpen allitottuk be:

- arameésseég: 35-40 mA

- feszlltség: 850 V (konstans)
- teljesitmeény: 30-40 W

- hémérséklet: 55 Celsius fok
- futasi id: 70-75 perc

A futtatdst a monitoron folyamatosan figyelemmebkékiik, majd az eredmény
kiértékeléséhez és dokumentalasahoz a Fragmenysemal.0 szamitégépes programot
hasznaltuk. Az ismert nukleotid hosszusagu kifls bel§ standardok segitségével, a
futtatds soran, a gélben toréersetleges vandorlasi kildnbségeket kiegyenedditetti
majd a programmal meghataroztuk az egyes allélekopdazisméretét. Minden minta

esetében a futtatdsokat legalabb egyszer megigsiiétel

3.4.1.2. Klaszter analizis és PIC és C érték szaasbk matematikai képletei

A klaszter analizishez minden detektalhato allééniétét (1), illetve hianyat (0)
binarisan kédoltuk az 6sszes fajta esetében. EA@QY71-es és egy 37 X 87-es binaris
matrixot eredményezett, amelyet az SPSS 16.0 sazgépieés programcsomaggal (SPSS
Inc., USA) értékeltiink, az UPGMA (Unweighted PanoGp Method Using Arithmetic
Means) modszert, és a Jaccard indexet alkalmaagagd 1908).

A kereskedelmi fajtakkal torténosszehasonlitaskor 105 X 78-as binaris matrixot
alkalmaztunk az azonossagok felderitéséhez, mwabsazes kordbban kereskedelmi
fajtdkban leirt allél (Galliet al. 2005) megtalalhato volt a génbanki fajtdkban, ezek

fajtak szamos egyéb allél hordozai is voltak. A &kialmazott marker sorozat egyidlej
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vizsgalatakor 37 X 158-as, valamint a rigymutanabkmsznalt 8-as SSR sorozat

esetén, 27 X 107-es binaris méatrixot alkalmaztunk.

A vizsgalt mikroszatellit allélok gyakorisaga alapjmeghataroztuk az egyes allélok,
PIC értékét (heterozigozitas index) az alabbi fdersegitségével: PIC=Fpi’, ahol
‘pi’ az i-edik allél gyakorisagat jeldli (Andersaat al. 1993).

A fajtdk azonositashoz minimalisan szikséges mekkezamanak és kombinaciéjanak
meghatarozasahoz, 6sszesen 40 kulGhigjra/tajfajta (N=40) genetikai ujjlenyomatat
készitettik el. A megegyézégi valdsifiséget (Pl), a medgfigyelt SSR primerek
esetében, két talalomra valasztott almafajtarasi€est al. (1999) képlete alapjan

Pl = ﬁCi
= .

szamoltuk:

3.4.2. S-SAP technika

Mintanként 500 ng total DNS-t emésztettiink 5-5 égyEcoRI és Msel enzimmel, 1
oran keresztul, a kévetképufferben (10 mM TRIS-acetat pH 7.5, 10 mM magugéei
acetat, 50 mM kélium acetat, 5 mM DTT, 5 ng/l BSA) ul-es végtérfogatban (Ves
al. 1995). Ezt kovéien 20 pl ligacios mixet (50 pmol Msel és 50 pmoloEE
adapterek, 2U T4 ligaz and 1X ligaz puffer) adtankintakhoz és egy éjszakan at 16°
C-on tartottuk. Az els PCR pre-amplifikacidét az adapterekre specifikusnprekkel
végeztik (E00: 5° — GAC TGC GTA CCA ATT C — 3, M08’ — GAT GAG TCC
TGA GTA A — 3, 20 ul-es végtérfogatban, amely @vétked Osszetedket
tartalmazta: 15-15 ng EOO és MOO primerek; 0,2 mNTHE; 1,125 mM MgCh;, 1X
PCR puffer és 1,2 U Tag DNS polimeraz (WestTeampekkin Elmer 9600-as PCR
készllékben a kovetkézprogramot alkalmaztuk: 10 ciklusban 94 °C (20 ng§D>56
°C touchdown 1°C/ciklus (30 mp), 72 °C (1 perc)t@gbbi 25 ciklus 94 °C (20 mp),
56 °C (30 mp), 72 °C (1 perc).

Osszesen harom ‘Ret-LTR’ primert terveztiink (ReRIT5 — AAA TGG AGT GAC
AGA CGG GT - 3, Ret-LTR2: 5 — GGA GGG TTT TGA GGATG TG - 3, Ret-
LTR3: 5 — CCT TCG GGA TGG GGT GTG TC - 3’) az alb@ napjainkig
azonositott retrotranszpozonok (génbanki szamai294492, DQ898280, AM167520)

long terminal repeat (LTR) régioira. A primerek GByjeldlést kaptak, és ezeket
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alkalmaztuk az S-SAP vizsgalatainkban egy AFLP priel kombinacidbanldsd. 2.

abra)
A genotipus | B genotipus
log egymdshoz
fot6l DNS %,&, kozel alls genatipusok %‘& totdl DNS
Msel i Msel
EcoR1 g | EcoRI Y
] 1, épés: nnhthrﬂlrhﬁl endonukkedzokkal
=N | ~T N
e e
o g ! e,
P — : P ST o
s A P 7K
T e T AT AATT ZTRE, I AT —— e ™ AT &

I 4 kpés: mhkmmpllfkﬁ:iiqrndqﬂww J|
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—k fhnﬁmummmnn specifikus primerrel

o retrotranpesen - e
ML retrotromsposon SRR A :h m
AATT .
5. képés: gél :I:krmfwirh [

= = ezer-fuorinéterre) [
e 'h:d'] i :‘E‘j

e v | B
LAATT : 4 B
o . ey
. v J 5 Detektalt polimorfizmus

2. 4bra: A sequence-specific amplified polymorphism (S-SAethnika altalunk
kidolgozott valtozatanak sematikus ismertetésezRtesen lasd a szévegben.

Az el PCR reakcio termékeit husszorosara higitottulezéktdl 4 pl-t hasznaltunk a
szelektiv amplifikaciohoz, amihez kombinaciébaly ggolt Ret-LTR primert és egy
adapter specifikus primert alkalmaztunk, mely utpbdtArom szelektiv nukleotidot
tartalmazott a 3’ végén (Mse-48: 5’ — ~ CAC — 3gyaMse-55: 5’ — ~ CGA — 3’ vagy
Mse-60: 5’ — ~ CTC — 3’ vagy Mse-61: 5" — ~ CTG —vagy Eco-33: 5’ — ~AAG - 3
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vagy Eco-36: 5’ — ~ACC — 3’ vagy Eco-37: 5" — ~AG’ vagy Eco-44: 5’ — ~ATC —

3’). A primerek és emészenzimek kombinacidja megtalalhatd @. tAblazatban

10. Tablazat: SAP primerek és emééatnzimek kombinacidja.

Primer kombinéacio

Primer kombinacié

Ret-LTR1 + Msel-48
Ret-LTR1 + Msel-55

Ret-LTR2 + EcoRI-33

Ret-LTR2 + EcoRI-36

Ret-LTR1 + Msel-60
Ret-LTR1 + Msel-61

Ret-LTR2 + EcoRI-3[7

Ret-LTR2 + EcoRI-44

Ret-LTR1 + EcoRI-33
Ret-LTR1 + EcoRI-36

Ret-LTR3 + Msel-48
Ret-LTR3 + Msel-55

Ret-LTR1 + EcoRI-37
Ret-LTR1 + EcoRI-44

Ret-LTR3 + Msel-60
Ret-LTR3 + Msel-61

Ret-LTR2 + Msel-48
Ret-LTR2 + Msel-55

Ret-LTR3 + EcoRI-33

Ret-LTR3 + EcoRI-36

Ret-LTR2 + Msel-60
Ret-LTR2 + Msel-61

Ret-LTR3 + EcoRI-3[7

Ret-LTR3 + EcoRI-44

A reakcidkorilmények megegyeztek a preszelektiv lidikgrional leirtakkal. A
felszaporodott fragmentumokat ALFexpress-1l DNSlizator segitségével értékeltik

ki. Leirasa a korabban ismertetalitlméretek meghatarozasaenipont alatt talalhato.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Rezisztencia gén analogok (RGA) vizsgalata:

A kutatasaink céljaolyan RGA markerek azonositasa és tesztelése amlgltalunk
vizsgélt genotipusokon (fajtakon), melyek alkalnkasa rezisztenciagén(ek)
jelenlétének, illetve hidnyanak kimutatésara.

Az alkalmazott molekularis megkozelités (3-as ponkoaz alkalmazott technikakat,
a 4-es pontok az elért eredményeket tartalmazzak):
1. Vizsgalt genotipusok dijtése és DNS izolalas (3.1.1. és 3.2. pont)
2. Degeneralt primerek tervezés (3.3.1. pont)
PCR reakcié degeneralt primerekkel (3.3421;.1. és 4.1.2. point
A fragmentumok klénozasa plazmid vektorba (3.834.1.3. pont
Kompetens sejtek transzformaldsa (3.3.4 pont)
A rekombinans baktériumok tesztelése — kolonia RERS5. pont)
Plazmid izolalas (3.3.6. pont)
Szekvenalas és a szekvenciak kiértékelése (343174. és 4.1.5. poht

© 0 N o O b~ W

SCAR markerek tervezése és tesztelésiik (33.8.1.6. pont

4.1.1. Rezisztencia génekre tervezett degeneraltimerek tesztelése

Célunk az volt, hogy olyan RGA-kat azonositsunlglajunk, melyek a rezisztens
illetve fogékony fajtdkban eltérést mutatnak. AzARmegléte, illetve hianya alapjan
mélyebb ismeretre tehetnénk szert a kulodbbdetegség rezisztencia folyamatok
miikodésével kapcsolatban. Ennek éellepéseként olyan szekvencidkat kerestink,
melyek a kulonbdk novényfajok esetében azonosak vagy legalabbis folagy
homoldgiat mutatnak. Az NCBI génbankban szerepélonbdz novényi rezisztencia
gének szekvenciaiban ezért, konzervalt régiokatedtank, melyekre degeneralt
primereket terveztiink. Bioedit szoftver alkalmaz@asasszerendeztik a kulonkéoz

novenyfajokban meglévkonzervalt régiokat3-6. abra).
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TIR

ioEdit Sequence Alignment Editor - kumentumok' Adatok’ Alma rez\NBS2Zaligned.gb] - |5| 5[

3" File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA  World Wide Web  Options  Window  Help - |E' 5[
= 0

E WW B 10 taotal sequences
Mods: Selection: nul Sequence Mask: None Start

o8 ISEIEE[  Sld j Position: Mumbering Mask: Mone ruler at: I‘I

= = ﬁ $ 2[EATGAT TTee Semoll L1 |
g1 DI3T Font E@%. II Hi!”“ CLTCAT : @MIE s speed slow 4 fast

4

_| 40 50 a0 ego 90 100
A2F0B790 Arabidopsis - TTTTTTT oo T T oooooo—o—————- MALEEEEERARY, SHLLEALD=RSINTFIDHG-IERSRTIAPELISA
CAE96660 Arabidopsis LRFHHDNRERKZT 3L 33 3P 33 L3P 33VEPP R 3CIWTHOVFESF 3GEDVRRDF RS HI OMEF QRMGITPFVDNE- TRRZEZIGPELLRA
22P44390 Solanum 0 [T T T T T T T T MIOESSLLESPD- - ITRWSDVFLEFREEDVRRTF W HLY LALREORCINTFRDDERLERGRFISPELVE Y
AAT3T497 Nicotiana - —-MASASIEEE - RS DVFLEFRSEDTRETFTRHLYEVLEDRETIRTFODERRLEY GATITFEELCEA
52045748 Cucumis --= ~MEETAAGAESSE SR IFNW SR DVF LEFRGEDTRENF TRHLYMF LRORGVHIVEIDD G- LERSEQI SETLFRT
A2R21295 Lycopersicon |~~~ - -MASEE IS EASNSRY YPRWERVVF LEFRGEDTRRTF T HLYECLRIRGINTFODDERLEHED STERELLRA

240392 Nicotiana --= S--MAEEEEEE- - RV LEFRSEDTRRIFPSHLYEVLHDREIRTFODDRRLEY SATIEGELCRA
25093075 Malus --= MDTAMTAHEAZZ 332 3MARLWHNYNLF LEFRGEDTRNGE GHLHAALRDREY QAYMDODDLNRZEEIREELFRA
AAZ4B132 slyeine T MIRAVSESTDIR-—-—-— VYD LSFRSEDTREGFTGHLYNCLERRGTHTFIGDYDFESSEETRASLSEA
CACP5124 Populus —MOKEKREOQSKDEENDE S 5RRRREADLEPESSRSRPEGAY DV FTDHLYTALVOASGTHTFRDDDELPRGEEI SDHFLRA

3. &bra: Kulonb6z novényfajok feltételezett rezisztencia génjeinekzervalt régioi
aminosav szekvenciainak ,,6sszerendez@stlR régio megjelenitése érdekében
(korrel jelolve)

P-loop

DokumentumokAdatok ; i . =]}
- 10 total sequences
B Courier Mew 'I 1 'I B 9
i Selection: nul Sequence Mask: None
Mode ISEIEC[ / Slide j Pasition: Nurﬂhering Mask: None ?L:iaerrt at)!
TTD LT GAT T[4E Seroll L1 |
g1 D L 2 MFE&%.E& II Hi!‘{ﬂ;c“ P @MIE ? speed slow - fast
RSN R R AR R AN R R AN RS L R A N N AL AR RSN R AR RN R AR YRR AN RA RN
=l Z50 260 Z70 E3=3v El 300 310 320 33
2AF08790 Arabidopsis --TREKCFDDFVCIEBAHIEAIESVLCLE- SEELRIMUS N[ GRALFBOLEE-——-—-— QFHHRAFLT----- YREETBGEDVE
CABI6660 Arabidopsis A-TEIRDFDGLVGMRAHLERMEELLCLD - TDEVRA GIWGEESTERT T AR VWY QL S H- AFOLIVFMENIRANYTRETGEDDY
AAP443590 Solanum o-RHABNARNLVGME SHMHEVYRML I G- 35 VHF LGILEMEcVERTTLARVIYDNIR - —— - -~ HQFOGACFLHEVRDREAROG---LE
AAT27497 Nicotliana - I3LEYLONIVGIDTHLEEIESLLGIG- INDVYIVGIWGM VKT TTARAMF DT LLGRRDE SYOFDEGACF LEDIKE- - NWERG— - —MH
22045748 Cucumis == === ANEHLYGEIDEKIEFLYRKEEMYRESECYEML T Y SIGEICKTTLARA LY DEMA S - —-——— QFEGCCYLRDVREASELFDG--LT
A4R21295 Lycopersicon |VAYELSFLODIVEINAHLERLEZKLOIE-INDV IFDTLE--—-—- YOFEAICFLADVEEF ARENK- - -LH
040392 Nicotiana --IELEYLONIVEIDTHLERIESLLELI G- INGVRIMGIWEM oW RTTIARATFDTLLGRMD S 3% OF DEACF LEDIKE- - NER G- - -MH
44093075 Malus STNRLRVARHQVGINSRIQDIISRLEHG-GENY A JRATYNQIHH- —-—-- EFQFREFLPDVGN- AASRHG- - LV
58G48132 Glycine 4= —--REVVDREVELEYRMLEVDWLLDAT 3LAGVIPN ARAVYHOAAG-————— HFDT8CFLENVRENAMEHG- - - LV
CACS5124 Populus EFKYLYVEEHLVGEMDOLARNIFDEL3AA- TDDVRIVNLHGME S TR TAQAVF QLY ——-——— GFEGICFLESINERSROVIEG--LV

4. abra: Kiulénb6d névényfajok feltételezett rezisztencia génjeinekzervalt régioi
aminosav szekvenciainak ,0sszerendezése” a P-tmp megjelenitése érdekében
(korrel jelolve)

WFGPG

3 Dokumentumok', Adatok'Alma rez|NBS2aligned.gb =10l x|
H Wﬂ B 10 total sequences
Maode: i Selection: null Sequence Mask: None Start
o ISeIect il j Pasition: Numbering Mask: None uler at!
= = GAT TTeE Serall Lol | il
g1 DL 2 M|T E@%.ﬁgill H‘!“;EH@CM’ @MIE ? speed slow p «f fast
I |vvvv|vvrv|vvrv‘vvrv‘vvrv‘vvrv‘rvrv‘rvvv‘rvvv|rvvv|rvvr|rvvr|vvvr|vvvr|vvvr|vrvr|vrvv|vr_|
;| 260 370 380 390 400 410 420 430 440

2AF08790 Arabidopsis HEGVVECQRLNHREVLILLDDVDNLEF- LRTLVGRIENE 2GSRI TINT CDROLLEAHETIDLYVYEVRL P BQCLALRMI SOV AF KD 8PPD
CABI6660 Arabhidopsis HLGVAQDRLEDREVLVVLDEVNQIVO- LDAMARYAWNE ZE 5 IRITITYD QRLFRAHGINHIYEVDFEPTEEALQIFCMYAF QN 3PRD

AAP44390 Solanum GANMORCORLOYREVLLVLDDVDHIDO- LNALAGEREWF DRI ITITTYDRHLLVEYETERTYRMET LN YE S LOLFROHAFEENRETE
AATIT497 Nicotiana GRHOMASRLRIREVLIVLDDIDDEDHY LEYLAFD LDWE NG IRIIVT TRDRHLIGR- - NDITYEVTALPDHEATQLFYOHAFEKEVEDE
AAD45748 Cuclumis GINITRNRLRIREVLILLDDVDRLEC- LOALWSHDWESQETRIIVT TRYKOLLYSHGFDRMYEVOSLSKHEATELFRRHAFRNLQE 33

(AARZ1295 Lycopersicon (SRCMIFNRLCSLEVLIVLDDIDHSDO-MEYLAGDICHWECHGIRVIVTTR
040392 Nicotiana GRHOMASRLRIKEVLIVLDDIDNKDHY LEYLARDLDWE GG SRITIITTH

KHLIEK--DDATIYEVAETLEDHEAMOLFNMHAFKKEVENE
PEHLIEK--NDIIYEVTALEFDHESIQLFKOHAFSKEVENE

42093075 Malus GIGLIEDOFRHRRVLVIMDNIDEVGO- LDATVRIEDWE-EGSRIIITADENLLRKO- - VDRTYVAQRLDEREALELF SWHAF GHIWE NE
AAGEB132 Glycine GISLIRKMLEPRERLLLVLDDVCELDD- LRALVENDWEE 3 RVI T RDRHLLKAHGVDRVYEVEVLANGEALELLCWRAFRTDRVHE
CACS5124 Populus SEVLIEERLRRERVLYVVADDVAHLEC- LMATLMEDER Pl TRDENLLRE--ADOTYOTEELEPDESLOLF SRHAFED SKPAD

5. abra: Kulonb6z noévényfajok feltételezett rezisztencia génjeinekzervalt régioi
aminosav szekvenciainak ,0sszerendezése” a WFGBIG néegjelenitése érdekében
(korrel jelolve)
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\Dokumentumok’ Adatok®, Alma rez\NBSZaligned.gh -|O 1[
H Wﬂ B 10 total sequences
Mode: | Select / Slide = Selection: nul Sequence Mask: None Start
I el J Pasition: Nurnbering Mask: None wer at:|!
I3 SREEE TN P e T H 9 lhion gt
g€ 1 DITD §on4 ELE 4l 15 EETCAT e MIE T peed slow o o fast
I MBS SAARNRAS AR AL AN RIS AR RN RARERES s = R Ly UL RN AR NSRS AR RN EARANR AL AN AN RARENIT
| 530 540 550 70 580 590 a00 ar
[22F08790 Arabidopsis |[~-"7° FRVSNVEELLEDDVGLTMLAEESZLIRITEY - Y IEMHNLLEERNGREIDRAR S RGP EROFLTNFEDIREVLT-ERTETETLL
CAEZ6660 Arabidopsis EIK-ITLEEHLARRFVEVRORLNVLAEKSLISFS, TIEMHELLARLAGEIVRNOITHERFSOROFLFDEEEICDVLNGDAAGARIVI
22P44330 SBolanum FEDSVIRILESFH-FCPVIGIKVIMERCLITT ~RITMHDLICQDMENHIVRREATDDERMC SRMWEREDICEVLERN - - LETDREN-
2AT37497 Nicotlana ORDY IMOVLESCH-FGAEYGLDVLIERSLVF IFEYNQVEMHDL I QDM IVN--FERDPCERSRLWLAEDVEEVMNNN- - AGTMaV-
22045748 Cucumis RVEYVEEMLSECH- 3TILDFGITELRDLALIRFEDD - RVOMHDLTEOMGHETVHDE SHDOP SERSRLIWLEEDILEVE 8NN - - 8G8DAYV -
[22RZ21295 Lycopersicon |(RREEVMOILEACD-FEAEYGLDVLINKSLVEIRENDRIEMEDLIRDMCRY VVE- -MORLORKRSRIWDVEDFREVMIDY - - TETMT V-
40392 Nicotiana ERDY ILOILESCH- IGAEYGLRILIDRELVF IREYNOVOMHDLIODMGHY IV - - FORDPCERSRLWLARKEVEEVME NN - — TGTMAM-
25023075 Malus DEDYVARVLDE-CEFYATIGISVLRERCL VT VENN- ELIMHDLLRE VIISERSPEDPCEWERLWDEREVINVLTHRE- - 3=TEEV-
22548132 Glycine ELAETEHIL=AHHGCCLEFHIGALVERSLIMID RVOMHDL T Q REIVRQESFPEHPGERERLWETEDIVHVLEDN--T=TCEI-
CAC951Z4 Populus EREYVTEVLEARCRPNPEVVLETLSERSLIOVE VEMHDLL REVVCELSPROPCGERTRIWHOEDAWHVLEBOORVRETD VY-

6. abra: Kulonbo®d novényfajok feltételezett rezisztencia génjeinekzervalt régidi
aminosav szekvenciainak ,0sszerendezése” a MHDIgidrénegjelenitése érdekében
(korrel jeldlve)

Ezek a primerek egy mar ismertMalus baccatebdl (Szibériai almafaj) izolalt TIR
NBS-LRR tipusu rezisztencia génen az alabbi szakadrelyekhez kapcsolodnak/é

abra).

«—P-loopR  —~WFGPGR «—MHDLLR
TIR 1F~ P-loo WFGPGF-> MHDLLF

TIR [Te]o) WFGPG MHDLL

7/a. abra: Az altalunk tervezett primerek és tapadasi helyeik
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.................................................................... tccatgtcaaaactttggtgttadgtagagcttcagag

gtgaaga cacgcgcaacggcttcacaggccacctccacgcggcattaaaagacagggg ataccaggctta
tatggatcaggacgatctaaacagaggggaagaaataaaagaggaactgtt ccgggcaatcgaagggteg
aaggatctccatcattgtcttctcaaagaggtatgcggattccagttggtg tcttgacgagctggtgaag
atcatggagtgcagatccaactggggcgacatgttttgccaatattctatc atgttgatccttcacatgt
caggaagcaggacggagatttagccgaagcatttctgaagcacgaagaggg atcggtgaaggaacagatt
ggcaagaaacgtgaagctaaacaagaaagggtaaagcagtggaaaaaagct cttacagaagctgcaaatt
tgtctggccacgatcttcgtatcactgataatgggcgcgaagcaaatctgt gtcctagagaaattgttga
caatattattacgaaatggcttatgagcacaaacaaactaagagtggccaa gcaccaggttggtatcaat
tctcgcattcaagacattatcagtcgtctttcaagtggcggatcaaatgtt attatggttggaatttggg
ggatgggtggattgggtaaaacaa cagctgccaaagccatttataatcaaattcatcatgagttccaatt
caaaagtttcctgcctgatgttggcaacgctgcaagtaaacatggtctagt ttatttgcaaaaagaactt
attttatgacatcttaaaaacgaagtctaaaataagcagtgttgatgaagg tatcggtctgatagaagat
aatttcgacatagaagggtacttgtcatcatggacaacatagatgaagtgg gccaattggatgcaatagt
tggaaatcctgat  tggtttggtccaggaagtagaat tatcataacaacaagagatgaacatttactaaag
caagtggataagacatatgtggctcagaaattggatgaacgagaagctttg gagctctttagttggcatg
cctitggaaataattggcctaatgaagaatatcttgaactctcagaaaaag ttgtttcttactgtggagg
tttgccactagcccttgaagttttaggttcttttttgtttaaaagacccat agcagagtggaaaagtcaa
ttggagaaattaaaaagaactcctgaaggaaaaataataaaatccctaaga ataagctttgaagggctag
atgatgcacagaaggctatatttcttgacatatcttgtttctttattggag aggacaaggactatgttgc
aaaagtattagatggatgtggattttatgcaacaataggaatcagtgtcct tcgtgaacgatgccttgta
actgttgagcataacaagttgaat ccaaagtaatcatttctgaaa
aatcccctggtgaccctggaaaatggagtaggttgtgggataaacgagagg tcatcaatgtattgacaaa
taaatctggaactgaagaagttgaaggacttgctctaccttggggttatcg tcatgacactgctttcagt
acaagaagcatttgccaatctgaaaaaactgagattgcttcagctctgcag agtagagctgaatggagaa

7/b. abra: A konzervalt régiokra tervezett primerek és kapid@si helyei a szibériai
almafaj Malus baccata esetében. A szinekkel kiemelt tertletek a prirpérok
kapcsolddasi helyét mutatjak

v

tcttgagcttcagaggtgaaga : TIR1F
atgggtggattgggtaaaacaa : P-loopR
TIR1F + P-loopR = 669 bp (intron nelkal)
atgggtggattgggtaaaacaa . > P-loopF
tggtttggtccaggaagtagaat: WFGPG-R
RloopF + WFGPG-R = 314 bp (intron nélkul)

tggtttggtccaggaagtagaat: > WFGPG-F

MHDLL -R

WFGPG-F + MHDLL -R =526 bp (intron nélkul)
8. abra A varhaté amplifikatum méretei

Ezekkel a primerekkel( abra), mind a TIR-NBS-LRR, mind a CC-NBS-LRR tipusu
rezisztenciagénekb fragmentumokat lehet felszaporitani. 8. abra a varhat6

amplifikatumok méreteit adja meg intron nélkul.
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4.1.2. A degeneralt primerekkel felszaporitott fragnentumok

A primerek tervezését kovign PCR reakcidkat inditottunk rezisztens, illetvgékony
genotipusokbdl izolalt DNS-t templatként alkalmazviavel kézismert, hogy a névényi
genomban akar tbbb széz ilyen tipusu szekvendi@eghet, arra szamitottunk, hogy
esetleg sikerul olyan fragmentumokat kapnunk, aeletsak a rezisztens genotipusban
jelennek meg. Sajnos azonban ezt a méretbeli k&é&iydi nem sikertlt kimutatnun@.
abra). Nagy koOpiaszamu, azonos mérdtagmentumokat kaptunk a betegségekre

leginkd&bb rezisztens és fogékony genotipusokbaarégy

9. &bra: Alma fajtak (1,2,3,4) TIR1F és P-loop-R degenepdiinerekkel végzett PCR
reakcidjanak eredménye. M: PCR molekulatomeg marketiberty, 2: Gala, 3: Red
Rome Van Well, 4: Reanda. A Liberty és a Reandatfjensok a legtdbb bakterialis és
gombas betegséggel szemben rezisztensek, migidajihl{3 és 4) fogekony.

A 9. abrabizonyitja azt is, hogy a felszaporitott fragmentk mérete azonos. Emellett
a reakcio eltér méreti fragmentumokat is eredményezhet, valGéeigp az intron(ok)

jelentétének illetve hianyanak a kdvetkeztéfih abra).

53



54

=y T 5

B T 0 0 10 11 12

Fhy—3

P-loopF + WFGPG-R

WFGPG-F + MHDLL-R

10. abra: Alma fajtak (1,2,3,4) P-loop-F és WFGPG-R (1-H#gtve a WFGPG-F és
MHDLL-R (7-10) degeneralt primerekkel végzett PCéakciojanak eredménye. M:
PCR molekulatomeg marker; 1, 7: Liberty; 2, 8: G8la9: Red Rome Van Well; 4, 10:
Reanda; 5, 11: Jonagold; 6, 12: Golden Delicioud.il¥erty és a Reanda genotipusok
(1, 7, 2 ,8) a legtdbb bakterialis és gombas bégg szemben rezisztensek, mig a
tobbi fajta (3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12) fogékony.

A felszaporitott fragmentumok méretétarra kovetkeztethetiink, hogy a P-loopF és
WFGPG-R primereket alkalmazva az intron régio(Kelszaporitasra kerilt(ek), mig a
WFGPG-F és MHDLL-R primereket hasznalva az intraikidll szamitott~526 bp

méreti fragmentumot kaptuk.

4.1.3. A fragmentumok klonozasa

Elsd lépésben a TIR1-F és P-loop-R degeneralt primetek&lszaporitott alma
fragmentumokat pGEM T-easy vektorba kl6noztuk. géalashoz kdzvetlenil a PCR
terméket hasznaltuk, abbdl a célbdl, hogy lélegt az 6sszes azonos mérete
szekvencialis kulonbségeket hordozo6 fragmentunkatrigijon klonoznunk. A szelektiv
taptalajon kintg fehér kolénidkbol, minden egyes fajta esetében,ndasterplate-et
készitettiink, amely segitségével minden kolonididdn szamot adtunkL(. abra).
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11. &bra: A kék-fehér” szelekciot kovéen a fehér koloniakbdl inditott master-plate

Az 11. abranlathaté, hogy néhany kolénia a kezdeti fehérsteméte kédbb bekékult
az X-gal-t, IPTG-t és ampicillint tartalmazé tapjah, ezekkel a kébbiekben nem
foglalkoztunk. Néhany nap utén is fehéren maraditdikbol kolonia PCR-t inditottunk
ugyanazokkal a degenerdlt primerekkel (TIR1-F édoop-R), melyekkel a
fragmentumok felszaporitasat is végeztik. Ezzel egkizelitéssel, mar az egyedi
klénozott szekvencidkat tudtuk felszaporitdi®.(abra).
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O O e e e e TR 1 18 19
ARGA-2

- >

12. abra: A kolonia PCR soran, a 'Reanda’ fajtdban az ARGARGA-2, ARGA-3
primerekkel sikertlt fragmentumokat felszaporitanun A csillaggal jeldlt
fragmentumokat szekvenaltuk.

Az amplifikaciét megismételtik, és a2. abran lathatd 3 sikeresen felszaporodo
kolénia mellett, tovabbi 9 (ARGA 4-12) kolonia eSe¢n kaptunk megfelelmeéreti

terméket, melyeket szekvenaltunk.

4.1.4. Az ARGA 1-12 primerekkel kapott DNS fragmenimok szekvenciajanak
értékelése és SCAR markerek tervezése

A kolénia PCR-rel pozitivnak bizonyulé 12 kolénidbfolyékony LB tenyészetet
inditottunk, majd nagy tisztasdgu plazmid DNS-t latonk. A fragmentumok
szekvenaladsa az SP6 és T7 univerzalis primerekkint. A nukleotid szekvenciakat
Bioedit (verzid: 7.0.5.3) szoftverrel aminosav saakciava konvertaltuk, s aminosav
szinten vizsgaltuk az egy&zgeket, mads RGA jelbltekkel. Az NCBI honlapjanélév
BLAST alkalmazassal olyan fehérjékhez hasonlitotminosav szekvencidinkat,
melyek feltételezhéen vagy mar bizonyitottan, kilonkbzezisztenciakban fontos
szerepet betdt szekvencidk, szakaszok. Az alabbiakban mutatjuk abe egyes

szekvenciakat:

56



57

Az ARGA-1 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciajanak értékelése:

Az ARGA-1 primerrel kapott fragmentumumnkukleotid szekvencidjaa legnagyobb
homoldgiat a 'Fuji’ almafajtaban azonositott, fedlézett rezisztencia génnel (azonosito
szam: ABGA002025CT, Rikkerin&t al. 2006) mutatta. 459 nukleotidbdl 470 azonos,
ami 97%-0s nukleotid egyézéget jelent. Emellett @orylus avellanabdl izolalt NBS

régiot tartalmazo szekvenciakkal mutat nagy hométd@3. abra)

Cordus avellang isolate carw. F10R11.151 NE 5 conteining res.
]

_JCoMus anvellania isolate caw F10.7 MBS conteining resistence.
g Condus avellana isolate can.w.F1.6 MBS confaining resistance-1.
g condus avellana isolate caw tr.F1.12- st MEBS-conteining resista.
a2 Cordus avellana isolate cau tr. F2E 403 MES-confaining resistan..

Cordus avellanz isolate caww.Fr.152 MES-contfaining resistance like profein gene, partial cds
Cordus avellana isolate caww.
¢ & Cordus avellana isolate co fr.F7...
Cordus avellana isolate carw. F4R11.80 ME 5 confeining resisfance like.
Cordus auellani isolate canw. F10R11.152 MBS contein..

-] &

Cordus avellana isolate cav fr. F10R11.114 ME S contain..

Cotdlus avellanzizolabe canw. F10.10 MES conteining resistonce like protein aene, parfiel cds

corus avellana isolate caw.F11.3 ME S confeining resistence like protein 9ene, partial ods
talus 1 domestice disease resistonce gene analog MES- LRE-like protein (& RGA- 13 gene, parfial sequence
-]
Flelligzz1d

&
talus floribunda clone A BGAD02025CT putadive ME S LRR disease resistance protein gene, pardisl cds

13. 4bra: ARGA-1 primerrel kapott fragmentum és az NCBI adakban talalhato
RGA jelbltek, nukleotid szekvenciai alapjan kédtitdendrogram. ARGA-1 séarga
jeldléssel lathato.

Az ARGA-1 primerrel kapott fragmentumurd&minosav szekvencigjaa legnagyobb
homoldgiat aRosahibridek NBS-LRR rezisztencia fehérjével (AM4114 #8utatta.
Hattendorf és Debener (2007) szerint ez az egyik&reak az RGA szekvenciaknak,
melyeket konzervalt NBS régiokra tervezett oligdeokid primerekkel sikertlt
felszaporitaniuk. Az azonossag alapjan feltétel@zheogy ennek a régionak szerepe
lehet a rezisztencia kialakitasaban.

ARGA-1 fragmentumunk aminosav szinten a ‘Fuji’ afej@ban azonositott,

feltételezett rezisztencia génnel két szakaszbamatrmég nagy hasonlésagot. Azéels
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szakaszban 89%-0s (84 aminosavbdl 75), mig a nidsmiikaszban 86%-0s (60
aminosavbél 52 azonos) az azonosddg ébra). NCBI azonosité: EF455013.
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14. abra: ARGA-1 primerrel kapott DNS fragmentum (811 bjiplakédolt aminosav
szekvenciaja és ahhoz hasonlo szekvenciak az NQGBtbankban tarolt RGA
jeléltekben (DQ644350, AM411478). Hasonlosag mértekinnel jeldlve.

ARGA-2 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciajaak értékelése:
Az ARGA-2 primerrel kapott fragmentumunkukleotid szinten Malus baccataddl
szarmazo6 TIR-NBS-LRR tipusu R7 (Letal.2003; AY363617) szekvenciaval mutatja
a legnagyobb homologiat (817 nukleotid hosszusagiaszon 706 nukleotid azonos).
Ezt koveti, két altalunk NCBI adatbazisba feltdgtekvencia (ARGA-10 és ARGA-4)
92%-nyi (572 nukleotid hosszUsagu szakaszon 531eatilt azonos), valamint 84%-
(828 nukleotid hosszUsagu szakaszon 702 nu#leazonos) azonossaggal
(Wichmannet al. 2009, NCBI azonositd:J477237,FJ477235)
Kisebb szekvencia szakaszon nagyobb homoldgia (98%ve 94%) figyelhei meg
egyMalus x domestichol szarmazo FRG-A4 klon (AF515627), valamint argyat al.
(2008) altal kozolt Pyrus hybridbél szarmazd Ph-Xz1-1 klon (EU939867)
szekvenciajabafls. abra).
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Malus 4 domesfica, disease resi,
o eydicots | 4 leaves
s endicots | 16 leaves
endicots | 22 leaves
endicots | & leaves
tialus 4 domestica WE S LRR resisfance gene like protein & ROH m02 gene, parial ods
talus H domes fica disease resistance protein (4 RGEA 100 2ene, partial seq..
Malus 1 domestica putefive disease resistance- like protein MES- LRR (FROA 441 ...
Purus hebrid culfivar clone P 62k 1 nucleotide binding site leucine rich repeat disease resista..,
-l
Prus hbrid cultivar clone xzl1 disease resistance like protein mrMa, partial ods
talus # domestica clone A BHADD S00ECT putative ME S LRR disease resistance protein gene,.
tialus floribunda clone AESADOE00DCT putative MES LRR disease resistance protein ge.,
Wialus + domestica putadive disease resisfance gene analog MES LRR (F.

@ lcljE2as o
@

tlalus # domestica disease resistence gene analog MES LRP-like protein (A RGA-2) gene, parfial sequence

15. abra: ARGA-2 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhatdé RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai afapjkészitett dendrogram. ARGA-2
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-2 primerrel kapott fragmentumunk szekvefgi@minosav szinten a
legnagyobb homoldgiat az altalunk az NCBI adatldmseltoltott ARGA-10-es — 118
aminosavbdl 99 aminosav azonos (83%) — valamiiR@A-4-es — 206 aminosavbol
138 aminosav azonos (66%) — szekvenciaval mutatott.

Nagyfoki homolégia (69%) figyelh&tmeg aMalus baccatebdl szarmazé TIR-NBS-
LRR tipusu R7 (AY363617) szekvenciaval (Leteal. 2003), ahol 203 nukleotidbdl 142
nukleotid azonos.

Kisebb szekvencia szakaszon nagyobb homoldgia Ifigile meg az ARGA-4, egy
Malus x domesticddl szarmazé FRG-A4 (AF515627), éPwrus hybridbdl szarmazo
Ph-Xz1-1 klon (EU939867) szekvencia esetéh @bra). NCBI azonositd: EF455014.
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16. abra: ARGA-2 primerrel kapott DNS fragmentum (825 bpjahkodolt aminosav
szekvenciaja és ahhoz hasonld szekvenciak az NQBtbankban tarolt RGA
jeloltekben (ARGA-10, ARGA-4, AY363617, AF51562FEU939867). Hasonlosag
mértéke szinnel jeldlve.

ARGA-3 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciaanak értékelése:

Az ARGA-3 primerrel kapott fragmentum szekvencidjaleotid szinten egy Pyrus
communisklon, betegség rezisztencia génjével mutatja (eggin gazdag Pc-Lys-2
nukleotid ko6 rész) a legnagyobb hasonlésagot. A szekvenciagwgal. (2008) irtak
le (EU939798), 479 bp hosszlsagu szakaszomdHKi@otid azonos (93%).

Szintén Wangpt al.izolaltak a Pc-Lys-1 rezisztencia fehérje gé(§#1939797), amely
a mi fragmentumunk szekvenciajaval 491 bp hosszisagkaszon 443 nukleotiddal
(90%). mutat azonossagot.

Nukleotid szinten 88%-0s homoldgiat azonositottumkjalus baccatebdl szarmazé
putativ rezisztencia génnel RGA-1146 (Leeal. 2008; AF516650). Ebben az esetben
497 bp hosszusagu szakaszon 439 nukleotid aZdioabra).

60



61

eudicots | 2 leaes

eudicots | 14 leaves

Purus communis clone P Lws- 2 nucleotide binding site leucine rich repeat disease resist...

Scls5E17 4

tgduz 4 domestica disease resistonce gene analog ME S LRF-like protein (A RGA- 31 9ene, parfial sequence

17.4bra: ARGA-3 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&dlatbankban
talalhatdé RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai alapjkészitett dendrogram. ARGA-3
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-3 primerrel kapott fragmentum szekvenciajainosav szintena korabban
emlitett (ARGA-2) Pc-Lys-1, Pc-Lys-2 és Pc-AjGR-lbrkokkal (Wanget al. 2008;
EU939788) mutat homologiat. A 159,163 illetve 168imosav hosszusagu szakaszon
139 aminosav (87%), 131 aminosav (80%) illetve 4@6nosav (77%) azonos.

Malus esetében az ARGH26 kioén (Balét al. 2004; AY369225) 125 aminosav
hosszlUsagu szakaszan 166 aminosav azonos, amelgsra2onossagot jelent.

Lee et al. (2003) altal leirt RGA-1146 és NBS-LRR rezisztemajén analégokkal
0sszehasonlitva, szekvenciank 169 aminosav hoggrusakaszan 127 aminosav

azonos, amely 75%-0s azonossagot jele®t &bra). NCBI azonosito: EF455015.
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18. abra: ARGA-3 primerrel kapott DNS fragmentum (826 bfipkkddolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbawdan tarolt RGA jeldltekben
(EU939798, EU939797, EU939788, AY369225, AF51665@asonlésag mérteke
szinnel jeldlve.

ARGA-4 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciajak értékelése:

Az ARGA-4 primerrel kapott fragmentum szekvencidakleotid szinten az ARGA-
26 (92%) (Wichmanret al. 2009; FJ477231), ARGA-2 (98%) (Gakit al. 2007;
EF455014), ARGA-9 (98%) (Wichmaret al. 2009, FJ477234) klénok szekvenciajaval
mutatja a legnagyobb homoldgiat.

A Malus baccateban AY363617 jelzés alatt lekozolt (Leeal. 2003), TIR-NBS-LRR
tipusu R7 fehérje, mMRNS szekvenciaval mutat még igagy (99%-0s) homologiat.
Nagyobb azonossagot talaltunk tovabba (91%) B@us floribundakldn, putativ
NBS-LRR betegség rezisztencia fehérje parcialikwsaecidjaval (Rikkerinket al.
2006, DQ644322(19. abra).
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Higlus baccate putafive disease resistance..
endicats | 4 leaves
eudicats | 57 leaves
figlus » domestica disease resistan.
tialus fhoribunds clone & BEADO4004CT putadive ...
talus floribunda clone 4 BGA..

@lcl1zsva 4
]

Halus % domestica disease resistance profein (4 ROA- 41 gene, pardial sequence

19. 4bra: ARGA-4 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhatd RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai aklapjkészitett dendrogram. ARGA-4
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-4 primerrel kapott fragmentumunk szekvefa@minosav szintenLeeet al.
(2003) altal lek6zolt TIR-NBS-LRR tipusu R fehé(feY363617) szekvenciaval mutat
78%-0s hasonlosagot. Az RGA kimutatasa soran isMBB&-LRR rezisztencia gének
konzervalt régioira terveztek degeneralt primerekeélyeket klonoztak, mind vad,
mind termesztésbe vont fajtak esetében. Osszeskiildnbod RGA csaladot sikerilt
elklloéniteni, NBS regibikkal. Aminosav szinten dtalunk NCBI adatbazisba felt6ltott
3 szekvencia (ARGA-26, ARGA-2, ARGA-9) mutatott megsonldsagot.

Az ARGA-4 fragmentumunk szekvencidaja aminosav szrintnagyfokd hasonlésagot
mutatott, ebben a pontban ismertetett ARGA-26, ARGA ARGA-9
fragmentumokévalHomologidjuk a fent emlitett sorrendben 79, 75 @%6v0lt Q0.
abra). NCBI azonositd: FJ477235.
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20. abra: ARGA-4 primerrel kapott DNS fragmentum (826 bfipkkddolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbawdan tarolt RGA jeldltekben
(AY363617, ARGA-26, ARGA-2, ARGA-9). Hasonlbésag méke szinnel jelblve.

ARGA-8 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciajénak értekelése:

Az ARGA-8 primerrel kapott fragmentum szekvenciaakleotid szinten a kordbban
leirt ARGA-28 (Wichmanret al. 2009; FJ477230), NBS-LRR-s#eRGA-val mutatott
hasonldsagot a parcialis részen, ahol is 92%-blrazonos.

A szekvencia 62%-0s azonossagot mutat tovabhédalas domesticddl szarmazo
AY369214 (Baldiet al. 2004) aMalus prunifoliabol szarmazo AF516642 (Lex al
2003) putativ betegség RGA-val, tovabba kulowbd&runusbol szarmazé NBS
tartalmu régiokkal(21. abra).
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eudicots | 40 leaves
Pyruz communis parfial aene for putefive nucleotide binding site leucine vich repeat disease resistance protein, clone RGA1S
talus 4 domestica disease resistonce protein (ARGA- 28] gene, parfial sequence
Halus ¥ domestica ME S- LRR resistance gene like protein ARGH12 gene, parfial cds
talus floribunda clone A BGADDIOE0CT putefive MES- LRR disease resistance protein gene, partial cds
hielus prunifolia putetive disease resistonce gene analog ME 5 LRR (RGA-NI21) gene, parfisl cds

alcljivev 4
2

teluz 4 domestica disease resistonce protein (ARGA- 3] gene, parial sequence

21. abra: ARGA-8 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhatdé RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai alapjkészitett dendrogram. ARGA-8
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-8 primerrel kapott fragmentumunk szekvefji@minosav szinten a
szekvencia az altalunk korabban lek6zolt ARGA-28ramsav szekvenciaval mutatja a
legnagyobb azonossagot, mert 244 aminosavbol 21182 86%).

Az el nem altalunk lek6zolt szekvencia, a mar ismeited@t369214 rezisztencia
gén-szeif fehérje egy része (89%-0s azonossag). Tovabbifolagyomologiat mutatd
szekvenciak #yrus communi®ol szarmazé RGA15-6s (Afunian 2004) jelzgmitativ
nukleotid kot rész, leucin-gazdag ismédledi betegseg rezisztencia fehérje (86%). A
nagyfoki homoldgiat mutaté szekvenciak kozott tadkl két Ricinus communibol
szarmazd TMV rezisztencia fehérjét is (55, illeba2% homoldgia), valamint Leet al.
(2008) RGA-11I121 jelzéé NBS-LRR RGA-t is 22. abra). A vizsgalt szekvencia NCBI
azonosité: FJ477236.

65



66

210 220 230 240

ARGA-B VGG KT8 RO ERISHIE S

BITRISRCLANKKVLL!
BITRISRCLENKKVLLI
bITRISRCLIBNKKVLLI
--- OBSTPET[NPF]

ARGA-28

YN LT R — EMGKTE
F N L 27— lel’aciTDET
XM_002514758 MKYLCKRESDDVRFVG C ) [6 &) WAEAY
XM_002530581 SMYLDVERLNDVLFI G S §) € €4

X 3 g4

AF516642 = -

310 340
- -
ARGA-8 LDDVDOLDQLEKLVKQKEMEESRVVVT TRDERLLVI
ARGA-28 LDDVDEDQLEKLVKQ
AY369214 LDDVDEDOLEKLYKOKE EVKPLTQ
AJ581782

LINHE EY[E THRTX- TPTYPSASTEYI
XM_002514758 RMRYG
XM_002530581 ] :
AF516642 LDDVDQLDQLEKLVKQKEMEESRVVVITRDERLLVI

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

OO OO O OO O O OO OO SO OO O O O T o Y o]
ARGA-8 REzDEVVKALDKLK = DB LDEZEKRI 6 -HKSCEG | ENEBVEI Y| [EVLI [EKSLLYIS | omm—
Aronss AR N I 8 RO (AR e A B oA VR o g
AY369214
AJ581782 SN BPESTH
XM_002514758 SINEWQN DRLKEJPNKRIID : ] e ~KCERL ISR Y- A TN ENCRDI
XM_002530581 v EITEANRIG [ 013 E FO@LEE dits i =R ;Y- PHYCR s [ ENCREI
AF516642

22. abra: ARGA-8 primerrel kapott DNS fragmentum (793 bjpapiékodolt amindsov
szekvencia és ahhoz hasonlo szekvenciak az NCBbatdan tarolt RGA jeldltekben
(ARGA-28, AY369214, AJ581782, XH 002514758, XH 860581, AF516642).
Hasonlésag mértéke szinnel jel6lve.

ARGA-9 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciajaak értékelése:

Az ARGA-9 primerrel kapott fragmentum szekvenciajakleotid szinten az Malus
prunifolia-bol izolalt putativ betegség rezisztencia NBS-L&#h analdég, RGA-I114-el
(Lee et al 2008; AF516641) mutat homologiat, 495 bp hossqiisszakaszon 476
nukleotid azonos (95%).

A Pyrus pyrifoliabdl izolalt Pp-Qh-2 betegség rezisztencia fehéga (EU939817)
szintén homolégiat mutat a vizsgalt azARGA-9 szekigaval. A Wanget al. (2008)
altal izolalt klon szekvencigjdban 483 bp hosszissgpkaszon 458 nukleotid azonos
(94%) az ARGA-9 klén szekvenciajaval. Ryrus communifRGA-16 klonbal izolalt
betegség rezisztencia fehérje génjének (AJ58178&Kleotid sorrendje 93%-ban
megegyeé (Afunian 2004), mert 503 bp hosszUsagu szakass8nndikleotid azonos
(23. abra)
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eudicots | 29 leaves
o Purus communis partiel aene for putedive nucleotide binding site leucine rich repeat disease resistance protein, clone ROA1E
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% Purus communis clone Po- Stee 1 nucleotide binding site leucine rich repeat disease resistance protein gene, partial cds
Pus communis partiel gene for putedive nucleotide binding site leucine rch repeat disease resistance protein, clone RGA09
Fuus communis partisl gene for putedive nucleotide binding site leucine rich repeat disease resistance protein, done RGA10
Pz purifolia clone Pp-Qhe 2 nucleotide binding site leucine rich repeat disease resistance protein gene, parfial cds
Halus prunifolia putetive disease resizfance gene analog MES LRR LRGA-14] 92ne, parial cds
Alczatz1d

9

s = domestice disease resistance protein (4 RGA- 9) gene, partial sequence

23. abra: ARGA-9 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhatdé RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai abapjkészitett dendrogram. ARGA-9
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-9 primerrel kapott fragmentum szekvenci@jminosav szintena Malus
baccatabol szarmazo TIR-NBS-LRR tipust R 7 fehérje (leteal. 2003; AY363617)
génbanki szekvenciaval mutat homologiat, 276 anamdsosszusagu szakaszon 188
aminosav (68%) azonos.

Az altalunk NCBI adatbazisba feltoltétt (Wichmaenal. 2009; EF455016, EF455014)
ARGA-4 klén szekvencigjaval 6sszehasonlitva, (2f8nasav hosszUsagu szakaszon
187 aminosav azonos, ami 67%). Az ARGA-2 fragmentsmekvenciajaval (209
aminosav hosszusagu szakaszon 138 aminosav azam$6% egyeiseget jelent.

A Malus prunifoliabdl szarmaz6 putativ betegség rezisztencia NBS-g&Ranaléggal
(Leeet al. 2008; AF516641) mutat még nagyfoku azonossagotlé§ytagl aminosav
szekvencia részleten 153 aminosav azonos (92%m&za&gyebPyrus csoportba
sorolhatdo RGA-val is nagyfokl azonossagot muta?4. (Abrg. NCBI azonosito:
FJA477234.
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24. dbra ARGA-9 primerrel kapott DNS fragmentum (745 bjitpakodolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonlo szekvenciak az NCBbatdan tarolt RGA jeldltekben
(AY363617, ARGA-4, ARGA-2, AF516641). Hasonldsagrtéke szinnel jeldlve.

ARGA-10 primerrel kapott DNS fragementum szekvenciganak értékelése:

Az ARGA-10 primerrel kapott fragmentum szekvenciaj&kleotid szinten a 825 bp
hosszUsagu kordbban altalunk az NCBI adatbazidtidgtde (Galli et al. 2005) Malus
domesticaNBS-LRR-szelt betegség rezisztencia gén analdgjaval ARGA-2 rjautat
legnagyobb homoldégiat egy 572 nukleotidos szakasabwl 531 nukleotid azonos
(92%). Az altalunk lekdzolt tovabbi RGA jelbltek il az ARGA-4, ARGA-26 és
ARGA-9-el mutat 84%-0s homol6gié25. abra)

Nagyfokd homolégia figyelhétmeg tovabba, Balus baccatebdl szarmazéd TIR-NBS-
LRR tipusu R7 fehérjével (Leet al. 2003; AY363617), egy 572 nukleotidnyi

szakaszon 496 nukleotid azonos.
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eudicats | 2 leaves
@ eudicots | 14 leaves
=] endicots | 25 leawes
] talus = domesfica b E 5 LR R resistance gene like protein & RGH m02 gene, parfial cds
alus 1 domesfica disease resistance gene anplod WE S LRR-like protein (A RGA- 21 9ene, parfial sequence
eudicats | 3 leaves

Purus hybrid culfiver clone Phe 2k 1 nucleotide binding site leucine rich repeat..
o

Pirus hibrid cultivar clone ®zl1 disease resistance like protein mRra, partial ods
Halus # domestica putedive disesse resistance like protein WE S LRR (FROA- A4) 9ene, part.

@lclEvao 4
2

talus H domestica disease resistance protein (4 RGA- 100 gene,.

25. abra: ARGA-10 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhatdé RGA jeloltek, nukleotid szekvenciai akapjkészitett dendrogram. ARGA-10
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-10 primerrel kapott fragmentumunk szekvéjgaminosav szintenszintén
az altalunk az NCBI adatbazisba lek6zolt ARGA-2+weitat nagyfokd homologiat egy
129 aminosav hosszusagu szakaszon 108 aminosagyeede(83%).

A Malus baccateb6l szarmazd TIR-NBS-LRR tipusu R 7 fehérjéveldlet al. 2003;
AY363617) mutatott még hasonlésagot egy 200 aminbsaszusagu szakaszon, ahol
is 144 aminosav azonos (72%).

A vizsgalt szekvencia az NCBI adatbazisba felt6ffdtichmannet al. 2009; FJ477234,
EF455014, FJ477231) RGA jel6ltekkel mutat azonossaRGA-4 (194 aminosavbol
137 azonos, tehat 70%-0s homoldgia), ARGA-9 (194nasavbol 133 azonos, tehat
68%-0s homoldgia), ARGA-26 (185 aminosavbol 127 nasp tehat 68%-0s
homoldgia).

Az el nem Malusbdl szarmazd aminosav szekvencia éQyus x bretschneideri
klobnbol szarmazo TIR-NBS-LRR-tipusu betegség réerszda-szei fehérje mRNS-e
(Wanget al. 2009; FJ943460) (198 aminosavbdl 119 azonos, &dtdtos homoldgia)
(26. 4bra). NCBI azonosité: FJ477237.
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26. abra: ARGA-10 primerrel kapott DNS fragmentum (602 bfialékddolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonlo szekvenciak az NCBbatdan tarolt RGA jeldltekben
(ARGA-2, ARGA-9, ARGA-26). Hasonlésag mértéke sahjeldlve.

ARGA-25 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciagnak értékelése:

Az ARGA-25 primerrel kapott fragmentum szekvencigjgleotid szinten a 823 bp
hosszu, altalunk az NCBI adatbazisba felt6ltott ARED-el (Wichmannet al. 2009;
FJ477232), mutatott nagyfoki homoldgiat, 777 nuidieyi szakaszon, ahol is 672
nukleotid azonos (86%). Hasonlé mdérehomoldgia figyelhét meg a 768 bp
hosszusag®yrus x bretschneideRPb-Dshs-1 (Wangt al. 2008; EU939772) nukleotid
koté leucine-gazdag ismétledi betegség rezisztencia fehérje pseudogénjével, ahol
homoldgia egy 497 nukleotidnyi szakszon 432 nuldeatonossagot mutat (86%).

Két esetben talaltunk 88%-0s homoldgiat: a 445 tshisagu nukleotid szakaszon a
Malus x domesticaNBS-LRR rezisztencia génsterfehérje (Baldiet al. 2004;
ARGHA46) génjével, illetve a 433 nukleotid szakasadvialus x domestichiBS-LRR
rezisztencia génszefehérje (Leeet al. 2008; HRGA-H10) génjévéR7. abra)
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tladus = domestica disease resistance gene analog MBS LRF-like protein (4 RG.

endicots | 10 leawves

talus + domestice puteative disease resistance gene analog MES LRR (H.

[

& Malus  domesfica clone ABHAD0S016CT putative MBS LRR disease resis.

@
Halus 1 domestica clone ABHAQOSOS0CT putefive MBS LRE disease res
&
Y]

Malus 1 domestica clone ABHADD1034CT pufative ME S LRR disease resist.,

<

-] tialus floribunda clone & BGA.
Prunus avium clone DOUC4.F4.3 WE 5 containing resistance like,

&
Prunus alium clone panFS. 10 NE S confeining resistance like p..

talus = domesfica disease resistance protein (& RG4- 29) gene, partial sequence

Purus 1 bretschneideri clone PE Dshs 1 nucleotide binding site leucine rich repeat disease resisfance protein ps.
Alcliiorssd

&

talus H domestica disease resisfance protein (A RGA-25) 9ene, parfial sequence

27. abra: ARGA-25 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhatdé RGA jeloltek, nukleotid szekvenciai akapjkészitett dendrogram. ARGA-25
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-25 primerrel kapott fragmentum szekvenciajainosav szintennagyfoku
homoldgiat (71%) mutat, az altalunk az NCBI adatiza feltoltott ARGA-29
szekvenciajaval (269 aminosav hosszlUsagu szakaszolns 193 aminosav azonos).

Hasonlosagot mutat tovabbéa, Pilodt al. (2009) Corylus avellanebdl szarmazé
rezisztencia-szér fehérjék génjeivel: cav.w.Tirll.154 (FJ185548) %3

cav.w.Tirll.160 (FJ185552) (50%), valamint cav.wilT159 (51%) @8. abra). NCBI

azonosité: FJ477238.
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28. abra: ARGA-25 primerrel kapott DNS fragmentum (810 bpialakédolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbawan tarolt RGA jeldltekben
(FJ185548, FJ185552, FJ185551). Hasonlosag mé&téheel jeldlve.

ARGA-26 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciagnak értékelése:

Az ARGA-26 primerrel kapott fragmentum szekvencidjikleotid szinten az altalunk
az NCBI adatbazisba feltoltott (Wichmaeh al. 2009; FJ477235) 826 bp hosszusagu
ARGA-4-el mutatta a legnagyobb homoldégiat (88%) @32 nukleotid hosszusagu
szakaszon, alacsonyabb érték volt kimutathato ARX384%) és ARGA-9 (82%) RGA
jeloltek esetében.

A Malus baccatahol izolalt TIR-NBS-LRR tipusu R 7 fehérje mRNS;sél61
nukleotid hosszUsagu szakaszon 651 bp volt azoB8886)( (Lee et al. 2003;
AY363617).

Rikkerink et al. (2006) altal publikaltMalus floribundabdl izolalt ABGA004004CT
(DQ644390) putativ NBS-LRR betegség rezisztencia, g86 nukleotid hosszusagu
szakaszon 418 bp egyes#get mutatott (95%R9. abra)
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Medicago truncatula clone mt..
endicots | 2 leaves
Pwus 4 bretschneider clone Pb- Lis- 1 nucleotide binding site leucine rich repeat diseass resistance protein gene, parial ods
alus prunifolia pufative disease resistance gene analog MBS LRR [RGA-114] Qene, parial ods
& Halus floribunda clone & BGAMD20E0CT putetive MES- LRR disease resistance protein gene, partial cds
Purus patifolia clone Pee Qb 1 nucleotide binding site leucine rich repeat disease resistance profein gene, partial cds
Halus prunifolia putative disease resistence gene analog MBS LR R (ROA-121) gene, parfial cds
talus florbunda clone & BoADD1029CT putetive ME S LRR disease resistance protein gene, parial cds
sudicots | 35 leanes
Madus # domestice disease resistance protein (4 RO A 41 9ene, parfial sequence
Halus fioribunda clone ABGADD1014CT putative MES- LRR disease resistance protein gene, partial cds
Malus florbunda clone ABGADO4004CT putetive WE S LRR disease resistonce protein aene, parfial ods

@ lcli455514

@

alus 1 domestice disease resistance protein (A RGA- 26) gene, partial sequence

29. abra: ARGA-26 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhaté RGA jeloltek, nukleotid szekvenciai akapjkészitett dendrogram. ARGA-26
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-26 primerrel kapott fragmentum szekvencid@fainosav szintenaz altalunk
az NCBI adatbazisba feltoltott és nukleotid szintea legnagyobb homoldgiat mutato
ARGA-4 el mutatta a legnagyobb azonossagot. 25h@sav hosszusagu szakaszon
202 aminosav volt azonos (79%). Nagyfoki homoldagiaszadmolhatunk be a
nukleinsav szinten tortént dsszehasonlitdsban mhtett ARGA-2 (68%) és ARGA-9
(65%) esetében is.

A Malus baccatebdl szarmazo TIR-NBS-LRR tipusu R 7 fehérje, ab®d aminosav
hosszlUsagu szakaszéan 183 volt azonos (72%).

Az ely nem Malusbdl szarmazd aminosav szekvencia éQyus x bretschneideri
klobnbol szarmazo TIR-NBS-LRR-tipusu betegség réerszda-szei fehérje mRNS-e
(Wanget al. 2009; FJ943460) (254 aminosavbdél 154 azonos, &dtdtos homoldgia)
(30. &bra). NCBI azonosité: FJ477231.
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30. abra: ARGA-26 primerrel kapott DNS fragmentum (720 bfialdkdédolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbawdan tarolt RGA jeldltekben
(ARGA-4, AY363617, ARGA-2, ARGA-9). Hasonl6sag neke szinnel jelblve.

ARGA-27 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciagnak értékelése:

Az ARGA-27 primerrel kapott fragmentum szekvencidjakleotid szinten a 390 bp
hosszusag®osahybrid részleges brpl4 génjével (Hattendorf 200M075222) mutat
hasonlosagot (295 bp 390 bftami 75%-0s homoldgia). A szekvencia putativ TIR-
NBS-LRR rezisztencia g4i81. abra)
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Rosa hytid cultivar partial br.

B lclizosT 4

Malus 3 domestica disease resistance protein (4 RGA- 27) gens, parfial sequence

31. abra: ARGA-27 primerrel kapott DNS fragmentum és az NCRlatbankban
taldlhatd RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai akapjkészitett dendrogram. ARGA-27
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-27 primerrel kapott fragmentum szekvenciajainosav szinten a Rosa
hybrid putative NBS-LRR rezisztencia fehérjével aita a legnagyobb hasonldsagot
két szakaszon is. Egy 67 aminosav hosszusagu swalkklz aminosav volt azonos
(64%), mig egy 119 aminosav hosszusagu szakaszeolt4&zonos (38%).

A Corylus avellanébdl izolalt cav.tr.M3.56 NBS regiét tartalmazo iszencia szér
fehérje gén (Pilottet al. 2009; FJ185415) mutatott még nagyobbfokd homoldggét
szakaszon is, az élszakaszon amely 68 aminosav hosszusagu 41 amiea@asaos
(60%), mig a masik szakaszon 86 aminosavbol 36 asainazonos (41%3B2. abra).
NCBI azonosité: FJ477232.
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32. abra: ARGA-27 primerrel kapott DNS fragmentum (728 bjialdkddolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbawan tarolt RGA jeldltekben
(AHO075219, FJ185415). Hasonl6sag meértéke szinliglge
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ARGA-28 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciagnak értékelése:

Az ARGA-28 primerrel kapott fragmentum szekvencidijgkleotid szinten az altalunk
az NCBI adatbazisba feltoltétt ARGA-8-0s szekvewmalamutatia a legnagyobb
azonossagot, 733 bp hosszusagu szakaszon 695 tildeonos (94%) (Wichmanet

al. 2009; FJ477236).

Ezt kdveti Baldiet al. (2004) altal leirt, 512 bp hosszusddélus domestic&BS-LRR
rezisztencia gén-szerfehérje ARGH12 génje (AY369214), melynek 449 bpretié
szakszan 442 nukleotid azonos (98%).

A 472 bp hosszusagdalus floribundaABGAO01080CT jeh klon putativ NBS-LRR
betegség rezisztencia fehérje génjével (Rikkeghkal. 2006; DQ644342) is mutat
hasonléségot, mert 436 bp hosszUsagu szakaszaruklEdtid az egyeség (95%).

A Malus prunifoliabdl izolalt putativ rezisztencia gén (Le¢ al. 2003; RGA-11121)
csak ezutan kovetkezik. Ebben az esetben 441 lalsaaszon 410 nukleotid azonos
(92%).

Az el nem Malus eredeii szekvencia @yrus communi®dl izolalt leucin-gazdag
ismétbdéseket tartalmazé RGA15 betegség rezisztenciajéekkdn (CAE46654). A
szekvenciat Afunian izolalta 2004-ben, valamints® 4p hosszusagu szakaszon 410
nukleotid azonos (91%). Nukleotid sZinhzonossagban, ezt kégeh Pyrus avium,

Pyrus cerasus, Pyrus serrulab®l izolalt rezisztencia gének kbvetkezr{8B. abra)
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eudicots | 32 leanes
Pyrus communis parfial gene for putedive nucleotide binding site leucine rich repeat disease resistance profein, clone RGA1E
talus = domestica disease resistance profein (4 ROA- &) gene, partisl sequence
Halus prunifolia putetive disease resistonce gene analod NES LRRE (RGA-I121) gene, partial cds
talus floibunda clone & BGAOD1080CT putedive ME S LRR disease resistance protein gene, part.
talus = domestica ME S LRR resistance gene like protein A RGHAZ gene, partial cds

Blche2g714
3

alus = domestica disease resistonice protein (4 ROA- 28 gene, partisl sequence

33. abra: ARGA-28 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
taldlhatd RGA jeldltek, nukleotid szekvenciai akapjkészitett dendrogram. ARGA-28
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-28 primerrel kapott fragmentum szekvenceainosav szinten a nukleotid
szinfi 6sszehasonlitasnal is emlitett ARGA-8-al mutatjeegnagyobb hasonlésagot,
244 aminosav hosszUsagu szakaszon 212 aminosansaB@9o).

A Malus domestic#dl izolalt NBS-LRR rezisztencia gén-siefiehérje ARGH12-al
mutat nagyaranyl (97%-o0s) homologiat, mellyel edyl laminosav hosszusagu
szakaszon 147 aminosav azonos.

Egy rovidebb szakaszonRyrus communi®ol szarmazé rezisztencia fehérjével mutatt
nagy homoldgiat (82%). Ezt kowetn mar csak kisebb homoldgiat mutato
szekvenciakat talaltunk, melyek k6zll a legnagyabbnossagot Ricinus communis
bol izolalt TMV rezistencia fehérje mutatja (Chaial. 2008; XM_002530581), amely
egy 256 aminosavbol all6 szakaszon 136 aminosaezéggget mutatott (53%)34.
abra). NCBI azonositd: FJ477230.
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34. abra: ARGA-28 primerrel kapott DNS fragmentum (745 bfialdkdédolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbawdan tarolt RGA jeldltekben
(ARGA-8, AY369214, XH_002530581). Hasonlésag mestskinnel jeldlve.

ARGA-29 primerrel kapott DNS fragmentum szekvenciagnak értékelése:

Az ARGA-29 primerrel kapott fragmentum szekvencidpkleotid szinten a
legnagyobb homologiat az Aaltalunk az NCBI adatli@zideltoltott ARGA-25
szekvenciaval mutatja, 777 bp hosszUsagu szaka8Z@annukleotid azonos (86%)
(Wichmannet al. 2009; FJ477238)..

A 768 bp hosszusagBRyrus x bretschneiderklonbdl szarmaz6 Pb-Dshs-1 leucine-
gazdag ismébldés rezisztencia fehérjének pseudogénjével is nagya hasonldésagot
talalunk (Wanget al. 2008; EU939772), egy 500 bp hosszusagu szakas@tn 4
nukleotid azonos (92%). Erdekességképpen az azaméssesésekor szinte cdayrus
ésPrunusnemzetségekih talalhatok szekvenciak.

Malus szekvencia hasonlosagoMelus x domesticautative betegség rezisztencia gén
analég NBS-LRR (Leet al.2003; FRGA-A7) génje adta (73%®5. abra)
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eudicots | 2 leaves
Furus  bretschneiden clone Pbe Dshs 2 nucleofide binding si...
@ Purus communis clone Pe-Cht2 nucleotide binding s
Pwus perifolia clone Pp-Qh-& nucleotide binding site I...

] Frunus avium clong DOUC4.F4.5 bE S conduining resis..
=]

Prunus avium clore pay F5.10 MBS conteining resistance.
tglus % domestica disease resistance protein (& RGA-25) gene, partial sequence
Prrus 5 bretschneideti clone Pb-Dshs- 1 nucleotfide binding site leucinetich repeat disease resiztonce protein pseudog..

P lcl4i234
a

talus 4 domestfica disease resistance protein (& ROA- 29) gene, partial sequence

35. abra: ARGA-29 primerrel kapott DNS fragmentum és az NC&latbankban
talalhaté RGA jeloltek, nukleotid szekvenciai akapjkészitett dendrogram. ARGA-29
sarga jeloléssel lathato.

Az ARGA-29 primerrel kapott fragmentumunk szekv@fei aninosav szinten az
altalunk lekozolt ARGA-25 klén szekvencigjaval ntjgaa legnagyobb homologiat
(71%).

A Corylus avellanab6l szarmazé cav.w.Tirll.154 és 160 (Pilatial. 2009; FJ185548
és FJ185552) részleges szekvenciak, melyek egyll2ée 268 aminosav hosszusagu
szakaszon 149 illetve 146 aminosavban egyeznekamegsgalt szekvenciaval (56%,
54%). A legnagyobb hasonlésidgot mutatd aminosakvepeiak kozott taldlunk még
Pyrus bretschneidetdél izolalt Pb-Dshs-1 jéi klont, amely esetében 156 aminosav
hosszusagu szakaszon 133 aminosav azonos (8360)apra). NCBI azonosito:
FJ477232.
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36. abra: ARGA-29 primerrel kapott DNS fragmentum (823 bjialdkddolt aminosav
szekvencia és ahhoz hasonl6 szekvencidk az NCBbatan tarolt RGA jeldltekben
(ARGA-25, FJ185548, FJ185552, EU939772). Hasonlas@&geke szinnel jelblve.

0 260 270

A lekozolt RGA jeloltek az NCBI weboldalon is melgihatéak. Osszegezve az
altalunk lek6zdlt RGA-k NCBI azonositéi: EF455018455017 valamint FJ477230-
FJA77238.

4.1.5. Sajat és az irodalomban koz6lt Malus RGA skeenciak bioinformatikai
elemzése

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hamgWB-ARC domének minden
esetben megtalalhatok e, aminosav szekvencidinklmn, NCBI adatbankbol
Kigyujtottik az 6sszeMlalus RGA szekvenciat (Leet al. 2003; Baldiet al. 2004; Galli

et al. 2005; Wichmanret al. 2007). A 101 kulonbdzszekvencia 6sszehasonlitdsa soran
a funkcionalis motivumok megléte, illetve hianydaékelhet volt (4. Melléklet). A
korabban publikalt RGA-k (Galket al. 2005; NCBI azonosité: EF455013-EF455017),
mas RGA-kal mutatott hasonl6saguk ellenére, netaltaazzak azokat a motivumokat,
melyek eddigi ismereteink szerint a rezisztencaakiulasaért és mértékeert fékdk.

Ezeket az RGA jeldlteket ezért a mellékletben neenepeltettiik.
Az el6z6 pontban 4.1.4. pon} bemutatott potencidlis RGA (FJ477230-FJ477238)

jeléltiink rezisztenciaért felé& motivumai (P-loop, RNSB-A, Kindz-2, RNSB-B,

RNSB-C, GLPL) és aminosav szekvenciai nagyfoka Hogiat mutatnak a koradbban
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kozolt RGA-kal @. Melléklet). A 37. abraszemlélteti, hogy a fent emlitett motivumok

milyen megoszlasban is szerepelnek a kil66HGA jelbltjeinkben.

P-loop RNSB -A-TIR Kinaz 2

0 20 3 40 5 0 90 100
| . .

FJ477235 (Arga-4)

FJ477236 (Arga-8)

FJ477234 (Arga-9) M
FJ477237 (Arga-10)
FJ477238 (Arga-25)
FJ477231 (Arga-26)
FJ477233 (Arga-27)
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FJ477232 (Arga-29)
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37. abra: A kisérleteinkbenizolalt rezisztenciagén analdg DNS szekvenci&dGA
jeldltek) funkcionalis elemeinek dsszehasonlitdshasonlosag mértéke szinnel jeldlve.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy kisérleteink asor kapott 9 DNS
fragmentumunkban (RGA jel6ltiinkben) az NB-ARC dorlér melyek a rezisztencia
gén termékekben konzervativ szakaszként jelennelg me minden esetben

megtalalhatok, és nagyfoku azonossagot (homilogiatatnak.

4.1.6. SCAR markerek tesztelése

Miutan bizonyitottuk, hogy RGA fragmentumaink vaddba rezisztencia géneknek
megfeleb doménekkel rendelkeznek, megprobaltuk azokat kimuta rezisztens

fajtakban, illetve alkalmazasukkal a rezisztento§ékony fajtakat elktloniteni. Ennek

érdekében mind a 9 szekvenciat SCAR markerré kiddtt.

A SCAR primerekkel kapott eredmények kozul, csakAaga 27, Arga 29, Arga 9,
illetve Arga 4-es primerek kapott eredményeket mjuitabe 38-40. abrak) A tobbi
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primer esetében ugyanis nem sikerilt a fogékoi®@al@é’, 'Jonagold’), bizonyos
betegségre fogékony, masokra inkabb tolerans (‘&vlDelicious’, 'Red Rome van

Well'), illetve rezisztens ('Reanda’, 'Remo’, 'Liloy’) fajtakat elkuloniteni.

—
m———
P )
P
e
—t
p—
e
—
—
——

|
|

38. abra: Almafajtdk Arga 27-es primer alkalmazasaval kapott PCR eredménye.
Sorrend: Reanda (6, 7); Remo (14, 3); Liberty @1),Golden Delicious (26, 57); Red
Rome van Well (11, 12); Gala (16, 17); Jonagol (2

= - e -— ;

L LR

39. abra: Almafajtdk Arga 29-es primer alkalmazasaval kapott PCR eredménye.
Sorrend: Reanda (6, 7); Remo (14, 3); Liberty @1, Golden Delicious (26, 57); Red
Rome van Well (11, 12); Gala (16, 17); Jonagol) (2
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40. abra: Almafajtak Arga 9-es primer alkalmazasaval kapott PCR eredménye.
Sorrend: Reanda (6, 7); Remo (14, 3); Liberty @1, Golden Delicious (26, 57); Red
Rome van Well (11, 12); Gala (16, 17); Jonagol) (2

41. abra: Almafajtak Arga 4-es primer alkalmazaséaval kapott PCR eredménye.
Sorrend: Reanda (6, 7); Remo (14, 3); Liberty @1), Golden Delicious (26, 57); Red
Rome van Well (11, 12); Gala (16, 17); Jonagol (2

A i

42. abra: Almafajtak Arga 4-es primer alkalmazasaval kapott csokkentettusikl
szamu PCR eredménye. Sorrend: Reanda (6, 7); Retn@8) Liberty (10, 21); Golden
Delicious (26, 57); Red Rome van Well (11, 12);&5dl6, 17); Jonagold (20)

A 38-40. abrak bizonyitjak, hogy nem sikerilt csakezisztens fajtdkra jellehz
fragmentumot felszaporitanunk. Kizarélag az Argasdprimer 41. 4bra) esetében a

'Remo’ fajtanal hianyzott egy fragmentum
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Annak érdekében, medmitsik ezt az eredményt, a PCR-es amplifikdciéban
csokkentettik a ciklus szamot a°62primer kapcsolodasiomérséklet mellett. Ad2.
abran lathatd, hogy a 25 ciklusra tortencsotkkentés esetén sem kaptunk

polimorfizmust a 'Remo’ fajta kivételével.

Osszefoglalva a rezisztencia gén analdgokkal kémtoso kisérleteink eredményeit,
megallapithatd hogy sikerilt ligatumokkal kompetesgteket transzformalnunk és
ezeket X-gal, IPTG és ampicillin tartalmu LB tapjeh szélesztenink a kék-fehér
szelekciot végrehajtanunk. A szelektiv taptalajordows fehér koldnidkbol masterplate-
et készitettink. A néhany nap utan is fehéren namaititdkbol kolonia PCR-t

inditottunk ugyanazokkal a degenerédlt primerekkelelyekkel a fragmentumok
felszaporitasat is végeztik. Osszesen 12 koléretélesn kaptunk amplifikaciot. A
kolénia PCR-rel pozitivnak bizonyul6 kolonidbdlyékony LB tenyészetet inditottunk,
€és nagy tisztasagu plazmid DNS-t izolaltunk, majeéghataroztuk az inszertek
szekvenciait. Ezt kovéen a szekvenciakat az NCBI adatbankban BLAST ansélz

értékeltik.

Osszesen 9 RGA szekvencia esetében talaltunk oégitkat, melyek a rezisztencia
génekben ismert konzervativ régidival homolégolgyweészben homoldgok. Ezekre a
szekvenciakra SCAR markereket terveztink abbdl #oLé hogy bizonyitsuk
jelenlétiket a rezisztens fajtakban és hianyukagékonyakban Sajnos a SCAR regi6
minden genotipusban (rezisztens és fogékony) fetsmdott. Egyetlen primer (Arga-4)
esetében a 'Remo’ rezisztens fajtdban sikerult y-feggmentum hidnyara alapozott -

polimorfizmust kapnunk.

Mivel a tobbi rezisztens fajtdban ez a marker mindesetben felszaporitott
fragmentumot az eredméritbarra kdvetkeztettliink, hogy a ‘Remo’ fajtaban amer
kapcsolddasi helyén mutacio kovetkezhetett be aegakadalyozta azt, hogy az Arga-
4 SCAR marker fragmentumot szaporitson fel. Azonaahis lehetségesnek tartjuk,
hogy olyan rezisztenciaval, kapcsolatos génnelijérikapcsolatosak a, melyek mind
a rezisztens, mind a fogékony fajtadkban jelen vRran®kemo’ fajta kivételével.
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4.2. Almafajtdk molekularis ujjlenyomat vizsgalataSSR markerekkel

Kutatasaink céljaolyan modszer kidolgozasa, illetve fejlesztésd,volely alkalmas
.molekularis ujjlenyomat” készitésére az altaluriksgalt minden egyes genotipusra,

(fajték, kldnok, tajfajtak), tovdbba azonositasudsamegkilonboztetésikre.

Az alkalmazott molekularis megkozelités (3-as ponkoaz alkalmazott technikakat,
a 4-es pontok az elért eredményeket tartalmazzak):
1. Vizsgélt genotipusok gytése és DNS izolélas (3.1.2. és 3.2. pont)
2. SSR primerek kivalasztasa és PCR reakcio inditadal( pont)
3. Allélméretek meghatarozasa poliakrilamid gélen.3X4 pont)
4. Statisztikai értekelések és dendrogramok kész{84el.2. pont)
a. 6 SSR marker vizsgélata 40 fajta és tajfajta esetéh2.1. pon)
b. A vizsgalt tételek genetikai variabilitds&2.2. pon)
c. A vizsgalt 40 fajta, tajfajta 0sszehasonlitasa #ezdelmi fajtakkal
(4.2.3. és 4.2.4. point
d. 37 fajta, tajfajta vizsgalata az eurdpai sorozd#a.5. pon)
e. A két sorozat dsszehasonlitad2(6. pon)
f. Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazis kialakitaghZ.7. pon}

4.2.1. A génbank gjijtemény vizsgalt tételeinek allélszama és allélmére

Annak érdekében, hogy a vizsgalt 40 genotipustta(fajajfajta) molekularisan
elkilonithessiik, hat alkalmazott primer parral (Gg/, CH04e03, CHO04g10,
CHO05c02, CHO5d11, CHO05e03), egy bazisparnyi poagga hataroztuk meg azok
mikroszatellit mintazatat.

Atlagban primerparonként 11,8 allél szaporodott &hit a megismételt reakciok is
megebsitettek. Az dsszehasonlitid. tablazatban feltintettik az allélek méretét és
szamat, PIC értekeket, valamint a sajat eredmémyeklett tartalmazza, a korabbi
kereskedelmi fajtdkkal végzett kisérleteink (Gatlial. 2005), valamint Liebhardt al.
(2002) altal kdzolt publikacié eredményeit is.

Osszesen 71 polimorf allélt kaptunk, melyek koz@H03g07 primer par szolgaltatta a

legkisebb szamu allélt (6sszesen csak 8-at), niégtabb allélt a CH05e03 primer par
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alkalmazasaval sikerult kapnunk, ahol dsszesen IEb szaporodott fel. Ezek az

eredmények megegyeznek Gallial. (2005) és Liebhardt al. (2002) altal kozdltekkel.
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11. Tablazat: A 40 genotipus (fajta, tajfajta) 8SR primerrel kapott fontosabb adatai
(allélméret, allélszam és PIC), 6sszehasonlitvabhardet al. (2002); és Gallet al.

(2005) eredmeényeivel

aat aag cat tca aag caa tcc g
CHO03g07 ttt ttc caa atc gag ttt cgtt | 119-181 5 0,77 119-179 7 0,74 119-179 8 0,75
ttg aag atg ttt ggc tgt gc
CHO04e03 tgc atg tct gtc tcc tcc at 179-222 11 0,88 | 178-222 12 0,77 161-222 13 0,81
caa aga tgt ggt gtg aag agg a
CHO04g10 gga ggc aaa aag agt gaa cct 127-168 5 0,83 127-168 6 0,6( 123-168 11 0,79
tta aac tgt cac caa atc cac a
CHO05c02 gcg aag ctt tag aga gac atc g 168-200 4 0,60 | 160-200 7 0,70 | 160-200 12 0,77
cac aac ctg ata tcc ggg ac
CHO5d11 gag aag gtc gta cat tcc tca a| 171-211 5 0,69 169-211 10 0,61 169-227 12 0,86
cga ata ttt tca ctc tga ctg gg
CHO05e03 caa gtt gtt gta ctg ctc cga c | 158-190 10 0,87 | 160-193 13 0,83 | 149-193 15 0,84
Atlagosan 9,2 allél/l6kusz| Atlagosan 11,8 allél/l6kusz
Atlagos PIC érték: 0,72 [ Atlagos PIC érték: 0,8033

A tajfajtak esetében tébb Uj - korabban még nentiklb- méreti allélt is kaptunk 12.

tablazat). A 11. tablazatbana PIC értékekben mutatkozo jelésieltérések ezekkel az

Uj allélekkel is magyarazhatok.
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12. Tablazat: A magyarorszagi alma gyujtemény 40 tételének (f&dtidajta) 6 SSR markerrel kapott allélméreteiibgarban (bp).

T4jfajtdk/Markerek CHO03g07 CHO04e03 CHO04g10 CHO05c02 CHO05d11 CHO05e03
Alant alma 119,129 196,204 125,135 172,200 175,177 165,165
Amalia 119,129 184,200 123,143,155 160,168 171,177 163,173
Asztrahani fehér 129,165 196,198 135,141 170,176 173,175 163,173
Asztrahani piros 129,129 198,204 135,135 170,176 173,175 191,191
Burgundi 123,129 186,196 135,135 168,168 171,173 165,191
Bogovits 123,127 184,202 135,135 168,196 171,171 170,170
Daniel-féle renet 119,119 196,204 135,168 168,172 169,175 163,163
Chieftain 129,153 196,196 135,168 168,200 171,173 163,191
Nyari csikos fiiszeres 119,129 161,161 135,147 160,170 169,187,195 163,191
Eva 119,129 196,204 135,135 168,176 173,173 185,191
Fekete tanyéralma 119,129 196,202 135,135 168,172 195,225 173,191
Fertédi téli 119,123,129 184,196 135,135 168,168 173,173 163,168
Husvéti rozmaring 119,129 192,196,202 135,135 168,172 173,187,205 ,1991
Gravensteini 123,129 196,208 135,137 168,172,176 169,187 163,193
Jakab alma 119,119 186,208 135,135 168,170 173,205 163,173
Kenézi piros 123,129 196,204 137,141 168,172 173,186 163,173
Keszthelyi kipos alma 119,119 196,208 135,135 168,172 173,175 173,191
Kdzépfajta renet 119,129 186,196 123,143,155 160,168,172 173,177 155,167,183
Kubany 123,127 184,198 127,135 168,172 171,171 173,185
Liptoi-féle rozmaring 119,127 196,198 127,137 170,176 177,181 163,167,179
Mutsu II. 119,127 198,222 127,135 168,174 171,173 163,179,185
Nyari fontos 119,129 196,222 137,137 160,168,172 171,181,187 161,173
Nyari sovari 119,129 176,196 127,139 168,172 169,225 163,173
Oszi borizi 127,127 196,196 135,135 160,168 169,195 157,191
Oszi piros renet 129,129 196,208 123,137,143 160,170 173,173 163,163
Puha sovari 119,129 196,210 137,137 170,170 169,205 163,173
Ro6zsa alma 119,129 210,222 135,168 168,168 173,186 173,191
Sérga édes 121,127 202,222 137,137 168,172 171,187 149,173
Sikulai 129,165 196,210 137,137 168,190 175,177 163,193
Simonffy piros 119,129 196,200 123,135,143 170,170 173,227 160,173
Széchenyi renet 129,153,165 196,222 123,137,143 168,198 171,175 1791
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Téli arany parmen
Téli bananalma
Téli fehér kalvil
Téli fehér tafota
Tordai piros kélvil
Ujvari észi
Vajalma

Vilag dicsésége
Vista Bella

129,153
119,127
119,129
127,127
119,129
119,129
123,179
119,119
165,165

196,196
184,196
198,208
196,196
196,204
196,222
196,196
198, 204
198,198

135,135
127,137
135,168
135,135
137,168
135,135
137,137
135,135
123,135,143

168,170
164,168
168,168
168,172
168,168
160,168,172
160,168
172,180
160,168

169,175
169,205

171,173
173,175

171,175,187

171,181,187
173,203
171,171

175,175

163,163
163,185
163,191
163,163
173,191
160,173
161,191
191,191
163,173

2]¢]



A nagyobb allélszam altaldban nagyobb PIC értékibsult, bar nem minden esetben.

Ennek oka, hogy azt, az egyes allélek szazalekgesatasa is befolyasoljal3. tablaza).

13. tAblazat: A magyarorszagi alma ggemeny 40 tételének (fajta, tajfajta) 6 SSR
primerrel kapott allél méretei (bp) és szdzalékegoszlasuk.

CHO03g07 | CH04e03 | CH04g10 | CHO05c02 | CHO5d11 | CH05e03
Méret % |Méret % |Méret % |Méret % |Méret % |Méret %
119 315 161 1.4 123 9.0 160 11.7 169 103 149 1.4
121 14 176 14 125 15 164 1.3 171 167 155 1.4
123 96 184 6.8 127 7.5 168 403 173 23.1 157 1.4
127 110 186 4.1 135 38.8 170 11.7 175 141 161 5.4
129 356 192 1.4 137 17.9 172 195 177 6.4 163 27.0
153 4.1 196 37.8 139 15 174 1.3 181 38 165 2.7
165 55 198 10.8 141 3.0 176 6.5 187 115 167 4.1
179 14 200 2.7 143 90 180 1.3 195 3.8 171 2.7
202 54 147 15 190 1.3 203 1.3 173 20.3

204 95 155 3.0 196 1.3 205 5.1 175 1.4

208 6.8 168 7.5 198 1.3 225 26 179 4.1

210 4.1 200 2.6 227 13 183 1.4

222 8.1 185 5.4

191 18.9

193 2.7

Az atlagos heterozigozitas mertéke 80%-0s, mely5% ©s 86% széisértékek kozott
valtozott. A CHO4g10 primer alkalmazasa eredmémyadegtébb homozigota allélt (47%).
A legpolimorfabb SSR l6kusz a CH05e03 (PIC = 0.8dlf, mely 15 kilénbdé alléiméret
véltozatot tartalmazott a vizsgalt fajtak esetéldd®-193 bazisszam tartomanyban.

4.2.2. A génbank giijtemény vizsgalt tételeinek genetikai variabilitdsa

A vizsgélt genotipusok (fajték, tajfajtak, klonokjolekularis elkilonitése mar harom SSR
marker (CHO05d11, CH05e03, CH04e03) felhasznalasa\sikeres volt14. tablaza). A két
legpolimorfabb marker (CHO05d11, CHO05e03) hasznadetén, is csak 2 genotipus par
(‘Daniel-féle renet’ — ‘Téli arany parmen’ és ‘Cftan’ — ‘Téli fehér kalvil') nem volt
elkilonithet egymastol, azonban a harmadik marker (CHO4e03)or#msaval ez az

elktlonités is lehéwé valt.
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14. tdblazat: A legpolimorfabb SSR markerekkel végzett elkilonisetségek. A szamok
a nem elkulonithétfajtakat szamszaésitik a megfigyelt és a szamitott értékek

alapjan
Marker Kombin4cié EIkUIGpithetetlen parok §zé}ma
Valos Szamitott
CHO5d11 46 88.3
CHO05d11 + CHO05e03 4 12.4
CHO5d11 + CHO05e03 + CH04e03 0 2.1
CHO05d11 + CH05e03 + CH04e03 + CHO4g1 0 0.4

Annak a val6sziisége, hogy két kulonbdzfajta ugyanazokkal az allélekkel legyen
jellemezhet (Probability of Identity), az 8sszes vizsgaltuék esetén alacsony (2.53 x°10
mely aranyparba rendezve: 1 : 39525. Ez a tény réeigjeaz SSR markerek alkalmazasagat
az alma fajtadk esetében, valamint azt a tényt, lromagyar gijtemény vizsgalt genotipusai
kozo6tt nagy a genetikai variabilitas. Korabbi méankban (Galliet al. 2005) ez az érték joval
alacsonyabb volt (1.79 x TR

Egyezségi matrixokat szamoltunk az SSR adatokbol. Az MRGlapu dendrogram adatait
az 21. abra mutatja. Bebizonyosodott, hogy minél tébb SSR mdrkalkalmazunk annal
pontosabb eredményt kapunk. Ez indokolta mind5&R marker felhasznalasat a vizsgalt 40
genotipus elkulonitéséhez. Ez megfelétlbontast biztositott a dendrogramnak az egyes
fajtak (tételek) elkulonitésehez.

A legkozelebbi kapcsolatot, tehat a legkisebb dkaiettavolsagot, (tdbb mint 73%-0s
egyezés) az 'Ujvabszi alma’ és a 'Nyari fontos alma’ mutatja. Szargesotipus-par mutat
teljes kulonboéséget, amik elkilonitése egyseem megoldhatd a vizsgalt primerekkel (
pl.'Vilag dicsdsége’ — Oszi piros renet’, ‘Bogovits alma’ — ‘Puha sévatisztrahani piros’

— '‘Séarga édes’). Az ‘Asztrahani piros’ és ‘Asztrahfehér’ fajtdk — melyeket konnyen akar
rigymutans fajtdknak is gondolhatnank — csupan b8%wtasonldésagot mutatnak, mely
alapjan a csak szomatikus mutacié, mint genehiitiér eltérés, elképzelhetetler8(abra).

A nagy genetikai variancia értek meggiti a génbanki célu gytések és g§jtemények
nemesitési jelefiségét. SSR markerek fejlesztése ezekre a gendtipuslyan — nemesitést
is tamogatd — mddszer, mely lebwed teszi az G, betegségeknek ellenalldbb, jobbrgids
mindsedi alma fajtak elallitdséat.
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43. abra: 40 Magyarorszagon termesztésbe vont fajta, tajf@j@SR marker eredménye
alapjan készitett dendrogramja.
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4.2.3. A génbank giijtemeény tajfajtainak és a kereskedelmi fajtaknak mdekularis
dsszehasonlitasa

Korabban a SZIE Genetika és Biotechnoldgiai Intzen Galliet al. (2005) 66 kereskedelmi
almafajtat vizsgalt a fentiekben ismertetett 6 Sdkerrel. Eredményeinek 6sszehasonlitasa
a magyar gfjtemeény vizsgalataval, kapcsolatos adatainkkalabbv figyelemre méltd
informacioval szolgalhat.

A téjfajtak (magyar g§jtemény tételei) esetében nagyobb PIC értékekatikbipkilondsen a
CHO049g10, CHO5d11 markerek esetében. A PIC értékabjam a kisérletliinkben vizsgalt
gyijteményben fenntartott fajtak és tajfajtak jobbdkinithetbek egymastdl (PIC: 0,8).
mint a kordbbi kisérletben (Galit al. 2005) vizsgalt kereskedelmi fajtdk és genotipusok
(PIC: 0,72) L1. tAblaza).

Figyelemre mélté tovabba, hogy azok a primerek elelgem bizonyultak alkalmasnak a
kereskedelmi fajtak elkulonitésére, medlep hasznalhatéak voltak a igigmény egyes
genotipusai esetében. Ez az eredmény is résigjeazt a feltételezést, hogy a magyar alma
génbank gfjteménykilonbdé& genotipusai  (fajtak, tajfajtak, klonok) jeléat

valtozatossaggal rendelkeznek.

4.2.4. A génbank giijtemeény és a kereskedelmi fajtak k6zds dendrogramja

Kovetked lépésben mar 105 almafajtanak (66 kereskedelmtia fajs 40 génbanki
tétel/tajfajta) mikroszatellit mintazatat hasortité 6ssze egy dendrogramban a hasonl6sagok
felderitése végett. Kordbbi munkank eredményétlisabznalva (Gallet al. 2005) a kdzos
dendrogramra alapozott dsszehasonlitast elvégextGB kereskedelmi és 40 fajta/tajfajta
esetében. A44. abra szerint nincs szarmazasi kilonbség a két csopqrtbeert — e
vonatkozasban - mind a tajfajtdk, mind a kereskatfjtak nagyfok( homologiat mutatnak.
A dendrogrammorf44. abra) lathatd, hogy a t4jfajtdk szinte beagyazdédnak raskedelmi
fajtak kozé, egy részik nagyobb azonossagot mutateskedelmi fajtakkal, mint az egyes
tajfajtakkal. Az természetesen visszavezétlamta, hogy a Magyarorszagon termelt fajtak,
mint régi genotipusok, részt vehettek az G kemdskei fajtdk szilvonalainak
kialakitAsaban. Ez egyben magyarazat is arra, loggjfajtak egyes esetekben nagyobb
hasonlosagot mutathatnak a kereskedelmi fajtako dajtiaival, mint a kisérletben szerépl

egyeb t4jfajtakkal. Ezt 44. abranlathaté dendrogram is megsiti.
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A legtobb génbanki tétel/tajfajta @ala’ alma csoporttal mutat azonossagot (13/40 = 32.5%).
Az atlagos PIC érték a 40 génbanki genotipus dse6éskedelmi fajta 6sszevonasa esetében
0,76.

A dendrogram eredményei alapjan lathatdé, hogy dardd’, mely maga is 'Jonathan’
szubvel végzett keresztez&db szarmazik, egyazon leszarmazasi csoportban van a
‘Jonathannal’. Ugyanigy az 'Elstar’ és a 'Gala’ psd, melyben a 'Golden Delicious’, mint

szUub szerepel ugyanazon leszarmazasi agban.
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44. abra: A 66 kereskedelmi fajta és 40 magyar génbanki tjeos/fajta (csillaggal jel6lve)
6 SSR markerre alapozott dendrogramja
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4.2.5. A magyar génbank vizsgalt genotipusainak dllonitése eurdpai standard SSR
markerekkel

Annak érdekében, hogy meghatarozhassuk az altahlk@lmazott primerek valoban
alkalmasak az almafajtak kozotti kilonbségek kin@gara, tovabba hogy a magyar génbank
gyijtemeény vizsgalt tételit/tgjfajtat egy nemzetkdarslardnak is megfeleltessik, azokat az
Eurdpai Alma Munkacsoport elfogadott primer soréxat is teszteltik.

Eurdpai Alma Munkacsoport primer par sorozata, elioan kozolt (Liebharét al. 2002)
140 tagd SSR primer pér csoportbdl lettek kivalesztAzokat méar tobb orszagban
(Franciaorszag — Laureret al. 2004; Olaszorszag — Guarired al. 2006; Svédorszag —
Garkava-Gustavssoat al. 2008; valamint Spanyolorszag — Pereira-Loreprtaal. 2008)
sikerrel alkalmaztak a fajtak és tajfajtak valansminonim fajtak elkilénitésére.

A magyar génbank dytemény 37 genotipusanak vizsgalata soradn, az Burdgma
Munkacsoport 8 mikroszatellit markerével kapotelatieret adatokat &5. tablazat, azok

szazalékos gyakorisagat . tablazat tartalmazza.
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15. Tablazat: 37 fajta/tjfajta, valamint a 'Golden Delicioushadfajta, 8 SSR marker altal kapott allélméreteisggban (bp).

Puha sévari
Kenézi piros
Ro6zsa alma

Oszi borizii
Fekete tanyéralma
Vilag dicsésége
Ujvari észi

Sarga édes
Kubany

Eva

Chieftain
Széchenyi renet
Vista Bella
Asztrahani piros
Huasvéti rozmaring
Nyari fontos
Burgundi

Mutsu Il.
Asztrahani fehér
Jakab alma
Sikulai

Keszthelyi kipos
Gravensteini

Téli fehér tafota
Oszi piros renet
Liptéi-féle rozmaring
Téli fehér kalvil
Vajalma

Tordai piros

197:201
203
203
206
203

201:203
203
201
203
203
206
203
203
203

203:206

201:203
203

203:208

203:206
203
203
203
203

201:203
203
201

201:206
201

201:208

235:243
235:247
243:245
237:249
235:247
243:245
239:249
237:243
247
235:245
237:249
235:243
235:247
235
247
235:245:247
235:247
235:239:247
235:239
235
235:243
235:247
235
235:247
247
247
235
235
243

248 231:243
228:242 237:243
216:250 231:253
216:230:252 253
216:230:252 253
216:242 253
228:250:252 231:243
244:252 247:251
216:234:250  231:239:241
216:230:250 229:241:255
250 229:243
216:238 247
250 231:239:241
216:252 241
216:220:252 241:247
228:252 231:243
216:238 231:239
238:250 231
216:222:250 243:247
250 243:247
250 231
216:222:242 243
248 231:243
250 231:239
250 253:257
216:250 231:243
250 253
228 247
250 247

222
216:222
208:216:222
206:216
206
206:226
214:222
216:222
222:228
216:222
208:222
206:222
222:226
216
222
216:222
226
208:218
218:222
214:222
216:222
214
206:214:222
222
222
214:218
216:222
216:226
206:214

211:215:225
211:215
211:229
223:225
223:225
229
211:225
217
225
211:229
211:229
211
217
211:225
211:217
211:225
211
223:225
215:225
211
217:225
211
211
223
223:225
217:225
215
211
209:215

332
332
328
330
330
330

3245330

333

332
328

325
329

326:329

326

325:332
325:332

325

324:331

330
325
332
325
325
330
330
332
326
326
328:330

170 178:186:195

170 175
157:170 178
157:170 175:186:193

157:170 175:178

170 178

157:170 183
157:170 183
170 175:178
157:170 186:191
157:170178:186:193
157:170 178:193
1765 186:193

170 183:191

170 175:183:193

170 175:183:193

157:170 1785
165:170 175:178
157:170 173:193
157:170 173:195

157:170 :19%3
157:170 175:193

157:170 :1986

170 175:183

157:170 1781936
157:170 183:193

170 173:193

170 183:193

157:170 173:193

174:182
170:174:182
174
174:177:182
174:177:182
174:182:209
174:201
174:182
174:198:203
174:182:201
182:203
174:182:207
174:201
174:182
174:182
170:174:182
174:182:196
174:182
182:201:203
182:201
177:182:201
174:182:203
174:182:198
174:201
174:201
182
201
182:207
174:182:201

236:243
236
236:239
222:232
222:236
222:232:241
222:232:241
236:253
236:253
232:241
222:234
222:234
234:243
236:243
236:243
232:241:253
239:243
222:234
222:243
234
222:234:241
234
234:241:243
236:241
234
222:234:241
234:241
234
222:232
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Téli bananalma
Csikos fiszeres
Nyari sévari
Kozépfajta renet
Simonffy piros
Daniel-féle renet
Fertddi tél
Bogovits

Golden Delicious

201:208
201:203
203
201:203
201
197:201
197
203
203:208

247:249
231:237
235
231:247
237

235

243

239
245:247

234
216
250:257
230:252
216:248
244:248
250
228:230
234:238

231:255
253
231:247
231:243
231:247
243:253:255
255
247
241:255

218:228
216:222

216:222
214:226

206:218
206:216

218:222
222:228
218

225

223

211

211:215:223

209
211:223

2
211

15

223

332 157:170 173:193 174:182:203 232:243
324:329 157:170 173:186:193 182:198 229:236
324:332 170 :1986 172:198 241
324:329 157:170 173:186:193 174:182 232:243
325:330 170 1933 174:182 241
328:335 157:170 178:186:193 174:203 222:234:241
326:330 157:170 186:193 174:182:196 229:234
326:328 157:170 178:193 182:209 222:234
332 170 1785 174:198 222:234

99



100

16. Tablazat: A 8 SSR primer esetében kapott allél méretek (bp) &adzkos megoszlasuk (%) a vizsgalt tajfajtak eset®, L2 jeldli a két-
|6kuszos markereket

197 5.66% 235 33% 216 21.43% 228 3.03% 206 11.59% 209 3.39% 157 36.51% 173 11.25% 170 3.33% 222 17.10%
201 24.52% 237 6% 220 1.43% 231 24.24% 208 4.34% 211 32.20% 165 3.17% 175 13.75% 174 31.11% 229 2.63%
203 49.05% 239 10% 222 2.86% 237 152% 214 8.69% 215 11.86% 170 60.32% 178 16.25% 177 3.33% 232 10.52%

206 9.43% 243 12% 228 7.14% 239 6.06% 216 18.84% 217 8.47% 183 8.75% 182 31.11% 234 21.05%
208  7.54% 245 10% 230 7.14% 241 9.09% 218 11.59% 223 15.25% 186 15% 196 2.22% 236 13.15%
247 22% 234 4.29% 243 18.18% 222 33.33% 225 22.03% 191 3.75% 198 5.55% 239 2.63%
249 6% 238 5.71% 247 15.15% 226 7.24% 229 6.78% 193 26.25% 201 11.11% 241 15.78%
242  4.29% 251 3.03% 228 4.34% 195 3.75% 203 6.66% 243 11.84%
244  2.86% 253 10.61% 207 2.22% 253 3.94%

248 5.71% 255 7.58% 209 2.22%

250 24.29% 257 1.52%
252 11.43%
256 1.43%

100



101

A sajat és az eurdpai primerek 6sszehasonlitdsanagypn a genotipusokon, lebsgget

ad, hogy meghatarozhassuk melyik sorozat mutat jelilonitést, ezaltal jobb
alkalmazhat6sagot.

Az Eurépai

sorozat SSR primer

parjainak segitsdgéwegbizhaté alléleket

szaporitottunk fel a magyar génbankijggmény 37 genotipusan/tajfajtajan. Osszesen
84 polimorf allél szaporodott fel. A legkevesebl&lai4 db) a CH04c06, mig a legtobb
(15 db) a CHO02c06 I6kuszban amplifikadlodott. A penenként az atlagos allélszam
10,5 volt. (L7. tAblaza).
Két marker, a CHO01h02 és a CH04c06, vizsgalatainkkét I6kuszosnak bizonyult
(ezeknél azl5., 17. tablazatbanlLl, L2 jeloléséket hasznaltunk). Ezek gyengébb
elkiloni eredményeket mutattak. A megismételt reakcidk isgessitették az

eredményeket.

Kontrollként a ’'Golden Delicious’ almafajtat valasttuk, és a vele kapcsolatos

eredményeket, allélméreteket a korabbi vizsgalé@drkava-Gustavssogt al. 2008).
eredményeinek tikrében értékeltik.

17. Tablazat: A kisérletekben hasznalt 8 SSR marker fontosabtapdzarkava-
Gustavssort al. (2008) és a sajat eredmények alapjan. Az alléinoSmiop esetében
az L1, L2 megkllénboztetés a két I6kuszos markkiddn l0kuszait jeldli.

aga gct tcg agc ttc gtt tg L1: 201-204 4 0,42 L1: 197-207 5 0,6
CHO01h02 atc ttt tgg tgc tcc cac ac L2: 235-255 7 0,72 L2: 235-255 7 0,8
tga cga aat cca cta atg ca
CHO02c06 gat tgc gcg ctt taa cat 197-263 15 0,91 216-256 13 0,86
ta tgt acc aac ttt gct aac ctc
CHO02c09 aga agc agc aga gga gga tg 231-255 10 0,85 229-257 11 0,86
tga agg caa tca ctc tgt gc
CHO02c11 ttc cga gaa tcc tct tcg ac 206-236 12 0,9 206-228 8 0,81
tcc aaa atg gcg tac ctc tc gca
CHO02d08 gac act cac tat ctc tc 205-254 13 0,74 209-229 7 0,8
gct get get gct tet agg tt L1: 157,170 2 0,44 | L1:157-170 3 0,5
CHO04c06 gcttgg aaa agg tcacttgc | L2: 167-195 11 0,84 | L2:173-195 9 0,84
agg cta aca gaa atg tgg ttt g
CHO04e05 atg gct cct att gcc atc at 174-224 14 0,69 170-209 11 0,78
agg aga aag gcg ttt acc tg
COL gac tca ttc ttc gtc gtc act g 204-241 10 0,71 222-253 10 0,85
Atlagosan 9,8 allél/lokusz | Atlagosan 10,5 allél/Iokusz
Atlagos PIC érték: 0,72 Atlagos PIC érték: 0,78
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Az Eurdpai standard sorozatbandé@wimerek kozul a CH02c06 és CH02c09 marker
szolgéltatta a legjobb elkllonitési képességet aukal5 illetve 10 alléljaval.
Mindegyik SSR marker rendelkezett legalabb egy Ja®$ olyan alléimérettel melyek

gyakran jelentek meg a fajtakban.

Az Eurdpai 8 SSR primer parral kapott eredményeiridleszehasonlitottuk a korabbi
kisérletiink adataival (Wichmaret al. 2007), amelybe a magyar génbankijggmény
40 tételét/tajfajtat vontunk be. Mindkét esetberlliGet al. (2005) altal kivalasztott 6
primer parral dolgoztunk, és a 40 vizsgalt t&kRy7 volt azonos. Az eredményeket a
11. tdblazattartalmazza.

A két tablazat11. és 17. tablazatokdsszehasonlitasakor lathato, hogy a PIC értékek a
kordbban hasznalt 6 SSR markernél 0,75-0,86 (&8dg: 0,8), mig az eurdpai
munkacsoport 8 SSR markerénél 0,51-0,86 (atlag BPIZ8) kozoétt valtozott. Az
eurépai marker készlettel meghatarozott atlagos €€k csak akkor volt nagyobb
(PIC: 0,82), mint a 6 altalunk valasztott primerrgikkal kapottnal, amennyiben a
CHO01h02, CH04c06 két Iokuszos primerek kdzil csakzben kapott alléleket vettiik
figyelembe. Ez utébbi esetben mar egyértelimogy az eurdpai marker sorozat jobb

elkllonitést tesz leh&té a kisérleteinkben vizsgalt fajtak esetében.

A korabbi kisérleteinkben alkalmazott CH05d11 (0,86 CH05e03 (0,84) markerek,
viszont az eurdpai munkacsoport altal javasolt prak értékeihez képest magasabb
PIC értekinek bizonyultak az ujfehértéi génbankban fenntattdelek/fajtak elemzése
soran (7. tablaza). Véleményunk szerint érdemes volna ezeket a tokhszos
markereket (CH01h02, CHO04c06), a 8 SSR markerexativan alkalmazott CH05d11
és CHO05e03 markerekkel felvéltani. A jobb elkuldriiatas eléréséhez lehetségesnek
tartjuk ezen markerek kicserélését, mely tovabhtgaa a sorozat alkalmassagat,
azaltal, hogy annak PIC ertékét 0,820,84-re emelné.
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4.2.6. A magyar génbank 37 genotipusdnak a 6 sajés a 8 europai markerekkel

kapott dendrogramjainak dsszehasonlitasa

Az eurbpai 8 standard SSR marker adatokbdl szaegedségi matrixok alapjan
UPGMA alapu dendrogramot szerkesztettidls. (&bra). A dendrogram szerint a
legkdzelebbi kapcsolat az 'Ujvatszi alma’ és a 'Nyari fontos alma’, 'Jakab alma’ és
a‘'Sikulai’, valamint az 'Asztrahani fehér’ és a 'siéti rozmaring’ k6zo6tt van.

Kdzeli rokoni kapcsolat tételezliefel még, 6 génbanki tétel (‘Bogovits alma’ és a
‘Széchenyi renet, Oszi boriZi’ és a ‘Fekete-tanyér alma’, ‘Tordai-piros’ és a
'Simonffy piros’) valamint az egyérteliien idegen erediét 'Mutsu II' és a
referencianak alkalmazott 'Golden Delicious’ kozo& 'Mutsu II' egyik szubje a
'Golden Delicious’, mig a japan ’'Indo’ a masik s&itehat a sziél utéd kapcsolatot
vizsgélatunk megésitette.

A tobbi fajta esetében a rokonsagi kapcsolatok mgbzasa nehézségekbe Utkozott,
mert a kézépkorban kialakult fajtakrol van szo.

A ’'Sikulai’ — 'Asztrahani fehér’ paros esetében agjelenési forma, az elagazas igen
hasonlo, ebfil rokonsagra lehet kévetkeztetni.
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Fajtak + + + e Fommmmen +

Széchenyi renet
Bogovits _
Chieftain

Oszi piros

Fert &di téli |
Csikos f  (iszeres
Téli fehér tafota

Vajalma |
Nyari sovari
Jakab alma

Sikulai J
Liptoi-féle rozmaring
Asztrahani piros

Tordai piros
Simonffy piros |

Téli bananalma

Kozépfajta renet |
Ujvari  észi

Nyari fontos |
Puha sovari |
Gravensteini —

Asztrahani fehér N
Husvéti rozmaring

Kenézi piros

Keszthelyi kiipos ]
Sarga édes
Mutsu Il

Golden Delicious J
Vista Bella

Téli fehér tafota g
Kubany
Osziboriz 4

Fekete tanyéralma |
Ré6zsa alma —
Burgundi

Vilag dics  &sége
Eva

Daniel-féle renet

45. abra: 37 fajta/tajfajta 8 SSR primer par (Eurdpai staddarozat)
allélmintazatara alapozott dendrogramja

Korabbi elemzeésiink, melyet 6 SSR markerrel végézifWichmannet al. 2007)
szintén nagyfokd hasonl6sagot mutatott az 'Ujéddi alma’ és a ’Nyari fontos alma’
kozo6tt (43. abra, 4.2.2. pont) Az eredmények azt igazoljak, hogy vizsgalt téfiajjol
elktlonithetk az alkalmazott marker sorozattal.

A két kulonbdsd SSR sorozattal kapott allélmintazatok alapjan itégzdendrogramok
nem fedik egyméast. A 8 SSR-es és 6 SSR-es sorozaedkmeényei kozott csak
kiemelkeden nagy homologia esetében sikerillt az azonossiegektalnunk43., 45.

abra).
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Amennyiben a két sorozat eredményeit 6sszehasdnlétj37 genotipuson, a 'Nyari
fontos’, 'Ujvari 6szi’ (46. abramindkét dendrogramjan barna szinnel jelélve) diajta

parok kozoétt taldlunk csak nagyfoku azonossagdbibbi fajta esetében sajnos ez nem

figyelhet® meg. A46. abran szinnel megjel6ltink mindkét dendrogram esetélggn e
egy jol elkulonib klasztert (6 SSR-es sorozat esetében aranysar§&8R8es sorozat
esetében piros szinnel jelolve). Mindkét példa Rronyitja, hogy az egyik
dendrogramban egy Kklaszterbe tartozé fajtak, a kmadendrogramban nem
klasztere#dnek. A46. abra két dendrogramjan a vizsgalt fajtak klasztédese, hogy

az SSR-ra alapulé megkdzelités nem alkalmas akfajiéonsagi fokdnak (genetikai

tavolsaganak) egyértelmmeghatarozasara.

Fajték
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ga

Széchenyi renet
Chieftain

Téli fehér kdlvil
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Fekete tényéralma
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Keszthelyi kipos
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Bogovits
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Asztrahdni Eehér
Viata Bella

]_
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J | I |
|
==
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Sikulai 1| |—|
|

Liptoi-féle rommaring

Asztrahdni piros
Tordai piros
Simonffy piros
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pRETR - EEnCE
Oijvdri dmzi
Nyéri fontos —

Gravensteini

Aaztrahdni fehér

Hisvéri rozmering

Fambes rivom

FKeszthelyi kipos

CAgE LT

Hutsu IT

Golden Delicious
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Téli fehér tafota

Kubdny
rdsTi-ouried

Fekete tényéralma

Rozsa alma

Burgundi

i lég-disegfakga

Eva

vinl EI-‘J-é 5 LEIS L

46. abra: Fajtak és tajfajtak 8 SSR-es (Eurdpai standarolzedy és 6 SSR-es
sorozatanak allélmintazatara alapozott dendrograisekehasonlitasa
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Osszefoglalva megallapithatd, hogy az SSR primeokgal végzett PCR technika
alkalmas az alma fajtak elkilonitésére, pedigréneésre. Nem alkalmas viszont egy
kivalasztott sorozat alapjan a rokoni kapcsolatofgenetikai tavolsag meghatarozasara.
A nagy genetikai variancia (molekularis polimorfiag) megefsitik a hazai alma
génbank genetikai és nemesitési jdls@yét és fontossagat az alma genetikai
diverzitdsanak megzésében. A molekularis eredmények sejtetni engeulgy az
alma génbankban fenntartott tajfajtak, fajtak, g8jtgtt genotipusok, mint genetikai
tartalékok, a gének allélvaltozatainak gazdag t#@wa rendelkeznek. Alatamasztjak
tovdbba az alma genetikai tartalékokijgsének, fenntartdsanak, vizsgélatanak és
megirzésének kiemelt jeletségét.

4.2.7. Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazis kialakitasa

Az alma gyijtemények tesztelése soran kapott eredmények aldgiehoztuk a
Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazist (MAMA), melyea Szent Istvan Egyetem
honlapjardl a kdvetkézlinken lehet elérni:

http://www.mkk.szie.hu/dep/gent/genetika.htm

A honlap mind magyar, mind angol nyelven olvashdtt.bemutatasra keriilnek a
Magyarorszagon termelt tajfajtak, valamint a keeekgtmi fajtak allél méretei a vizsgalt
6 SSR primer par esetébenMagyarorszagon termelt tajfajtak / Hungarian Varést,
valamint Kereskedelmi Vilagfajtdk / Commercial Varietiesldalakon. A fajta
nevekre kattintva gyorsabban kereg$k&tki a kivant adatok. ATeljes fajtalista / List
of Varietie$ oldalon szerepelnek a fajta elnevezések és hoglyikncsoporthoz is
tartoznak. A képerrtybal oldalan ieni) a fajtak az alkalmazott 6 mikroszatellit (SSR)
primerrel alapjan ellgirizhetek. ,Kapcsolodo cikkek és poszterekentpont alatt az
mikroszatellites alma vizsgalatokrol megjelent |kdatiok és poszterek lathatdéak. Az
adatok XLS és TXT formatumban is elédek.
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4.3. Rugymutansok molekularis elkulonitése

Kutatasaink célja olyan molekularis markerek és technikak kereseseszielése volt,
melyekkel esetleg sikeresen lehetne a rigymutéciokgy valoszitiséggel kivaltd

retrotranszpozonok jelenlétét, helyét a genombaghiad@rozni.

A rigymutansok altalaban valamilyen fenotipusoydmgben, pl. gyimolcs szinében, fa
méretben valamint elagazasi hajlamukban kulonbézaekiinduld fajtatol, illetve
egymastol. A fajtakérok klonjai végeredményben hwa tulajdonsag kivételével,
teliesen megegyeznek a s#fajtaval. A rigymutaciok kialakuldsanak genetikattare
még nem teljesen tisztazott, de valosldg retrotranszpozonok allhatnak a mutaciok

hatterében.

A rigymutansok kozotti genetikai kilonbségek armyasekélyek, hogy az eddig
kiprobalt RAPD, AFLP, SSR sth. technikakkal még ettgn laboratoriumnak sem
sikerult ,ragymutans-specifikus” markereket azotersi Rugymutansok esetében a
fajtdk meghatdrozésa és a $zubnalak kivalasztasa meglebsen nehéz. A jelenlegi
tanulmanyban a megbizhaté markert azonositasa, ane®§yekkel karakterizalhaté és

megkulonboztethék a rigymutansok egymastol, valamint a kiinduldafiag].

Az alkalmazott molekularis megkdzelités (3-as ponkoaz alkalmazott technikéakat,
a 4-es pontok az elért eredményeket tartalmazzak):

1. Vizsgalt genotipusok giytése és DNS izolalas (3.1.3. és 3.2. pont)

2. SSR technika alkalmazéasa (3.4.1.; 3.4.4s14.3.1. pont

3. AFLP technika alkalmazasé4.8.2. pon}

4. S-SAP technika alkalmazésa (3.48.4.3.3. pont

4.3.1. SSR markerek alkalmazasa

Mivel a kulonbosd alma fajtak mikroszatellit markerekkel elklloniible voltak
egymastol, ezért &zo6r a mar ismertetett SSR markerekkel probaltilggmutansokat
elklloéniteni. Mivel a korabban alkalmazott 6 tagbiRSmarker sorozat alkalmatlan volt

erre a feladatra (Gakit al. 2005), az U] eurdpai SSR sorozattal probalkoztunk.
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A rigymutans csoportokon belil sajnos még egy pamig/i killonbséget sem talaltunk
a nagyfelbontasu ALF mddszerrel. A rigymutansolsgdtata soran a 8 mikroszatellit

markerrel kapott allélméret adatokat@& tablazattartalmazza.
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18. Tablazat: 27 rigymutans fajta/klon 8 SSR marker (ALF) alt@apétt allélméretei bazisparban (bp).

Fajtak / SSR primerek CHO01h02 L1 CHO01h02 L2 CH02c06 CH02c09 CHO2cl11L2 CH02d08 CH02d08L2 CHO04c06 CHO04c06 CHO04e05 COL
L1 L1 L2
Jonathan 203 235:247 246:253 234:249 203:233 228 228 157:170 187 174:198 235
Jonathan M41 203 235:247 246:253 234:249 203:233 228 228 157:170 187 174:198 235
Jonathan Csanyl 203 235:247 246:253 234:249 203:233 228 228 157:170 187 174:198 235
Red Jonathan 203 235:247 246:253 234:249 203:233 228 228 157:170 187 174:198 235
Szatmarcsekei Jonathan 203 235:247 246:253 234:249 203:233 228 228 157:170 187 174:198 235
Watson Jonathan 203 235:247 246:253 234:249 203:233 228 228 157:170 187 174:198 235
Golden Delicious 203 247 240:253 241:255 203:224:236 222 222 170 175:179 174:195 224:236
Golden Delicious Lys 203 247 240:253 241:255 203:224:236 222 222 170 175:179 174:195 224:236
Goldenir (Lysgolden) 203 247 240:253 241:255 203:224:236 222 222 170 175:179 174:195 224:236
Golden Reinders 203 247 240:253 241:255 203:224:236 222 222 170 175:179 174:195 224:236
Golden Spur 203 247 240:253 241:255 203:224:236 222 222 170 175:179 174:195  224:236
Gibson golden Delicous 203 247 240:253 241:255 203:224:236 222 222 170 175:179 174:195 224:236
Elstar 203 247 240:253 241:255 203:228:236 222 222 170 :17%5 174:195 222:233
Red Elstar 203 247 240:253 241:255 204:228:236 222 222 170 11785 174:195 222:233
Gala 201 235:247 201:235 235:244 203:223:236 224 224 170:179 233 174:195 233
Galaxy 201 235:247 201:235 235:244 203:223:236 227:234 224 170:179 233 174:195 233
Imperial Gala 201 235:247 201:235 235:244 203:223:236 227:234 224 170:179 233 174:195 233
Regal Prince (Gala Must) 201 235:247 201:235 235:244 203:223:236 227:234 224 170:179 233 174:195 233
Royal Gala 201 235:247 201:235 235:244 203:223:236 227:234 224 170:179 233 174:195 233
Idared 201 231:241 233:247 244:249 203:233 233 226 170:181 233 174:198 234
Red Idared 201 231:241 233:247 244:249 203:233 233 226 170:181 233 174:198 234
Starking Delicious 201 231:241 216:247 246:253 203:214:236 225:235 211:216 170:179 233 174:201  223:235
Starkrimson Delicious 201 231:241 216:247 246:253 203:214:236 225:235 211:216 170:179 233 174:201  223:235
Redchief Delicious 201 231:241 216:247 246:253 203:214:236 225:235 211:216 170:179 233 174:201  223:235
Redspur Delicious 201 231:241 216:247 246:253 203:214:236 225:235 211:216 170:179 233 174:201  223:235
Topred Delicious 201 231:241 216:247 246:253 203:214:236 225:235 211:216 170:179 233 174:201 223:235
Wellspur Delicious 201 231:241 216:247 246:253 203:214:236 225:235 211:216 170:179 233 174:201 223:235
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4.3.2. AFLP technika alkalmazéasa

Az SSR technika sikertelensége, sziikségessé ésttéetesebb analizist lebe¢ tews
modszer kiprobalasat. Az AFLP technika, egy bazispakilonbség detektalast is
lehetve teszi.

Hasit6é enzimeket (adapterdkcoRI 33, EcoRI 36, EcoRI 37, EcoRI 44, Msel 4&IMs
55, Msel 60, Msel §lhasznaltunk a felbontas novelése érdekében. Mihatd 47.
abra) némely esetben olyan fragmentumok is megjelerdgies rigymutansok
esetében, melyek a tébbiben hianyoztak. A polil&itP fragmentumokbdl konvertalt
SCAR markerek azonban nem bizonyultak alkalmasndiggmutansok elkilonitésére.

A vellik kimutathato kilénbségek egyediek és nenotipas-specifikusak voltak.

1 23 4 5

| »

5 1/2 3 4 5 1 1 1

Eco33+Mse4 Eco36+Mse5! Eco3+Mse6( Eco37+Mse6.

47. abra: Golden Delicious rigymutansok AFLP mintazata négglektiv primer
kombinaciot alkalmazva. A nyilak a feltételezethggpus specifikus fragmentumokat
jelélik, melyeket a géll kivagtuk, szekvenaltuk és SCAR markerekké aldkiko(a
szbvegben nincs részletezve). A SCAR markerek amonbegyed-specifikusnak
bizonyultak. 1. Golden Delicious, 2: Goldenir (Lydden), 3: Golden Reinders, 4:
Golden Spur, 5: Gibson Golden Delicious
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4.3.3. S-SAP technika alkalmazéasa

Az eloz6 két pontban k6zolt eredményeékimyilvanvald, hogy azok alkalmazasaval, a
kivant célt nem tudtuk elérni. Emiatt 0 megkozZsgel prébalkoztunk, a S-SAP
technikaval. Ezt az indokolta, hogy a rigymutangakakuldsa, feltételezhiggn az
ugralé elemek (retrotanszpozonok) beépilése koxethen létrejoy mutaciokkal is
magyarazhat6. Ezt &sitette meg Venturet al. (2006) kozleménye is, melyben e
modszer alkalmazasaval a 'Gala’ rigymutansok sikelldilonitéséi szamolt be.
Vizsgalatainkban 6sszesen 24 primer kombinacio €8LHR x 8 adapter specifikus
primer) termékét elemeztik és értékeltik. A kiulGdbprimer kombinacidkkal végzett
reakciok 11-71 fragmentumot szaporitottak f&9.(tablaza), ami azt jelzi, hogy a
vizsgalt retrotranszpozonok nagy szamban forduéi@laz alma genomjaban. Osszesen
4368 fragmentumot sikerilt felszaporitanunk. Az -RER3 + EcoRI-33 primer
kombinaci6 adta legnagyobb, Ret-LTR2 + Msel-55 prinkombinacié, pedig a
legalacsonyabb fragmentum szamot mind a 6 rligyrnsutsoport esetében.

A nagyszamu fragmentum ellenére csak egy kombimati(Eco-33 és Ret-LTR2)
sikerilt polimorfizmust detektalnunk. Ebben az lesst viszont — nemzetkdzileg
elssként - sikerdlt a 'Jonathan’ alapfajtat megkulonietzi a rigymutansait6l4g.
abra). Az 6sszes tobbi esetben a genotipusok egymégidbnithetetlenek voltak4g.
abra). A rigymutansok esetében, felszaporodott fragomeakat al9. tablazatban
foglaltuk dssze.

Eredménylnk megésiti ennek a megkozelitésnek megalapozottsagatnbano
figyelemmel a retrotranszpozonok nagy szamara, bbitfajtakér esetében tovabbi

részletes vizsgalatokra van sziikség.
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19. Tablazat: A kilénboz primer kombinacidkkal felszaporitott S-SAP fragruenok szama a kilénbézszomatikus mutansok esetében

Ret-LTR1 + Msel-48 21 18 23 19 20 18
Ret-LTR1 + Msel-55 16 11 14 14 15 17
Ret-LTR1 + Msel-60 30 24 29 20 28 26
Ret-LTR1 + Msel-61 27 25 27 30 23 29
Ret-LTR1 + EcoRI-33 36 31 33 30 29 31
Ret-LTR1 + EcoRI-36 24 19 26 22 27 24
Ret-LTR1 + EcoRI-37 32 28 30 26 25 22
Ret-LTR1 + EcoRI-44 27 23 28 21 24 20
Ret-LTR2 + Msel-48 19 27 20 25 21 23
Ret-LTR2 + Msel-55 13 11 10 15 24 13
Ret-LTR2 + Msel-60 23 20 24 25 29 24
Ret-LTR2 + Msel-61 24 21 26 20 19 22
Ret-LTR2 + EcoRI-33 35 31 36 30 33 37
Ret-LTR2 + EcoRI-36 38 35 33 36 31 38
Ret-LTR2 + ECoRI-37 45 44 41 39 48 42
Ret-LTR2 + EcoRI-44 46 46 38 40 41 38
Ret-LTR3 + Msel-48 32 29 33 34 26 36
Ret-LTR3 + Msel-55 17 19 15 14 13 16
Ret-LTR3 + Msel-60 31 33 36 38 37 27
Ret-LTR3 + Msel-61 39 36 41 42 43 39
Ret-LTR3 + EcoRI-33 71 67 61 65 68 56
Ret-LTR3 + EcoRI-36 43 38 40 41 35 31
Ret-LTR3 + EcoRI-37 33 35 37 38 39 36
Ret-LTR3 + EcoRI-44 40 38 35 36 37 41
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Az alma esetében — a tobbi csonthéjas fajhoz képestg kevés retrotranszpozon (3
db) ismert. A polimorfizmus hidnya ezzel magyagivh Ugyanis a tébbi fajtakor
esetében nagy valos#Beggel a mozgékony elemek mas csoportjai okozhatjak
mutéaciokat.

Kisérleteinkben kapott egyetlen polimorf fragmentuBCAR markerré tortén
konvertalasa folyamatban van. A szekvenalasa bimmttey, hogy a polimorfizmust

valoban retrotranszpozon beépilése okozta
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48. abra: A Jonathan alapfajta €s 5 rligymutansanak az E@s338Ret-LTR1 (Cy-5
jelolt) primerekkel kapott S-SAP virtudlis mintdaaf nyilak a polimorfizmust jelzik.
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49. abra: A Jonathan alapfajta €s 5 rligymutansanak az E@s338Ret-LTR2 (Cy-5
jelolt) primerekkel kapott S-SAP virtudlis mintédaat

A bemutatott technikaval tehat csak a 'Jonathaapfaitat sikertlt elkilonitenink a
rigymutansaitol, de nem sikerilt a 'Jonathan’ rigtansokat egymastol molekularisan
megkulonboztetni. A tdbbi fajtakorokon belal, még alapfajtat sem sikerllt
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rigymutansaitol elkiloniteniink. A tovabblépést thia— mas fajokon mar leirt —

retrotanszpozonok tesztelése jelenthetné.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

5.1. RGA markerek azonositasa és tesztelése:

14 RGA jelolt fragmentumot klénoztunk sikerrel eégltdttink fel az NCBI
adatbazisba, melgb 9 szekvenalasaval bizonyitottuk, hogy azok as&encia
génekben ismert konzervativ régidkkal homoldg, vaggszben homolog
szekvenciakat tartalmaznak. Eblarra kévetkeztettliink, hogy az altalunk klonozott
és vizsgalt RGA jelblteknek szerepik lehet a réerszaa kialakitasaban.

A 9 RGA-ra tervezett SCAR marker tesztelésekor &B@narker egymastol ugyan
kilénb6ad, de mind a fogékony mind a rezisztens fajtdkbaonaz fragmentumot
szaporitott fel. Ebfil arra kdvetkeztettiink, hogy az altalunk izolaltvéssgalt RGA
jeloltekre tervezett SCAR markerek valositéy olyan a fetizést koved novenyi
valasz reakcidban részt \e\gén(ek) specifikus fragmentumait szaporitottak fel
melyek mind a rezisztens, mind a fogékony fajtakimagtalalhatoak.

Egy esetben (ARGA-4-es primer) a rezisztens 'Refafiaban viszont egyaltalan
nem kaptunk fragmentumot. Mivel a tobbi rezisztéjtiban ez a marker minden
esetben felszaporitott fragmentumot, az eredméinglva kdvetkeztettliink, hogy a
‘Remo’ fajtaban a primer kapcsolddasi helyén mutakbvetkezhetett be ami

megakadalyozta azt, hogy az ARGA-4 SCAR markemfiregfumot szaporitson fel.

5.2. Alma genotipusok molekularis jellemzése:

Elsoként hataroztuk meg az ujfehértéi magyar alma gékien fenntartott 40
genotipus (fajta, tajfajta, klon) molekularis ujjlmatat 6 mikroszatellit l6kuszban.
Az altalunk alkalmazott 6 primer parral az dsszé&sgélt genotipus egymastol
megkulonboztethét

Elsoként hatdroztuk meg az Eurdpai Standard SSR prknée mikroszatellit
marker) felhasznalasaval az Gjfehértoi magyar ajgrebankbarérzott 37 genotipus
(fajta, tajfajta, klon) ujjlenyomatat. Eredmeényeibkzonyitottak, hogy a primerek
alkalmazhat6ak a magyar alma génbankjtgynény egyes tételeinek molekularis
jellemzésére.

A sajat 6 SSR markerrel és az Eur6pai 8 SSR stdndarkerrel kapott eredmények
0sszehasonlitdsa alapjan javaslatot tettink azpauftandard sorozatban két, tobb
I6kuszos marker (CHO1h02 és CHO04c06) cseréjérdtalnrdk alkalmazott 6 primer
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par kézil a CHO5d11 és CHO5e03 markerekkel. EZbadenalasaval a PIC értekek
tovabb javithatéak (0,78->0,84).

* A magyar alma génbank gjyemény 37 genotipusanak (fajtak, tajfajtak) két
kulénbo® primer sorozattal (6 és 9 tagu) valé elemzéséapbtt dendrogramokkal
bizonyitottuk, hogy az SSR modszer valoban alkalan&gtak megkulonboztetéseére,
azonban alkalmatlan a fajtdk genetikai tavolsaganaskonsagi fokanak)
meghatarozaséra.

* Reészt vettink a Magyar Alma Mikroszatellit Adattsaz{Hungarian Apple
Microsatellite Database) honlap létrehozasabarbéisdsében.

5.3. Rugymutansok genetikai elkilonitése:

* Az Altalunk hasznalt molekuléris technikakkal (SSRFLP) nem siker(lt
molekuléris eltérést talalnunk a 3 rigymutans Kdjtaés 3 riigymutans csoport fajtai
kozott. Eblél arra kovetkeztettiink, hogy a genom nem koédol@éevizsgalod
modszerek alkalmatlanok a ragymutansok kozotti mdbeis kilonbségek
Kimutataséra.

» Egyre tobb kisérleti eredmény utal arra, hogy aymigansok megjelenésének
molekuléris hatterében retrotranszpozonok tétetékhdel. A retrotranszpozon
szekvencia specifikus megkdzelités (S-SAP modsab@lmazaséval sikerilt a

'Jonathan’ alapfajtat a tébbi 'Jonathan’ riigymutéhslkiloniteni.
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6. OSSZEFOGLALAS

REZISZTENCIAGENEKKEL KAPCSOLT MARKEREK

A gyumolcstermesztésben, napjainkban a kulééilddrokozok és karték jelents
termésveszteséget okozhatnak. A vegyszeres nowdeigngé fontos és bizonyos
esetekben elengedhetetlen, azonban egyre inkabdogaégazodik az igény, a
kornyezet vegyszerterhelésének meérséklését biatakkétve az emberi egészséget nem
veszélyeztéi technoldgidk nagyobb aranyd bevezetése irant.lierek térekvésekben
kiemelt szerephez jut a rezisztencianemesités, neklycélja a betegségeknek és

korokozoknak ellenallo/rezisztens fajtakallitasa.

A Kkulonbdod novenyek, patogénekkel szembeni rezisztencia génggyfoka

strukturdlis konzervativizmust mutatnak, ezek az Nuacleotide-Binding Site vagy az
Leucine-Rich Repeat szekvenciak. Az ilyen tipuséksenciakra tervezett primerek
lehetiséget adnak a rezisztencia génekhez kapcsolt reirkeeronositasara az alma

genomban.

Célunk a rezisztenciagénekkel szorosan kapcsolt markezekositasa €s tesztelése
volt, a rezisztenciagén(ek) jelenlétének, illetvénganak pontos és megbizhat6

Kimutataséra, az altalunk vizsgélt genotipusokagiijigményben).

A novényi mintakat a Magyar Alma Génbank diggményben, az Ujfehértoi
Gyumolcstermesztési Kutatd és Szaktanacsadd Nongtozhasznu Kft Gjfehértoi
telephelyén gljtottik. A DNS izolalast a QIAGEN cég DNeasy kit végeztik. Az
NCBI génbanknak 10 kulonbézndvenyfaj izolalt rezisztenciagénjeinek konzervalt
régioira — 0Osszerendezésiket (Bioedit szoftver)eki@n - degeneralt primereket
terveztink.

Ezekkel a primerekkel PCR reakcidkat inditottunkzisetens, illetve fogékony
genotipusokbdl. Kisérleteinkben mind a rezisztensd a fogékony genotipusokban

azonos meérétfragmentumokat kaptunk.

A fragmentumokat ligaltuk majd a ligatumokkal kortgres sejteket transzformaltunk és
ezeket X-gal, IPTG és ampicillin tartalmi LB tapjeh szélesztettilk, a kék-fehér
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szelekcio céljabol. A szelektiv taptalajon kidovehér koldniakbdl masterplate-et
készitettiink. A néhany nap utén is fehéren marawlthkbol kolénia PCR-t inditottunk
ugyanazokkal a degeneralt primerekkel, amelyekkehgmentumok felszaporitasat is
végeztik. Ezzel a technikaval tehat az egyedi srek@ju fragmentumokat tudtuk

felszaporitani.

Osszesen 12 koldénia esetében kaptunk amplifikagickolonia PCR-rel pozitivnak
bizonyul6é koloniakbol folyékony LB tenyészetet itmtfunk, majd azokbdl nagy

tisztasagu plazmid DNS-t izolaltunk, és az inskettezekvenaltuk.

A kapott szekvenciakat az NCBI adatbankban vé@eST analizissel értékeltik. Az
ertékelés soran kidertlt, hogy RGA jeldltjeink kb&i(NCBI azonositd: EF455013-
EF455017) nem tartalmaz olyan szekvencia motivutnokeelyek eddigi publikalt

adatok szerint a rezisztencia kialakulasédért gebd. Ezek a motivumok minden
rezisztencia gén, RGA jelolt esetében szerepeliiekabbi 9 RGA jeldlt esetében
azonban bizonyitottuk, hogy a rezisztenciaért delahotivumok (P-loop, RNSB-A,

Kinaz-2, RNSB-B, RNSB-C, GLPL) szekvenciai jelennmak és aminosav szinten

nagyfokd homoldgiat mutatnak korabban lekdz6lt R&zAkvenciakkal.

Annak érdekében, hogy azonositani tudjuk a markkkel megjeldlt
rezisztenciagéneket, azokat SCAR markerekké kaodigkt A 9 SCAR marker
alkalmazasakor azonban — egy genotipus kivételéeweinden fajtaban (rezisztens,
fogékony, alany) azonos méidragmentum szaporodott fel. Mivel a névényi genom
akar tobb szaz, az Aaltalunk tesztelt konzervaltioké@l rendelke& szekvenciat
tartalmazhat, elképzelltet hogy egy altalanos néveényi rezisztenciaéert éalel

fragmentumot sikerdlt izolalnunk, ami minden alnjidfiaan megtalalhato.

Kizardlag az Arga-4-es primer alkalmazéasa eset@tukit egy fragmentum hianyaban
kilonbséget. A 'Remo’ fajta esetében egy fragmensam szaporodott fel. Mivel a
tobbi rezisztens fajtdban ez a marker minden esefiblszaporitott fragmentumot az
eredmeénybl arra kovetkeztettiink, hogy a ‘Remo’ fajtdban amgr kapcsolddasi

helyén mutacié kovetkezhetett be ami megakadalyazta hogy az Arga-4 SCAR

marker fragmentumot szaporitson fel. Tovabbi vilestg&at indokoltnak tartjuk.
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MAGYAR ALMA GENBANK GENOTIPUSAINAK ES KERESKEDELMI FAJTAK
MOLEKULARIS UJILENYOMATA

Az almafajtdk egyre ndvekvszama (tébb mint 15 ezer fajta a vilhigon) meglélvei
egyes genotipusok egyértéinés pontos azonosithatosagat és elkuloriseget mas
klonoktol, fajtaktol, stb. Erre a célra legjobbaeihiasznalhatd markerek a molekularis
markerek. Ednylk, hogy megjelenésiket kornyezeti és episztatikatasok nem
befolyasoljak, szamuk korlatlan, mivel elvileg angen valamennyi allélformaja és azok

kombinacioi alkalmasak az azonositasra.

Célunk olyan médszer kidolgozasa, illetve fejlesztéde woely alkalmas ,molekularis
ujjlenyomat” készitésére az Aaltalunk vizsgalt mmdegyes fajtara, tovabba
felhasznalasaval azok szarmazasa (pedigré), esekensagi foka is maghatarozhaté.

Az almanemesitési programokban a giden elengedhetetlenné valik megbizhat6
genetikai markerek keresése és felhasznaldsaék fsgt szarmazékaik azonositasdban.
Almaban ,genetikai ujjlenyomatok” készitésére antegfelebbb genetikai elemek a
mikroszatellitek, vagy mas néven egyszetandem elrendézédi szekvencia
ismétbdések (Simple Sequence Repeats: SSR). Az isdéétlemek szamaban az
egyes genotipusok kozott nagymétiétariabilitas figyelhet meg, tovabba kodominans
jelleget mutat.

Az alma génbank tételek vizsgalata soran 6 SSReprparral sikerilt megbizhatd és
ismételhed mikroszatellit alléleket felszaporitanunk a viasgé) genotipus (fajta,
tajfajta, klén) esetében. Az elémlléimintazatok alkalmasnak bizonyultak a fajtak
megkulonboztetésére. Osszesen 71 polimorf allétkeidtunk (atlag 11,8 allél / 16kusz)
és a markerek atlagos PIC is igen nagynak (0,®nlyidt. Az ismételt PCR reakciok és
futtatasok allélméretei minden esetben megegye2tékrabbi SSR marker vizsgalatok
eredményeivel (Galket al. 2005) is 6sszevetettiik ezeket az értékeket, slaptattuk,
hogy atlagos PIC értékeik nem voltak nagyobbak migsgalt fajtaink esetében kapott

eredmények.

Annak a valbszifisége, hogy két véletlensien kivalasztott fajta allélmintdzata mind a
6 l6kusz esetében megegyezzen (PI: Probabilitydefitity) 2,53 x 18-nek adédott,
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ami 1 : 39525 aranynak felel meg. Végeredménybemadekularis ujjlenyomat

rendkivil megbizhatd azonositast tesz i@t

Az alma génbank tételek vizsgalati eredményeit éisazonlitottuk 66 kereskedelmi
fajtan kapott molekularis adatokkal (Gadli al. 2005). A kereskedelmi fajtak esetében a
PIC értékek igen magasak voltak, kilondsen a CHBR440HO05d11 markerek
alkalmazasakor, azonban a PIC értékek alapjan fajté®j jobban elkilonithéek
egymastol (atlagos PIC: 0,8), mint a kereskedelajiak (atlagos PIC: 0,72). Az
0sszehasonlitasbdl az is kidertlt, hogy szamos agémliétel nagyobb hasonlosagot
mutat a vizsgalt kereskedelmi fajtdkkal. A PIC enédyek dsszehasonlitdsabodl az is
kittinik, hogy a kereskedelmi fajtései — feltehdten egy sokkal sikebb nemesitett
noéveényanyagbdl kerultek ki, hiszen atlagos PICkéitekisebb értéket mutattak.

Kovetked Iépésben az ,Eurdpai Alma Munkacsoport” éltal g¥dott marker sorozatot
teszteltik tajfajtdinkon. SSR primer parok segiését) dsszesen 84 polimorf allélt
sikerult felszaporitottunk 37 fajta/tajfajta eset@bA legkevesebb allél (4) a CH04c06,
mig a legtbbb (15) a CHO02c06 lokuszban amplifikattdA primerenként atlagos
allélszdm 10,5 volt. Két marker, a CH01h02 és a 40keét Iokuszosnak bizonyult,
tehat tobb helyen szaporodott fel értékdlhetlélméret. Elkilonitési szempontbdl

mindkét esetben az L1-es rontotta le az atlagoseREkeket.

Tajfajtdk esetében elvégzett kisérleteink esetéb@&almazott CH05d11 (0,86) és
CHO05e03 (0,84) markerek, az eurdpai munkacsopdgl alkalmazott primerek
ertékeihez képest is magas PIC éditék bizonyultak. Vélemeényilink szerint érdemes
volna a tobb I|6kuszos markereket (CHO01h02, CHO04c08) kisérleteinkben
alkalmasabbnak tartott CHO05d11 és CHO05e03 marketekicserélni a standard
sorozatban, mely novelné a sorozat alkalmassaga@s-(6l 0,84-re valtoztatnd az

atlagos PIC érteket tajfajtak esetében).

A két marker sorozat dendrogramjanak tsszevetéséresz 'Ujvariészi aima’ és a
'Nyari fontos alma’ nagyfokd hasonlosagot mutatétttobbi fajta esetében, azonban
igen jelends eltéréseket tapasztaltunk. A két kilornb&orozattal végzett elemzés
eredményei nem atfél, az eredmények kozott csak a kiemetiead nagy homoldgia

esetében sikerllt az azonossagot detektalnunkt Adtézat eltér eredményei miatt a
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technika nem tekinthét alkalmas modszernek a fajtak kozotti rokoni kajpatsé
megallitdsara, azonban, mint ahogy az eredménymktatjak, a fajtak azonositaséara és
elkllonitésére kifejezetten alkalmas az SSR teehnik

A Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazis (Hungariarpple Microsatellite Database)
létrehozasaban és 6\dtésében tevékenyen vettink részt. A mért adatodst

eredményeket az adatbazisban istufe#ttik. Mivel nyilt adatbézisrél van sz6 az
adatokhoz barki hozzaférhet. Nemésjtfajtamirbsitc intézetek és szaporitdanyag
eléallitd vallalatok szamara mar napjainkban is, gevében minden bizonnyal fontos

és elengedhetetlen kdvetelmény lesz az almafafiatop azonosithatésaga.
RUGYMUTANSOK MOLEKULARIS ELKULONITESE

Uj fajtak kiindulé alapanyagai sok esetben riigyroidié Ezek a mutéaciok olyan
fenotipusos valtozasokat eredményezhetnek, mintiangics szine vagy alakja, a fa
mérete és alakja, elagazasi hajlam, stb. A rigynsotd az alapfajta kldnjainak
tekinthetk, melyek csak egy, vagy néhany gén mutans altéxa@iaban kilonbdznek
az alapfajtatdl, illetve egymastél. A fajtakoronliberigymutansok kozotti genetikai

kulonbségek tehat igen csekélynek ésithetek.

A rigymutéaciékban gyakran retrotranszpozon jelétlétutattak kicélunk ezért olyan
molekularis markerek és technikdk keresése ésetéset volt, melyekkel sikeresen
lehetne ezeket a kulonbségeket detektélnnek érdekében AFLP és SSR markereket,
valamint egy Uj modszert (S-SAP) is bevontunk véatpinkba. Megkdzelitéstink
lényege, hogy a retrotranszpozonokat hatarold Daé¢Rvenciak ko6zotti polimorfizmus
kimutatasa esetleg leléstget ad a fajtakorok egyes klonjai molekularisiiélikitésére.

A fajtdk ujjlenyomat vizsgalatainak eredményei Iigibottak a kilonbdz alma
genotipusok megbizhaté elkilonitbedgét mikroszatellit markerekkel. Erre az
eredménylinkre alapozva megprobaltuk a rigymutasskablekularisan elkiloniteni,
a mar ismertetett SSR markerekkel. Miutan a 6 88§R marker sorozat alkalmatlannak
bizonyult erre a célra, az Uj eurdépai SSR soro@aSER marker) alkalmazasaval
probalkoztunk. Azonban a rligymutans csoportokorulbaiég néhany bazisparnyi
kilonbséget sem sikerlt detektalni a nagyfelbanfds- express Il. készulékkel sem.
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Ezt kbveben prébalkoztunk az AFLP technikaval, ami akar bgyisparnyi kilénbség
kimutatasat is lehévé teszi. Kilénbdz hasitd enzimeket (adapterdicoRI 33, EcoRl
36, EcoRI 37, EcoRI 44, Msel 48, Msel 55, Msel\Ndfel 6) hasznaltunk a felbontas
novelése érdekében. Némely esetben olyan fragmektuim megjelentek egyes
rigymutansok esetében, melyek a tobbibhianyoztak. A polimorf AFLP
fragmentumokbdl atkonvertalt SCAR markerek azonbam bizonyultak alkalmasnak
a rigymutansok elkulénitésére és a veluk kimutatkatonbsegek egyedieknek és nem
genotipus-specifikusnak  bizonyultak. Végeredménybeaz ~ AFLP  technika

alkalmazasaval sem tudtunk a riigymutansok kozdithpdizmust detektalni.

Miutan sem az SSR, sem az AFLP technikaval semidikeredményt elérniink, az S-
SAP technikaval prébalkoztunk. Az S-SAP modszegjlabztésével leh@té valt, hogy

a retrotranszpozonok genomon bellli — maguknak dveéa® jellegekkel bird
rigymutansoknak a kialakulasdhoz vézet— athelye#ddéseildl szarmazo
polimorfizmusokat lehessen detektalni. Ez a teabgial kombinalja az AFLP technika
felbonto képességét egy kivalasztott primer szedieespecifitdsaval (ebben az esetben
LTR szekvencidk a célzott elemek a genomban). Arika |ényege, hogy a
retrotranszpozon primerek 5 végét festjik csak ,megezéltal jelenitik meg a
fragmentumot, melyet a retrotranszpozon primer é&UENboz hasitd enzimek
egyuttes hasznalata szaporitana fel.

A retrotranszpozon alapu polimorfizmus keresésindbkolta, hogy a riigymutansok
megjelenésének egyik valosisithett oka az ugrdldé genetikai elemek
(retrotanszpozonok) DNS kodolé szakaszaiba vaéptiése kdvetkeztében |étrejov
mutaciok.

Osszesen 24 primer kombinacié (3 Ret-LTR x 8 adagytecifikus primer) termékét
elemeztik és értékeltik. A kulon@primer kombinaciokkal végzett reakciok 11-71
fragmentumot szaporitottak fel, ami azt jelzi, h@gyizsgalt retrotranszpozonok szama
az alma genomjaban meglebg#n nagy. Osszesen 4368 fragmentumot sikeriilt
felszaporitanunk. Az Ret-LTR3 + EcoRI-33 primer Kkonaciéo adta a legmagasabb,
Ret-LTR2 + Msel-55 primer kombinacié pedig a legatamnyabb fragmentum szamot
mind a 6 rigymutans csoport esetében. Minddsszetlegyegy kombinaciéval (Eco-33
és Ret-LTR1) sikerult polimorfizmust detektalnumkellyel a 'Jonathan’ alapfajta valt

megkulonboztethévé a rugymutansaitdl. Az Osszes tobbi esetben atigersok
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egymastol elkilonithetetlenek maradtak, még egyadii polimorfizmust sem tudtunk

kimutatni.

A vizsgalt rigymutans csoportok esetében a 'Jonattagtakoron kivil nem sikerdlt
eltérést deketalnunk az altalunk alkalmazott 3 kdbis technikaval. A 'Jonathan’
fajtakoron belll is csak az alapfajtat sikerult Uddiiteniink a csoport tdbbi
rigymutanséatél, ugyanis egy plusz fragmentum szawit fel az alapfajtdban, mely
hianyzott az 6sszes rigymutansaban. Ash@n célszémek latszik a fragmentumot
SCAR markerré konvertalni.

Az egyes fajtakorok klonjai kozott a DNS kédolo lsxszai szekvencia eltéréseinek
kimutatasara és bizonyitasara, az alapfajta égpeseatigymutansok szekvenalasa ad

majd leheiséget a jo§ben.
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7.SUMMARY

RESISTANCE GENE ASSOCIATED MARKERS

The applied molecular approaches: bioinformatidyais of NCBI database, design of
degenerate primers and PCR reaction with degenpraters. Cloning fragments into

plasmid vector, then transforming competent cellssting recombinant bacteria -
colony PCR. Plasmid isolation, sequencing and eximn of sequences. SCAR marker

design and testing.

We were looking for sequences that are identicalifferent plant species or at least
show a high rate of homology. We were seeking ameskregions of plant resistance
genes in NCBI gene bank for designing degenerataeps. Bioedit software was

applied for alignment of different conserved regidtom different plants.

With these primers we were able to amplify fragreeindom both TIR-NBS-LRR and
CC-NBS-LRR type resistance genes. After designirggdrimers PCR reactions were
started using isolated DNA from resistant and Spisigie genotypes as template. Since
it is well-known that in plant genome hundreds listkind of sequence exists we
expected that we might obtain fragments which appedy in resistant genotypes.
Unfortunately, we could not detect any size diffe® Same size fragments were
obtained in high copy number for disease resistadtsusceptible genotypes as well.

Subsequently, amplified fragments with TIR1 F-ankbép-R degenerate primers were
cloned into pGEM T-easy vector. For ligation PCRdurcts were used in order to clone
all sequences which have the same size but diffesequence. From white colonies

regrown in selective medium masterplate was created
PCR was started with the same degenerate prin@rsdolonies which remained white

after a few days. With these primers amplificatminthe fragments was performed.
With this approach we have propagated the uniqueed sequences.
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Purified plasmid DNA was isolated from 12 colonieich were positive with colony
PCR. For fragment sequencing T7 and SP6 universateps were used. Their
nucleotide sequences were converted into amino sexgiences by Bioedit software
then similarity was examined with other RGA cantikdaat amino acid level. With
BLAST application protein sequences which probdialye an important role in various

resistances were compared to our amino acid segsenc

The evaluation revealed that 5 RGA candidates (N{CBIEF455013-EF455017) do
not contain any sequence motifs essential in srgist development according previous
publications. These motifs are present in eaclstasie gene and RGA. However, in
case of other 9 RGAs, the alignment proved thastaasce patterns (P-loop, RNSB-A,
Tyrosine kinase-2, RNSB-B,-C RNSB, GLPL) are présamd show high level of

homology at amino acid level with previously destilRGA sequences.

In order to identify these RGAs, these were comeetb SCAR markers. In all cases
(resistant, susceptible subjects) - except for gemotype - SCAR markers reproduced
the same size of fragment. Since plant genome icen&ven hundreds of sequences
which contain the conserved regions that we testet possible that the isolated

fragments are responsible for the general resistahplants.

Only in case of Arga-4 primer a fragment withouffetence between resistant and
susceptible subjects was received. There was ndifmdgdragment in case of 'Remo’
variety. As in the rest of resistant subjects afigalifragments were detected in all case,
we conclude that a mutation might have happendatieaprimer hybridization site in
case of 'Remo’ and this is why Arga-4 SCAR markenot successful for fragment

amplification. Further tests are necessary.

MOLECULAR IDENTIFICATION OF HUNGARIAN APPLE GENBANK
GENOTYPES AND COMMERCIAL VARIETIES WITH SSR MARKERS

Applied molecular techniques: selection of SSR prenand start of PCR reaction.

Determination of allele sizes on polyacrylamide , gstatistical evaluations and

dendrogram preparation.
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Each of the applied 6 SSR generated reliable nmatetide alleles in all 40 genotypes
(cultivars, varieties). A total of 71 polymorphitledes were amplified (average 11.8
allele / locus) and average PIC values (0.8) ofkerarproved to be high. The repeated

PCR reactions showed the same results.

The probability of that two randomly chosen vagstdisplay the same genotype at all
investigated loci was calculated to be very lowb8x 10-5 which means 1 : 39525).

This confirms the high potential of SSRs for diéfieetation of apple varieties.

In the next step the similarity matrices were cltad from 66 previously described
commercial cultivars (Galli et al. 2005) in orderdompare the results with that of the
varieties. In case of commercial varieties PIC galwere very high, especially in case
of CHO04e03, CHO5d11 markers. However, accordingPtG values the examined
varieties (40) were more different from each otliaverage PIC: 0.8) than the
commercial varieties (average PIC: 0.72). The compa also showed that there are
many more similarities among varieties than amdrey tested commercial cultivars.
The comparison of PIC results also shows that tteestors of commercial cultivars
presumably with a much smaller plant material hbgen selected since the average

PIC values showed a smaller value than in casarétes.

In the next step, "European Standard” marker setadapted for 37 varieties. A total of
84 polymorphic alleles were amplified (average 14ll8le / locus) and average PIC
values (0.72) of markers proved to be high. CHO2o@#ker proved to be the best with
its 15 alleles for distinction while CH04c06 provéa be the weakest with its 4
amplified alleles. Two markers (CH0406 and CHO1h@¥®yved to be multi loci.

CHO5d11 (0.86) and CHO05€e03 (0.84) markers showgll RIC values comparing with
markers from “European Standard” set markers. Inauinion, it would be worth to
replace multi loci markers (CH01h02 and CHO4cO6narker CHO5d11 and CH05e03
and this would increase the suitability of the egrfaverage PIC would increase from
0.78 to 0.84).

When comparing the dendrogram results of the twikenasets, only ‘Ujvartszi’ and

‘Nyari fontos’ show high degree of resemblancec#ése of other varieties, however,
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very significant differences observed. Resultsheftivo analyses were not overlapping,
only the extremely high homology can be detectedath cases. The technique —
because of the results of the two different seriés not considered to determinate the
relationship between species, however, as thetseshibw, identification and isolation

of varieties specifically suited to the SSR techmiq

With all of these data a webbased databank wer@blesdted — Hungarian Apple
Microsatellite Databank (MAMA: Mgyar Ama Mikroszatellit_ Adatbank) — containing
all SSR allele sizes of the examined cultivars l{bmimmercial and cultivars from this
study). Since the aforementioned markers showedigihnpower to discriminate the
cultivars we recommend to employ these for detamginthe differences and
phylogenetic distances of various apple cultiviie webbased databank may be useful
for breeders, breeding agencies and propagatéuiestito determinate cultivars since

their work could be done easier and more contrialab

MOLECULAR DIFFERENTATION OF BUD MUTANTS

Applied molecular techniques: SSR, AFLP and S-SAP.

Results of fingerprints of varieties proved theatality to differentiate apple genotypes
using microsatellite markers. Based on these eswe tried to discriminate bud
mutants molecularly using already described SSRengsr After the 6 set series of SSR
markers (Galli et al. 2005) proved to be unsuitdblethis purpose the new European
SSR set (9 SSR markers) was involved in our expmarinHowever, we were not able
to detect even a single base-pair difference withid mutants by the high-resolution

ALF Express Il machine.

Subsequently, AFLP technique was applied whichdetect one base pair difference.
Different restriction enzymes were used in ordeiintcrease the resolution. In some
cases, we were able to detect fragments succegsgfiiith were missing in other sports.
However, SCAR markers converted from polymorphid RRragments did not appear
to be suitable for the separation of sports. Thealable differences remain unique and
have non genotype-specific nature. In this way theye able to detect differences

between individuals — which was not included amouagobjectives — and not between
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bud mutants. In conclusion, AFLP technique wasauatptable to detect polymorphism

between sports.

Since neither SSR nor AFLP techniques were suit@bbehieve our goal we involved
S-SAP technique for trial. With the developmenSeEAP it became possible to detect
displacements of retrotransposons within the gendrhés technology combines the
resolution ability of AFLP technique with selectedmer sequence specificity (in this
case, the target sequences for LTR elements imgémeme). Altogether 24 primer
combinations (3 Ret-LTR 8 adaptor specific primengre carried out, their PCR
products were visualized. 11-71 multiple bands vpeogluced (altogether 4368 with the
24 primer combination) suggesting that the copy Ibemmof these retrotransposon
elements is relatively high in apple genome. ReRBHF EcoRI-33 primer combination
produced the most while Ret-LTR2 + Msel-55 primembination the less multiple
band. Surprisingly, only one combination (Eco-38 &et-LTR1) was appropriate for
identifying polymorphism between the progenitorndthan’ and its bud mutants. In
other cases, the mutants were indistinguishabla feach other; differences were not
found even between different individuals within #eme somatic mutants. Converting

the found bands into a more reliable SCAR markenier progress.
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MELLEKLETEK

1. Melléklet: A vizsgalatban vagy dsszehasonlitasbazerepb fajtak pedigréje
(aldhdzassal jeldlve a rigymutansok)

Fajtak Pedigré adatok
Akane Sz fajtdk: Jonathan x Worcester Pearmen
Angold Antonovka o.p. x Golden Delicious
Braeburn Lady Hamilton x Cox narancs renet vélethagonca
Charden Golden Delicious x Clochard Renet
Elstar Golden Delicious x Ingrid Marie
Red Elstar Elstar mutansa
Fiesta Cox narancs renet x Idared
Florina Querina, Jonathan x PRI 612-1
Fuji Sziub fajtak: Delicious x Ralls Janet,
Gala Szib fajtak: Golden Delicious x Kidd's Orange Red,

Imperial Gala

Gala mutans

Regal Prince (Gala Must

Gala mutans

Gloster

Glockenapfel x Richared Delicious

Golden Delicious

Grimes Golden szabad megporzasu magonca

Goldenir (Lysgolden)

Golden Delicious besugarzott magonca

Golden Reinders

Golden Delicious rigymutacioja

Golden Spur Golden Delicious spur tipusu rigymutaciéja
Gibson Golden Delicious| Golden Delicious riigymutacioja
Goldstar Rubin x Vanda
Granny Smith French Crab magonca
Greensleeves James Grieve x Golden Delicious
Idared ‘Jonathan x Wagener'
Red Idared Idared mutéacidja
Jerseymac NJ-24 x 'Julyred
Jonager Egri piros x Jonathan
Jonagold Szl fajtak: Golden Delicious, Jonathan
Jonathan Esopus Spitzenberg véletlen magonca

Jonathan M41

Jonathan klén

Jonathan Csanyil

Jonathan rigymutéacidja

Red Jonathan

Jonathan rigymutéacidja

Szatmarcsekei Johathan

Jonathan klén

Watson Jonathan

Jonathan rigymutéacidja

(Golden Delicious x Prima)x Malus floribunda 8

Judeline keresztezési program F5 nemzedéke
N.J.21; (Petrel x Early MciIntosh) x [Melba x Wilires x
Julyred
Starr)]
Kré érias Jonathan x Egri piros
Liberty '‘Macoun' x Purdue 54-12
Mizsei Ismeretlen erediet/életlen magonc
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Mutsu Golden Delicious x Indo
Ozark Gold Golden Delicious x (Conrad x Red Delisp
Pilot Clivia x Undine
Pink Lady Lady Williams x Golden Delicious
Pinova Clivia (Oldenburg x Cox Orange) x Goldeni©els
Poiana Nem k6zolt, valosiinelzése:D1R57T120
Piros Helios x Apollo
Prima PRI 14-510 x NJ 123249
Rajka Sampion x Katka
Reanda Clivia x Malus floribunda, F3 nemzedék

Red Rome Van Well

Rome Beauty riigymutacioja

Red Stayman

Winesap riigymutacioja

Reglindis James Grieve x Antonovka, F2 generacio
Relinda Undine x Malus floribunda F3
Remo James Grieve x Malus floribunda F3 nemzedék
R (Cox narancs renet x Oldenburg) x Malus floribui@a
ewena .
nemzedék
Rubinola Prima x Rubin
Sampion Golden Delicious x Cox narancs renet
Sir Prize Tetrapl. Golden Delicious x PRI 14-152
Snygold Golden Delicious magonca

Starking Delicious

Red Delicious szinmutacioja

Starkrimson Delicious

Starking rigymutécidja

Redchief Delicious

Starkrimson Delicious rigymutéacidja

Redspur Delicious

Starking rigymutécidja

Topred Delicious

Starking riigymutacioja

Wellspur Delicious

Starking rigymutécidja

Summerred

MciIntosh x Golden Delicious

Topaz

Rubin x Vanda
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2. Melléklet: A rezisztencia vizsgalatokban szerefllprimerek tervezése

Arga-1

start hossz TM GC%
baloldali PRIMER 293 20 60.2 7 55.00
TGTTGCCTCCTACGCTTACC
jobboldali PRIMER 657 20 60.0 9 50.00
GGGACGAACCAGAACTTGAA

A PCR termék mérete: 365 bp.
A primerek tapadasi helyei:
1 TGCCTCCCATATCCCTATAAAGCGAACATCGGTTGCATTTGTAARABCAAATCTAT
61 TTCCTCCAGTTTAGAATCAATTCCGACAAACCTCTCTGAGGAATIONI GACAACGT
121 AGGGTGCACTTTCTCCCATAGTGTATTGACGATTCCTTGGATBAGTATCATACCT
181 ACAAGAAGAACAAATGACGTAAATAAAAAATCATCACACCGTAAASTGCATGTTA
241 ACATCGAAACTCAATAGTAAAANNTTGGTCTTCTTAAGCTATAZANGI TGTTGCCT
SS>5>5>5>>>
301 CCTACGCTTACCTATAATGCTTTGAATTCCACCCGGCAAGATABGCTTTTTAATG
SSS>55>5>335>3>3>>
361 ACTTTCTCCACTCATTTACCTCCTCCATGTGTTGCCGATAATTIRLTGTTCCGCAA
421 AGGCTTCCCCAAAACTCCCTCGTTGATGGCGTACATCAGAABGSTTATAAAAAA
481 TGGGAAAAATTCTCTTTTTCTCTTCCATGCAACGAACAATATGHRETICTCGCAAAC
541 ACCAACTTGAAGAAGCAAAGTTTGTCGAAAGAACTATGATCGERGHT TGGTCAA
601 TTGCCCTCAGGAGCTCTGGATTGATATCTTTCCCTCTTTCAAGGIOTGTCCCTGA
<L L L L LL <L L L L L L L
661 AAGTCTTGATTCCTCGCGCCTCTARIGTTTGTATAAATGATCNGTAAAACCCCGGCGGG
721 TGTCTTCTCCTCTAAAACTTAGGAAGCGGCCGC

Arga-2

start hossz TM GC%
Baloldali PRIMER 101 20 59.3 6 55.00
GGTGCTTGGCCACTCTTAGT
jobboldali PRIMER 683 20 59.6 0 45.00
AGCCAAAGCATTTCAGAAGC

A PCR termék mérete: 583 bp.
A primerek tapadasi helyei:
1 CCAATTCCGCCAATCCCCCAAATTCCAACCATGAACATTTGATCTGTCACTTGNNNGA
61 TGACTGATAATATCTTGAATGCGAGAATTGATACCAACCGGGTGGCCACTCTTAGT
SSS333333333333353>5>>
121 TTGTTCGTGCTCATAAGCCATTTGTAATAATATTGTCAACAATTTCTCTAATAAGATTT
181 GCTTCGCGCCTGAAAATTGAATTCATAAACATTATTGGGAATGAAGGCTCACTAGT
241 ACATAAACAAATTTCTTTCCTTCTTTCCTTCTTTCCTTCATACACACACACACACATACT
301 AACTAGCTACTAGCTAGTATGTGATTTTGTGACCAACTTGAABIMACGAAAGTCAT
361 TCATTAAT TAAACTCCAATTACGGTTTGGTTTGATATGAGAAATTAAGGTGTARTAATT
421 AGCATGCTAATTAATGTTTAGCTTCTGTAAAATGTCAATTAGRGATAATTATATGAG
48 1 AGATTTAACTCATTCACTAAAAAATTTCAAATCTTGAAAAGCAGATGIMAACCCAT
541 TATCAGTGATATGGTGGCCAGACAAGTTCGCAGCTTCTGTARGKAE CTCCACTGCT
601 TTACACTTTCTCGTTTAGCTTCACGTTTCGTGCCATCTTTTATATTGATGCTCTTTT
661 TGTGCTTCTGAAATGCTTTGGCTAAAACTCCATCCTGCTTCCPGSTGAAGGATCAA
<L L L L L L L L L L L L

721 CATGATAGAATATTGGCAAAACATGTCGCCCCAGTTTGGATETEBCCATGATCTTCA
781 CCAGCTCGTCAAGGCACCAACTTGAATCCGCATACCTCTTTRBAB2GATGATGGAGA
841 TCCTCGACCCTTCAATTTCCCGGAACAGTTCCTTTTTTATTTCTTCTCTTTTTAGAT
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901 CGTCCTCATCCATATAAGCCTGGTATCCCCTGTCTTTAAATEBIGCAGGTGGCCTG
961 TGAAGCCGTTGCGCGTGTCTTCACCTCTAAAACTCAAGAA

Arga-8

start hossz TM GC%
Baloldali PRIMER 10 20 604 6 55.00
ATCGGGAAGACAACCCTAGC
Jobboldali PRIMER 738 20 60.1 5 45.00
GCCAACAAAGCCACAGTTTT

A PCR termék mérete: 729 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGGGAGGCATCGGGAAGACAACCCTAGCTAGATTAGTTTACGAGRAGEATTAT
SSSSSSSSS>SSSS>>S>>>
6 1 TTTGAAGGTAGCAGCTTTCTTGCTAATGTTAGAGAGGTGTGCTANAKGERATAGTT
121 CATCTACAAAAGCAGCTTCTTTCTGAAATCTTAGGGGAAAATARBARTTTGGAAT
181 GCTTATAGTGGAATCACTAGGATAAGTAGGTGTTTATGTAATE&MAALTTCTCGTA
241 CTCGACGATGTGGATCAATTAGACCAACTGGAAAAGTTGGCTGWNNGNGTGGTTT
301 GGTTTTGGGAGTAGAGTCGTCGTTACAACTAGAGATGAACGRGEGAACATGGT
361 ATAGAGATGGTATATGAGGTTAAGCCATTAACCCAAGATGAAGOMCTCTTTAGT
421 CGGAAAGCCTTTAAAGATGATGAGTTGGAAGAAGATTTTTTAGABTAAATGTTTC
481 ATCAATTATGCAAGTGGTCTTCCATTAGCTCTTAAAACTTTAGRATTTGTACAAA
541 AGAGGTCGAGATGAATGGAAGAGTGCACTAGATAAACTGAATCBAGARTAGGAAA
601 ATTTTTGAAACATTGAAAATAAGTTATGATGGACTAGATGAGTAASBAGAATCTTC
661 CTTGACATTGCATGTTTCCATAAGTCTTGTGAAAAGGAGCGAGIAAGGACTAGAA
<<
721 AACTGTGGCTTTGTTGGCACTCGCGTTGTGATTGAAGTTCTTBARBACTCTCTTG
<<LLLLLLLLLLLLLL LKL

781 TATATTTCATACGTGTGTATTTCATTCAATTCTCTGTCTATGCAINGSCTTCAACAT
841 ATGG

Arga-4
start hossz TM GC%
Baloldali PRIMER 26 22 611 6 4091

CTGCCAAAGCCATTTATAACCA

Jobboldali PRIMER 816 22 59.9 3 40.91
TCGGATCAAATCATGCATAGTC

A PCR termék mérete: 791 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGGGTGGAGTGGGGAAGACAACAGCTGCCAAAGCCATTTAIAACTTBATCTTACG
SSSS>SSSSSSSSSSSSS>>>>

61 TTtGAATTCAAAAGTTTCCTTGATGACGTTAGCAATGTTACAAGIN GGTCTGGTT
121 TATTTGCAAGAAAAACTTATTTCTGTCATCTTAAAaCAGAAGTBTGERAGCAGTGTT
181 GATGAAGGTATCAGTTtGATAAAaCAACATCTCCAACGTAGAAMEIGGTCATCATC
241 GACAATATAGATGACCTGAAACAACTGGATGCAATAGCTGTABMATIISTTTTGGT
301 CCAGGAAGTAGAATTATTATAACGACACGAAATGAACATTTGCTMMGTGGAAGTG
361 GACAAGACATATCCGCTTCGGGAAATGAAAAAGAGAGAAGCEBUIT®RBATAGTTGG
421 CATGCCTTTCGAAAAAGTTACCCTAATGAAGAATATCTTGAAGBARAAGGTTGTT
481 TCTTACTGTGGAGGTTTGCCACTAGCCCTTGAAGTTTTAGGTTCIGTTTAAAAGA
541 CCTATTGCAGAGTGGAAAAGTCAATTGAAGAAATTGGTAAGAMNATEGAGAAATA
601 ATAAAATCACTAAGAATAAGCTTTGAAGGGCTAGATGATACAGEGAATATTCCTT
661 GACATATCTTGTTTCTTTATTGGAAATGACAAAGACTACGTCRGAM TAGATGGA
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721 TGTGGATTTTTTGCAACAGAAGGAATCAGTGTCCTCCGTGAATLABIAACTGTT
781 GAAGGCAACAAGTTGACTATGCATGATTTGATCCGACAAATGREXRARTTCTGGAT
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

841 CCGATACGAACGCGTCTGCAGCTGCGGGACCG

Arga-9

start hossz T™M GC%
Baloldali PRIMER 15 20 60.8 4 55.00
GAAGACAACAGCTGCCAACC
Jobboldali PRIMER 759 21 60.1 0 47.62

TTCACGAAGGTCACTGATTCC

A PCR termék mérete: 745 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGGGTGGAGTCGGGAAGACAACAGCTGCCAACCCCATTTATANCEMMTCATGAG
SSSS>SSSSS>SSSS>SS>>>

61 TTCCAATTCAAAAGTTTCCTTGACAACGTTAGTGAAAAAGATCTGUGIITCGCAAAAA
121 AAACTTGTTTCTGACATCTTGAAACAGACCAAGCCTGAGATAAGTAGATGAAGGT
181 ATCAGTCCGATAAAAAATCATCTCCAACGTAGAAGTGTACTTGATRGACAATGTA
241 GACAGAGTGGAACAACTAAATGCAATAGCTGGAAATCGTGATBEECAGGAAGT
301 AGAATTATCATAACGACACAAGATGAACGTTTACTAAAGCAAGRGBAAAGTGGAC
361 AAGACATATCCACTTAAGGAAATGAATGACGAAGAAGCTCTGARAABGTTGGCAT
421 CCCTTTGGAAATAGTTGGCCTAATGAAGGATATCTTGAACTCEGASSTTGTTTCT
481 TACTGTGGTGGTTTGCCACTAGCCCTTGAAGTTTTAGGTGGTARATRGAAAGAACC
541 CCAACGGAGTGGAAAAATCAGTTGGAGAAATTGAAAAAATTTGGAGBGAATAATG
601 AAACCGCTAAGAGTAAGCTTTGAAAGGCTAGATCCTACACAGMIBEGACCTTGAC
661 ATATCTTGTTTCTTTATTGGATGGGATAAGGACCGTGTCGCAARBAGATGGATGT
721 GAGTTTTTTGCAACAGTAGGAATCAGTGACCTTCGTGAACGATGERRACTGTTGAA

<KL LLLLLLLLLLLLLLLLKL

781 CATAACAGGTTGAATATGCACGACTTGCTACAACAAGGGG

Arga-10
start hossz T™M GC%
Baloldali PRIMER 1 22 61.1 2 45.45

ATGGCCAACATAGATGAAGTGG

Jobboldali PRIMER 600 22 60.3 5 40.91
CAGAATTCGTGATTCCCTTTGT

A PCR termék mérete: 600 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGGCCAACATAGATGAAGTGGCCCANCTGAATGCAATAGCTCGARRATTGGTTT
S>SSS>SSS>>SSS>>SS>>>>

61 GGTCTAGAAAGTAGAATTATCATAACGACACGAGATGAACAANIMCICAAGTTGGA
121 GTGGACAAGATACATCGGCTTCATGAAATGAATGAAGAAGAAREEXXATCTTTAGT
181 TGGCATGCCTTCAGAAATAGTCGGCCTAATGAAGGATATCTTARARAGAAAGATC
241 GTTTCTTACTGTCGAGGTTTGCCACTAGCACTTGAAGTTTTAGGLITIO GATTAAA
301 AGAACCATAGCTGAGTGGGAAAGTCAATTGGAAAAATTGAAAKGEAGAAGGAAAA
361 ATAATAACACCACTAAGAATAAGTTTTGAAGGGCTAGATGATESBAGSTTATATTC
421 CTTGACATATCTTGTTTCTTTATTGGATGGGATAAGGACTATGKMNGTTTTAGAT
481 GGATGTGAATTGTCTGCAACAATAGGAATCAGTGTCCTTCGTEKAQGI TGTAACT
541 TTTGAACGCAACGAGTTGAATATGCACGATTTATTCCGACAAABGRZGAATTCTG

<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL

601 GATCCGATACGNACGCNTCTGCAGCNTGCGGGACCG
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Arga-25
start hossz T™M GC%
Baloldali PRIMER 19 22 59.8 4 40.91

GCAAACCCCATTTTCAATAGAG

Jobboldali PRIMER 811 22 60.1 5 40.91
TCATTTCTTGGAACAAGTCGTG

A PCR termék mérete: 793 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGGGTAAGACAACGGTTGCAAACCCCATTTTCAATAGAGTTCATHABSAAGGT
S>SSS>>SSSSSSS>>S>>>>>
61 AAAAGTTTCCTTTCAAAAGTGAGGGAAGAGAGTATGGTTAAABGRBCEAACTTCTT
121 TGTGATATCTTGAAACCGGCCAACATAGAGGTAAGCAGTGTRGERNMCCAAGGAG
181 ATACAAAAAAGACTTGGCAGCATAAGGGTACTTGTCATATTTGATEAGTTGTGTG
241 GAACAACTAGAAGAGTTAGCTATAAAACACGAGTCGTTTGGCTEGEATAGAATTATA
301 ATAACCACAAGAGATGAACATTTGCTAAAGATGCTTGGAGTCERTAIATGAACTG
361 CCAGTAATGAATAGAGAAGAAGCTCTTATGCTACTTAGTTGGCRTTHGAAAGAAC
421 TATCCTGAGAAAGAGTATTTTGAACTCACAAGAGAAACTGCTGAGTAGAGGTTTG
481 CCACTAGCACTTGAAGTTGTAGGTTCTTATCTATCTGGGAAAAGGRAGCTTGGAAA
541 GGTGCATTGGAGAAATTGGAAAGTCATACTCATGAGAAGATTAMAIBATTAAAATC
601 AGCTTTGATGAGCTAGCTGATGATGACCTGAAGGCTATATTCINTAIATTGTTTC
661 TTTACTGGAATGAACAAGGATTATGTCATGAAAATATTGGATGGBTGTATATCCA
721 GAAATCGGAATAAGTGTCCTCCAAGAGCAGTGCCTTGTAACTRANTARTTTCACA
781 CTGGTGATGCACGACTTGTTCCAAGAAATGAATCACGAATTAIGGATACNNAACG
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL

841 CGTCTGCAGCCATGCGGGACCGTC

Arga-26
start hossz T™M GC%
Baloldali PRIMER 13 21 62.1 8 42.86

AAAAGTTTCCTTGCCGACGTT

Jobboldali PRIMER 732 22 57.1 0 40.91
GTTGCCTTCAACAGTTACAAGA

A PCR termék mérete: 720 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGTTTGAATTCAAAAGTTTCCTTGCCGACGTTCGCGACACTTCAMABCATGGTCTG
SSSSSSSSS>SSSS>>>S>>>

61 GTTTATTTGCAAGAAACACTTATTTCTGACATCTTGAAACAGAAGABATAAAAAGT
121 GTTGACTTAGGTATCAGTATGATACAACAAGTAGTTCAACATEEANCTTATCATC
181 ATTGACGATATCGATGACCGGAAACAATTGGATGCAATAGCOTBARMATTGGTTT
241 GGTCCAGGAAGTAGAATTATCATGACGACACGAAATAAACATAAAGTAAGTGGAA
301 GTGGACAAGACATATCCGCTTCGGGAAATGAATAAGGAAGASGBBTITCTTTAGT
361 TGGCATGCCTTTAAAAAAAGTTGCCCTGATGAAGAATATCTTGABBAAAAATGTT
421 GTTTCTTATTGTGGAGGTTTGCCACTAGCCCTCGAAGTTTTAGBGGTTCIGTTTAAA
481 AGACCCATTAAAGAGTGGAAAAGTCAATTGGAGAAATTGGAARGASAAGGAGAA
541 ATAATAAAACCACTAAGAATAAGCTTTGAAGGGCTAAATGATERNGACTACATTC
601 CTTGACATATCTTGTTTCTTTATTGGAAAGGACAAGGACTATEINARATATTAGAT
661 GGATGTGGATTTTATGCAATAGTAGGAATCAGTGTCCTTTGCSPRATL TGTAACT

<<LLLLLLLLL
721 GTTGAAGGCAACAATTTGAATATGCACGACTTATTCCAACATATG
<<<LLLLLLL<LKL
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Arga-27
start hossz TM GC%
Baloldali PRIMER 77 22 60.2 1 40.91

TCCTTTCAAAAGTGAGGGAAGA

Jobboldali PRIMER 784 22 59.4 4 45.45
CATGGAGTTCTCCGATTCCTAT

A PCR termék mérete: 708 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 TTGGTGGCGTGGGAAAGACAACGGTTGCAAACCGCCATTTTCABTAGATCAAAGC
61 TTTGAAGGTAAAAGTTTCCTTTCAAAAGTGAGGGAAGAGAGTARMBGTTGCAAAAC
S>SSSSSSSSS>>>>SSS55>>
121 CAACTTCTTTGTGATATCTTGAAACCAGCCAACATAGAGGTAAGTBSEATCAAGGA
181 ACCAAGGAGATACAAAAAAGACTTGGCAGCATAAGGGTACTRGITSATGACATA
241 GATTGTGTGGAACAACTAGAAGAGTTAGCTATAAAACACGAGTEGBIIOGAGGGAGT
301 AGAATTATTGTAACAACAAGAGATGAACAATTGTTAAAGTTTAMAGRGGATAAGACA
361 TGTTTGGCACAAACAATGAATGAAGAAGAAGCTCTTCAGCTCOBGGTGCCTTT
421 CGAAAGAGCTATCCTAATGATGAAGAATTTCTTGAACTCGCAAGARRBTTGATTAC
481 TGTGGAGGTTTGCCACTGGCGCTTGAAGTTTTAGGTTCTTATCTMWSAAGGCAAA
541 AGAGAATGGAGAAGTGCACTGCGCAAATTGAAAAGAAAGCCEBBAGAGTITATGAA
601 AAGCTTAAAATGAGCTACGATGGGCTAATTGATGATGACGTGANBGETCCTTGAC
661 ATATGTTGTTTCTTTATTGGAATGAACAAGGACTATGTTATGAERMIGATGGCTGT
721 GACTTTGATCCAGATATAGGAATCGGAGAACTCCATGATCGABIBBTTGTTGAT
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL
781 GAAGGAAACACCTTATAATGCACGATTTGTTCCGAGATATGGA

Arga-28
start hossz T™ GC%
Baloldali PRIMER 29 22 60.2 5 50.00

TTAGAGGGGTGTGCTCTAAGGA

Jobboldali PRIMER 773 22 60.3 3 50.00
TGTCGGAGTAAGTCGTGCATAG

A PCR termék mérete: 745 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 TTTGAAGGTAGCAGCTTTCCTGCTAATGTTAGAGGGGTGTGCBLEAKGGCATAGCT
SSSS>>SSS>>SS>>>>>> >>>

61 CATCTACAAAAGCAGCTTCTTTCTGAAATCTTATGGGAAaATAACARATTTGGAAT
121 GCTGATAGTGGAATCACTAGGATAAGTAGGTGTTTACGTAATBBAABTTCTCATA
181 CTCGACGATGTGGATCAATCAGACCAACTGGAAAAGTTGGTBAAAGAGTCGTTT
241 GGTTCCGGGAGTAGAATCGTCATTACAACTAGAGATGAACGRETRRAACATGAT
301 ATAGAGATGGTCTATGAGGTTAAGCCATTAACCCAAGATGAAETCTCTCTTTTGT
361 CGGAATGCCTTTAAAGATGATGAGTTGGAAGAAGATTTTTTAGABCAGATGTTTC
421 ATCAGTTATGCAAGTGGTCTTCCATTAGCTCTTGAAACTTTAQGGICTGTACAAA
481 AGAGGTCGAGATGAATGGAAGAGTGCACTAGATAAACTGAATGCBASATACGAAA
541 ATTTTTGACACATTGAAAATAAGTTATGATGGACTAGATGAGTTAABAGAATCTTC
601 CTTGACATTGCATGTTTCCATAACTTTCGTGAAAAGGAGCAATBEAARGACTAGAA
661 AACTGTGGCTTTGTTGGCGCTCGCATTGTGATCGAAGTTCTTAAAGRCTCTCTTG
721 TATAAATCATACAAGTATGTGTCTATGCACGACTTACTCCGAGT AT

<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL
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Arga-29
start hossz T™M GC%
Baloldali PRIMER 70 22 60.2 4 40.91

AAGGTGGCCAATGTTGATAAAG

Jobboldali PRIMER 715 22 60.0 2 40.91
CAAGTCGTGCATCCGTATAAAA

A PCR termék mérete: 646 bp.
A primerek tapadasi helyei:

1 ATGACGGATAAAGGATTGGCCAAATTACAAAAGACACTTCTTTBAGFCTAGGGGGA

61 GAAAAGTTGAAGGTGGCCAATGTTGATAAAGGAATCACTTTASEAMMGATTAAGC
D o
121 AGTAAAAGGATTCTCTTAGTTCTTGATGATGTGAACGACATGSAABBGCTGCTTA
181 GCTGGGGGATCAGATGGTTGGTTTGGCGCGGGTAGaTACCATIMATPACGAGGGA
241 TNAGAAACTGTTAACTGCTCATCATCATAATATTTTGATATACGEGBGAAATTGAA
301 CGATCATGAATCTCTCGAGCTCTTCAGTTGGAATGCCTTCAAAAGGACCTTTGGA
361 TGGTTATGCGGAACTTGCAGACCAGGCAATACGGTGGGCTCARGEZATAATTTT
421 GAGAGTTTTAGGTTCACATCTGTACGGTGAAAGTATAGATAAGBAGGTATATTAAA
481 TGGTACGATCAAAAGCCGAGAAATTCATGACGTTTTCAAGATARGATGCATTGGA
541 TGAAATGGTGAAGGAAGTTTTTCTCGACATTGCGTGCTTCTTGRALEAGGAAGTGA
601 CTATGTGATCGAAATATTAGAAGGTTGTGAGCTAAACCCCAAGTATAGACGTACT
661 CATACAGAAGGCCCTCGTAAATATAGATTGTGGTTTTATACGEBBBGACTTGCTCCA
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL

721 ACAAATGG
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3. Melléklet: Rigymutansok csoportonkénti gyimolchemutatédsa (Képeket
készitette: Dr. Szab6 Tibor)

Elstar fajtacsoport:

& AR |

Jonathan, Jonathan M41, Jonathan Csanyl, Red daon&ratmarcsekei Jonathan,
valamint Watson Jonathan

Golden fajtakor:
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Golden Delicious, Goldenir (Lysgolden), Golden Rigrs, Goldstar, Gibson Golden
Delicious

Starking Delicious fajtakor:

Starking Delicious, Starkrimson Delicious, RedcHiedicious, Redspur Delicious,

Topred Delicious, Wellspur Delicious

Idared fajtacsoport:

Gala, Galaxy, Imperial Gala, Regal Prince (Gala tyjugoyal Gala
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P-loop RNSB-A- TIR
20 30 40 50 60 70 8 90 100
A LRI P O O OO O O S O O O O O O RO 7Y OO |
~~~~~~~~~~~~~~~ VSR VEN~~~~~~~PIFNR VHQIFEGK FISKYRE~~~~ESMVK~~~*GNQEECMKPA~~NI
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e Mee AN PINNK KKIVEDMKQT~~KP
~~~~~~~MTDKGLAKLQILLYEILGGEKLKVANVDKG~~~~~~~r~~nm ITLIKERLSSKRLVLDDVNDMKQLRCLAGGSDGWFGAGRYHYHNYEG
~~~~~~~~~~~~ LVAWERQRLQT AIFNR VHQGEGK FRSHYRE~~~~ESMVK~~~+[EN(EEC[MKPA~~NI
MgEFKSZIADYRD TSSKHGLVY~~~~@ KQ~~~KS
EGS{EPANIRGVCSKDG~~~~IAHEK( WENNIQI
~~~~~~~~~~~~~~~~ VWWVLEK QLWPN “FIMMARLKIILIK ECGFVSQTLF~~~~IRLAIPNP*SMVVPQFQ
e ~~GNElil TRELER AVFSK YHHENGQCHERY-SKK~~KNMVG~~~-SEEERCMKRP~~DI
e ~~~~VVLVRQRLLK PFITD ~~~FMKGLKVKVEKK*~~~~GKRN*KN~~~~CKNNFEISCKPRQ~R*
AIENK HHHSEDGAFIPNIRED ~~~KKLVH~~~~4&N RSG~~NK
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AWINE IACQLEACAZIENYKEGFMKHGE~~~~LHeTQHISSISGNKVESF
~~~~~~~ PFITK FIASSLNVT MAMLATLNIDMVWFI~~~~CKNEFLTCENKPYSR*
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AWJEK IACQ[FEACENDNYKEEFA~CGA~~~~VHEEK NEKVQSL
AVENK HHHRAGAEIONIRE-~~~KKLVD~~~~L8E: KPA~~YI
FVDL NFRRFQRS{FVENIREISEQSNG~~~LIQIRKGENHOISTGRKVKI
QNRE~~~~RKLVQ~~~-\SECREFC[KPS~~NI
AWJDE (ACREEACEIENIKVGFMKHGE~~~~Q[8 SGNKVESF
NCL** NLLSI*SW  MLS*KCQGGFHEAG*~~~~TTYADT IBYLRQQGG
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AFINR FSDFEQGK PTT~~KT
AINNO IHHL [gKFK KE~~~KY
AWDE IACR[ZEAS [SDNKVGSS
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ANCSE YHL(FSGLC KWP~~DI
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PFSAD FIKCLKVVVSFQK*~~~GKRIWLN~~~~CKSSIVIS*N*LM*R*
VVFDR IRSQEEAY FIANYREV TQKQG~~~~LVHSK (RS OMFESNVDV
QINNKLL HA~~D|gDLVIWIVVSKDHNVETVQDK~~~~IGDKIGFS~~~~~ SNSW
AIGNQ IHHMQFK ERHOYSNTANKHDLVY~~~-8KKII ED[MKK~~~EF
LVDR IFHH ZEAP(RIENYREASRADPT~~~LIRLOE THRSP THKEK~~~|
LANDK IFHH [FEVH(ZIGNIREVSKINRT~~~LIGL*KR [RIFPMIKAKIEE!
ANCSE YHL(FSGLCIERYKSKK~~KNMVV~~~-g-QlQilK WP~~DI
PFITK FILCSNSKVSEPTLAAIQVNMV*FI~~~~CKKKI EDWKN~~~ES
~~~~~~~ KVLKR~E RVKGENPIWIPFSGMREEEEQFSR~~FSFETIDHLGKTL~~DG
KWDD~D EVKKIZKPRAWITVSQSFRVEDLLKD~~~~IIHEFDAJRRPVPEGY
KWDO-~P KVMA[ZDCYAWITASQSYRVEDLLRT~~~~VIKKESRKERFPEEI
LLNN~D SVKEIFDVRAWACVSEDFDAFRVTKT~=~~L FQEHA~~~~~ KPC
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DQ923732  GMNSVEPLSLRLASIIKR~~~F FSHIVMWMMBBNLKYWLER GIELVR
DQ923744  QISSVDGGISQIKQQFRH IMBNI [BEVESTIN AIAGNRDV[EELEE
DQ923743  ETSTIARHHPGQSKPFSSVA~F R
DQ923742  ~GPSIGSTFVR~~D[ESH
DQ923741  ETSTIGSTLVR~~KHIGS
DQ923740  STPTIGSTSVR~-EfiSH WLGDHVI
DQ923738  HNTHTGSSIIR~~HHERT BcoHs-~
DQ923736  VWSIRGLRR*KEDLAA*G ' *IVTRLVQ
DQ923735  HNVHMGISKIR~=Q |CDHS~E G
DQ923734  KQKQQSDKAEHICIMSKKK~~~~~~~mnmmmmmmmmmmnnmmmo e FVLLF BIWEPIEITKLGVP I~~~ PN~ PHNK*
DQ923733  DISSVAEGISRIKDQFSH AIAGNHN
DQ923731  LTQQWGINYTK~~FHEVN lAGKE
AY378697  WDEECGIVFIK~~K RN~~~ KW IO~~~ e Z s
AY378696  NESSVVEGTKEIE AIKHE
AY378695  KISNVDEGIGLIKQEFQH AQNH
AY369235  RIVDLGKILERLNQLFSG
AY369234  HDKNSNELKAIKKHIQKRR
AY369233  DTMDEESLISTSREBQQKR
AY369232  DKSDMRLLQVDLREHVMGKR
AY369231  DVSDMNSLEIRLREQVRGKT
AY369230  DNLEMNSLEVOLR{GKR
AY369229  DNLGMNSLEVQLS[MUIGKR
AY369228  QVEEFSKMQHDLSHRGKK~~~~~~~~mmmmmmnmmnnmee e F W1 BISIWNK GDRDLNDLWL ~~~m {IKSPFGVGAEE
AY369227  ~~~GLDHVLESMSRSIKGVK
AY369226 ~~~ELDHVLQCVSKSIEGKR BNYWTPDCKKWEKLRA~~~~~~mm BFQHG~~~AH~~
AY369225  KVSSVAEGTKEIE EAIEHK
AY369224  GVSCIDEGTKEIEQ GI\ A laikPD
AY369223  KVSRVDEGTEDIK AflAIKRD
AY369222  MVSSVDQGILEIVL HD AfAIKRD
AY369221  LINSVGEGISVIKRLARR AIAGDRE
AY369220  QINSVDAGIGVIKQHIRR AIVGNRD
AY369219  KISSVDEGIGLIEDQFRH AIAGNHD
AY369218  ~~EDMGTRANLLRARIKDGK Y, P
AY369217  AMMLKASVR*KINFHIEG LEIMIELV
AY369216  EISCYDEGIVMIKQQFRH AIVGNHD
AY369215  GTLDRGYRMIL~~KEQM L @GKQHS
AY369214  WNADSGITRIS~~RIRN K BVKQKE
AY369213  WDEEWGSILIK~=KISN vlAGNQsS
AY369212  WDEERGIIFTK~~K VRAGKED
AY369211  LTQQWGINYTK-~HIWN VEVGKED
AY369210  QTVSEGIIKIE~~SAISS
AY369209  HGVSEGLIKIE~~SAISS
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FJ477238 YRR DEHlEKML~~GVDTHELPVMNR 5L ALEVVGSYLSGKSISAWKGA
FI477237  [limEslDE QXXHQV~~GVDKIHRLHEMN 2 ALEVLGSFLIKRTIAEWESQ
FJ477236 '-DER EHG~~IEM EVKPLTQD‘ 5L A KTLESFLYKRGRDEWKSA
FJ477235  [IERERINEH KQV~~EVDK PLREMKK| LEVSEKW 8 ALEVI GSFLFKRPIAEWKSQ
FI477234  [QmEODERMKQVNMKYDRPLKEMND: ISKEWV 3L ALEVL GGSMIERTPTEWKNG
FJ477233  FESFRFTSVR*KYR*VASYIKYDQKPRNS*RFQDKL*CIG*NGEGSFSRH~~~ S GRK*LCDRNIRRL*AKPQV*H*RTHTEGPRK
FJ477232  EIEMRIEDEQ KFI~~RVDKTCLAQTMNE LSWIERKSYENDEE~~~~~ ~~FLEBARKWV! LV‘LEVLGSYLSSKGKREWRSA
FI477231  [QUAMERIENKH KQV~~EVDK PLREMNK FSWIEKK S(GDEE ~~~~~~~~~mmm ~NLEVSKNVV LALEVLGSLLFKRPIKEWKSQ
FJ477230  [NIMAMERIDERMIMVKHD~IEM EVKPLTQD FCRNA§KDDELEED~~~~ ~~~~FL|SRCFI iLALETLGSFLYKRGRDEWKSA
AF516631  EYW*PQESMHN*EQQVTLLIWKS*VNNIVFQSITCIFL*SR*VQDV~~~~~~~ ~~*RYW*QKL*RNVRVCLSLSRT~~—~
AF516650  (FIIRREGEDE QENIH~~KVDKAJKAQEMTNERFEL SWHGRNPG~DKE~~~~~ ~~~-NIE MARDVV RRAGIGFRLQND~~~~~~~~~~
AF516649  GAESSSQLETNVC*KNLQLIRYIGRK*WTEKEES*VGM~LSEVVVVLVN~ ~~~||_ KEKLSITVEDCHSHLRN ~~~~~~~~~~
AF516648  EIEREMDODEKIL~~NLEAICPYQEMNNEMNIEM SWIEKKNE~SKE~~~~~~~~~~~ SRKAV
AF516647  [SIlRIzEDV~-LLSG~~ADAYRPNIFSDS FRRYNFRTNGETRD~~~~~~~~~mmm DDVSSRVI
AF516646  KILVSSENQDIFN~DIETKRNFPISVLPEQDAWTLFKDMAGRSFES ~~~~~ ~~~LRPVAQQVLRE
AF516645  [HIEEMINEREKEF~~GVDKYQAEGMGRIMIEEL SWIERSSCC~PSQ-~ ~~~-NLVEASEVWVR]C
ArFs16644  [SIRIEDV~~QLLSG~~ADAYSPKLFRYAIEFRQIGRTNGTRD~~~ ~~~~~DYILWHVL
AF516643  EV*LS*QQEMSIY*IQ*E**DIQLRK*MKRKL MSFSVGIHLQIIA~LKKN~~~ ~~~ILNCQRM*FLTVEDFHLHSRC~—~~~~~
AF516642  EVVMRIZDERIMVEHG~+IEMYJEVKPLTQDRE ~~~~FL{ASKCFISYAS WSHSSHT~~~~~~~~mrmmma~
AF516641  SIEREEDERIEKQVNMKVDRPLKEMNEEL ~ LE SKEVWICG~~~~~~~~mm~ SFTDTTHS~~~~~
AF516640  [SIaRizEDS~~QLLSL~~ADANKPKILSEPR — SSRAV LK~
AF516639 SEDS~~QLLSI~~ADVINNPKTLSDSH — D ISNRWV 1 AF
AF516638 DW~~QLLSI~~ADV NSPKVFNDARNIEEFRRYESEQS[gPK~~ -~~~ IMIIFRGVSYNMLRVSHSLLKF ~~~~~~~~~~~~~~
AF516637 NE S\EREF~~AVDKNRAKVMDQE ~ EREVVNCAEFRFALKKLWKDY ~~~~~~~mn~~
AF516636 DV~~QLLSG~~ANANSPKVFNDAR AT
AF516635 NEHIBQEF~~AVDENPVEGMEQH CREFRLALKM~~~~~~~~~~ e~
AF516634  EVELL*EHEMNVYY*MWTKY~~IRFKK*MKMKLWSSLVGLPLEIDG~LTKN
AF516633  FIRREMDE RN N~~~~VDK\PLQKMNED
AF516632  [NIRIEINEH\ENEF~~AVDVRSQGMER
AF516630 Y AGIINAHQ~~EVLSHDAETLNDDENFSLHA
AF516629 DKHIBKML~~GVDTELPTMNRER
AF516628 DK~BVLSG~~ADANSPKVLSGDR
AF516627 DKHIMEIL~~KADRICHLPAMNKER
AF516626 DEHIENPV~~RVNMEAAEKMNK
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AF516625  *NYYNNTRCAITKQS*~CNILAQVER*QGSSTRYAICLQNKQTHKRPQTS HMPCHRICSRFAT
AF516624 ESEEVCS~RMGAHKKIKVECLAWDRAWTLFQEKVGEETLYIHPD~~~~~~~~IPT
AF516623  EIIREDK~-EVLSR~~ADANSPKVLSGDE
AF516622  [RUTREMSENEHIKIL ~~DVDKICPLPAMNEKI
AF516621  KI{ANSEGYAGNTDH~~QVKEHCVETWNYVE MDHSRRLVQH
AF516620  EIEEEDEHIEKML~~GVDTYELPVMNR
AF516619  [RIMEIZEDV~~QLLSG~~ADAYSPKLFSGA!
AF516618  *DYYNK*RFAVTKHS*~CDI*SQDFE*FWSSHIFAARLQK*PTH*RL*S~~~~~~~~~~~~ LESCCRICSRSAT
AF516617 DS~~QLLSI~~ADGINPKILSDY NIEFRRYAERKNENRD~~~~~~~~~~~~ DS SRAVIFA
AF516616
AF516615 VIRIEKQNVASMMEATSHMINLAELSEQNCLSIFNHMAFSNREICEFEV~~ FGEISREIVRKCKEIHSLLKY~~~~~~~~~~~~m~mm
AF516614  KNYHHNKKRTYATRICS#DISGGRNGTRRSS*APKLACFRK*ALS*|SR~~~~~~~~~~, ARKKSC*LLWRSASRT*RY
AF516613  EIELI EEDEQENIQ-~KVDKRJKAQTMTD! IE MATDVV
AF516612  UTEEENV~~QLLRV~~ADV{RPKVLSDYE DHISRCFI
AF516611  SIREEINEHIMQEF~~AVDENPVEGMEQ LEMARKVVINC
AF516610  [SIamizWDEQEHQV~~GVDKYQLHEMNE LEASRKIVYC
AF516609 SEDS~~QLLSI~~ADVINPRTLS Y'Y YOASNRVV
DQ923745

RNBS-B RNBS- c GLPL
DQ923739  KIRENIDQQMENIH~~KVNKHJKA*ND**RSS*AP*LACLWKSLSQ~*RI “THKR CCALWRLATS~~~~~~~~~~~mmm
DQ923737  RINMIZEDEHERN~~~~VDKMPAQKLNK CIIERFSWIERK S ENEE~~~~~~~~~~~~ LEP*KKVV NMCEVELE!
DQ923732  GVESSLQLETQVCQSIMTYRYHIELKD*IMMB&YLARTHERRISLTKVF WNRPSVL*IMPKASPSPS
DQ923744  FINAEMDEHEHQV~~GVDKIRLREMKEDNIERFSWINERNSENEG~~~~~~~~~~~~ NLEESRKIVNCEVELE
DQ923743
DQ923742
DQ923741
DQ923740  QIIRAGNDKRIKRS~~-VDKYEVKGLSWEHREEFHUHEEKNNS TESC~~~~~~~~~~~~~ CARLGTVWVINACEVELA
DQ923738  HINMMSEDKG KGG~+VDEINQVKAL TNIMIEFNWISER SDQVGKD~~~~~~~~~~~~= FREBKKFVKNA(EGFTL
DQ923736  GVELL*QETNTCSRYLKWIRHVPHK**IKKKSSFVAMPLRRVFLMKN
DQ923735  FUNMSEDEHERTFG~VDINGKVKAL TDAMIGEFCRUIEKKGQVSED~~~~~~~~~~~~5
DQ923734  KIMFiRlla SEDVCG~QMDAHKKTKVECLAWDKAWNLFQEKVGRETLGIHPD~
DQ923733  [RINRIMDEHIEKQG~~KVNKNLAQELNKEMIEN SWIEENRIEKEEG
DQ923731  [INFIMIGNERIBVEHG~ITLCHNVEVLND FSLHAEKKNNGEDG~~~~~~~~~~~~~
AY378697
AY378696  KIREEDQQENIH~~KVNKAJKA*ND*RSS*AP*LACLWKSLSQ~*RI “THKR CCBLWRLATS~~~~~~~~~~mmmmme
Av378695  RIEGEEDEHERN~~~~VDK{PAQKL NK IEEFSWIERK SENEE~~~~~~~~~~~~ LEP*KKVV CEVELE!
AY369235
AY369234
AY369233
AY369232
AY369231
AY369230
AY369229
AY369228  KIEVilllED.NVAKIMGATGFHN~LECMANDDCLEIFERHAFGEVNSGKPVN~~~~~~~ NELIRTKIVEKCCEFEFTL
AY369227
AY369226
AY369225 NIK~~KVDKAJKAQEMTNERFEMFSWIEENPE-NEE IE MARDIVIYjCE 'LV‘I
AY369224 KIL~~NVDKICPLPSMSERNIEML S| H\fRKN§~HEE SRKAV
AY369223 EIL~~KADRICHLPAVNEK/JIER SR
AY369222
AY369221
AY369220
AY369219
AY369218
AY369217
AY369216
AY369215
AY369214
AY369213
AY369212
AY369211
AY369210
AY369209
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