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A MUNKA EL OZMENYEI ES CELJAI

Az alma az egyik legszélesebb kdrben termesztéingicsféle a vilhgon. 2009-ben
4,957 milli6 hektaron 6sszesen 71,7 millid tonna&l termeltek. Kina jart az élen a sajat
tobb mint 2 millio hektarjaval és tobb mint 31 ndlltonnanyi termés mennyiséggel
(FAOSTAT). Europa almatermése megkdzddig 16 millio tonna volt, 1,25 millié hektaron.
Magyarorszagon 2009-ben 36644 hektaron termedztaliteat, az 6ssztermeés pedig 575368
tonna volt. Az adatok alapjan ezzel a mennyiséggebpaban a 7. almatermeaszirszag
vagyunk, megeélzve tobbek kdzott Spanyolorszagot, Romaniat és WaszZ(FAOSTAT
2010). Hazankban csak a 6Bz termdterllete edzi meg az almaét, azonban a
termésmennyiség tekintetében, 25 ezer tonnaval lémgess|6 550 ezer tonnas 2009-es évi
hozamat. Az elmult évben, a hazankban termelt &4 ®nna gyumolcsnek @3 nélkul)
tobb mint 60%-at tette ki az alma (FAOSTAT 2010).

Foldrajzi szempontbdl legelfogadottabban Kazahs$z&mezen belil is az Alma Ata-t
(Almak atyja) jelolik meg géncentrumkeént. A korabimdalom azonban sok més régiot is
megjeldl. Vannak, akik Nyugat-Azsiat, Kozép-AzsiatKozel-keletet vagy Szibériat tartjak
az alma géncentrumanak. Az eurdpai fajtak létrép@mh elésorban a paradicsomi alma
(Malus paradisiaca), az eurdpai vadalmaJ( sylvestris), az erdélyi vadalma\. dasyphylla),

a kaukazusi almaM. orientalis) és a korai vadalmaWv. praecox) jatszhatott szerepet. Az
azsiai almafajtaknak madseik vannak (pl.M. prunifolia, M. baccata). Az almafajtakat

nagymeértélt heterozigdtasag és jeléatgenetikai variabilitas jellemzi.

Mivel az alma az egyik legfontosabb termesztetingyids, termesztésével kapcsolatos
problémainak megoldasa étsendi feladat. Kutatasaink 6f terliletei az almatermesztés
nehézségeinek ndvénynemesitési megolddsaival KHaprsak. Munkank sordn héroné f
problémakdrrel foglalkozunk, melyeket kulon-kilontatunk be.

1.) REZISZTENCIAGENEKKEL KAPCSOLT MARKEREK

A gyumolcstermesztésben, napjainkban a kuloéddrokozok és karték jelents
termésveszteséget okozhatnak. A vegyszeres noveelgwé fontos €s bizonyos esetekben
elengedhetetlen, azonban egyre inkdbb megfogalniaz@t igény, a kornyezet

vegyszerterhelésének merséklését biztosito, illavemberi egészséget nem veszélyéztet



technolégiak nagyobb aranyu bevezetése irant. Eerekbtorekvésekben kiemelt szerephez
jut a rezisztencianemesités, melynek célja a bétedmek és korokozoknak ellendlld,
rezisztens fajtak ééllitasa.

Az almanemesités fontos célkitsei kdzé tartoznak az Ontermékenyilés, az
Okotolerancia, a terfiképesség, a termésbiztonsag, a szdllithatdsagroknai®sag és a
gyumolcsmidség javitasa mellett szamos betegséggel szembenalhsag kialakitasa. Ez
utobbinak & célkitizései kozé tartozik a két legjelésebb gombabetegséggel, a
lisztharmattal Podosphaera leucotricha) és a varasodassalenturia inaequalis), valamint a
bakteridlis tizelhaldssal Hrwinia amylovora) szembeni rezisztencia kialakitasa az U
fajtdkban. Ezt a célt szolgéljak a legujabb molékisl stratégidk, mint példaul a rezisztencia

gén analog (RGA) kapcsolt markerek kifejlesztésallé@mazasa.

A kilonboz novéenyek patogénekkel szembeni rezisztencia génpegyfoku
strukturalis konzervativizmust mutatnak, ezek azNIBS (Nucleotide-Binding Site), vagy az
LRR (Leucine-Rich Repeat) szekvenciak. Az ilyerusip szekvenciakra tervezett primerek
lehethiséget adnak a rezisztencia génekhez kapcsolt nelirkerzonositasara az alma

genomban.

A fentiek és a kapcsolodo irodalmi eredmények alapicélszdmek fint a
rezisztenciagénekkel szorosan kapcsolt markerek nosftdsa €s tesztelése, a
rezisztenciagén(ek) jelenlétének, illetve hianyapaktos és megbizhaté kimutataséra, az
altalunk vizsgalt genotipusokon (gieményben).

2) MAGYAR ALMA GENBANK GENOTIPUSAINAK ES KERESKEDE LMI
FAJTAK MOLEKULARIS UJJLENYOMATA

Az almafajtak egyre ndvekvwszama (tobb mint 15 ezer fajta a vilagon) megkéivar
egyes genotipusok egyértéimes pontos azonosithatosagat és elkilodiskbget mas
klénoktal, fajtaktol, stb. Az e célra felhasznalhatarkerek két nagy csoportjat a morfologiai,
valamint a napjainkban mar egyre elterjedtebbenlalfizott molekularis markerek jelentik.
A morfolégiai markerek fenotipusosan megjélearoklods tulajdonsagok gyakran nem elég

informativak, és megbizhatéosagukat a koérnyezentiden befolyasolhatja. A molekularis



markerek nagy éhye, hogy megjelenésiiket sem kornyezeti, sem epilezs hatdsok nem
befolyasoljak, szamuk korlatlan, mivel elvileg angen valamennyi allélformaja és azok

kombinéaciéi alkalmasak az azonositasra.

A fentiek és a kapcsolodo irodalmi eredmények alapgélszémek fint olyan
modszer kidolgozasa, illetve fejlesztése, melylaiea ,molekularis ujjlenyomat” készitésére
az altalunk vizsgalt minden egyes fajtara, tovalibhasznélasaval azok szarmazasa

(pedigréje) meghatarozhato.

3.) RUGYMUTANSOK MOLEKULARIS ELKULONITESE

Uj fajtak kiindulo alapanyagai rigymutéaciok is lemek. Ezek a mutaciok olyan
fenotipusos valtozasokat eredményezhetnek, miniiengics szine vagy alakja, a fa mérete
és alakja, elagazasi hajlam, stb. A rigymutansoélaafajta kionjainak tekinthét, melyek
csak egy, vagy néhany gén mutans allél valtozatéidinbdznek az alapfajtatol, illetve

egymastol.

A fentiek és a kapcsolodd irodalmi eredmények alapgélszemek fint olyan
molekularis markerek és technikdk keresése ésetéset melyekkel sikeresen lehetne a
rigymutansok kozott meglévcsekély genetikai kilonbséget detektalni. Ennedelében
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ésRS$Simple Sequence Repeats)
markereket, valamint egy Uj S—-SAP (Sequence-Speaifiplified Polymorphism) technikat
is bevontunk vizsgélatainkba. A rugymutaciokban kyga retrotranszpozon jelenlétét
mutattédk ki. Az S-SAP megkozelitésunk lényege, haggtrotranszpozonokat hatarol6 DNS
szekvenciak kozotti polimorfizmus kimutatasa egptlehetséget ad a fajtakorok egyes

klonjainak molekularis elkulonitésére.



CELKIT UZESEK

1. A keét legjelenbsebb gombabetegséggel, a lisztharmaRadigsphaera leucotricha) és
a varasodassalVénturia inaequalis) valamint a bakteridlisiizelhalassal Erwinia
amylovora) kapcsolt rezisztencia gén analég markerek aztasasitesztelése, melyek
alkalmasak a rezisztencia gén(ek) jelenléténedtydl hianyanak kimutatasara.

2. Olyan SSR primerek keresése volt a célunk, melylidalraasak a hazai alma
génbankban fenntartott genotipusok (40 fajta, jta)fgmolekularis ujjlenyomatanak”
elkészitésére, azonositasara. A hazditgmény 37 tételének az eurdpai standard
sorozat 9 primer-parjaval és az Aaltalunk alkalmaz6t primer-parral vald
dendrogramok 6sszehasonlitasa, killonds tekintettdtonsagi fokara.

3. Olyan molekularis markerek és technikdk keresésdesstelése volt, melyekkel
sikeresen lehet a rligymutacid jelenlétét, helydeldélni a genomban, illetve a
rigymutansokat elkiloniteni egymastol.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgéalatok névényanyaga:

A Kkisérletekben vizsgalt alma fajtak, tajfajtakgyinutansok DNS izolalasdhoz a
levélmintakat a magyar alma génbankijiggményben (Ujfehértéi Gyiimolcstermesztési
Kutatdé és Szaktanidcsadd Nonprofit Kozhaszni Ki#hdftoi allomésan) gytottik. Mivel
kisérleteink haromdfteriletet érintettek, a ndvényanyag megvalasisasigén volt.

» Rezisztencia génekkel kapcsolt markerek (3 rezisziéletve 4 fogékony fajta)

« Magyar alma génbank genotipusainak és kereskeddhjtak molekularis
ujjlenyomata (40 tajfajta €s 66 kereskedelmi fajta)

* Rugymutansok molekularis elkilonitése (3 fajtakiietve 3 rigymutans csoport 26

rigymutansa)
A vizsgéalatok modszere:
DNS izolalas a névénymintakbol: A DNS izolalast 4AQEN cég DNeasy kit-jének

felhasznalasaval végeztik.

A DNS izolalast koveten az egyes megkozelitések eltértek, melyeket Kék@gyalunk:



REZISZTENCIAGENEKKEL KAPCSOLT MARKEREK

Degeneralt primerek tervezése

Az NCBI (National Center for Biotechnology Inforn@at) adatbazisbdl
Osszegyijtottik 10 kulonbd# ndvényfajbdl izolalt rezisztenciagén szekvencidit.aminosav
és nukleotid szekvenciakat a BioEdit (verzio: 7.B).5(Hall et al. 1999) szamitdogépes
programban 0sszerendeztik. Kivalasztottuk a legkwaitabb régidkat, amelyek az dsszes
novényfajon belll kis eltéréseket mutattak az asamoszekvenciaikban, és degeneralt
primereket terveztiink a nukleotid szekvenciak dlapjA tervezett oligonukleotidokat a

Csertex és a BioScience Kft. készitette el.

PCR reakci6 degeneralt primerekkel

A PCR (Polymerase Chain Reaction) reakciokat Pdekimer GeneAmp 9700
készulékekben végeztuk 2@l végtérfogatban. Egy-egy reakcidelegy a koveikez
Osszeteket tartalmazta: 40 ng templat DNS; 1 x reakcidfgruf3 ul dNTP (100mM torzs);
1,5 pl MgCh (25 mM torzs); 0,75-0,75 pl forward ill. reversenper (10 uM torzs); 1,2 unit
Tag DNS polimeraz (AgBiotech). A reakcio kortlmékya kovetkedk voltak: 2 perces
94°C-o0s ebdenaturalas utan 10 masodper®430 masodperc 8@ és 1 perc 7L |épések

kovetkeztek 35X ismételve, majd 5 perce$C=2on tortéd végs$ polimerizacidval zarult.

A fragmentumok klénozasa plazmid vektorba

A degenerdlt primerekkel végzett PCR reakcio teeimak plazmid vektorba tortén
klbnozasahoz a Promega cég PGEM T-easy vektor zeréts hasznaltuk fel. A
fragmentumok vektorba tortérligalasahoz a kovetkézkomponenseket mértik 6ssze egy
mintahoz: 2 ul PCR termék, 1 ul T-easy vector, Ppuyiffer, 1 pl T4 DNS ligaz, 1 ul ligaz
puffer. A keveréket egy €jszakan at@eon inkubaltuk.

Kompetens sejtek transzformalasa

Kompetens sejtek transzformalasahoz °con tarolt QIAGEN EZ kompetens
sejteket hasznaltuk fel: 200 pl kompetens sejth&zpl lightumot adtunk. Egy 0Orés jégen
tortérs inkubacid utan ésokkot alkalmaztunk (mésfél perc,°4), majd a mintdkhoz 800

ul SOC (Hanahan 1983) tapoldatot adtunk. Egy oOréd&C-dh torté tenyésztés utdn a



mintakat 1 percig centrifugaltuk. A sejteket 100ffiés SOC tapoldatban szuszpendaltuk,
majd szilard, ampicillint (50 pg/ml) és szelekcigmrkert (10 pl X-gal (50 mg/ml); 40

ul (0,1M IPTG) tartalmazo LB taptalajra szélesztettikéla-fehér szelekcié kihasznalasara.

A rekombinans baktériumok tesztelése — kolonia PCR

A szelektiv taptalajon kindvfehér koloniakbol steril fogpiszkaldval kivettlelgy kis
részt, és 50 pl steril vizben szuszpendaltuk aébakbsejteket. Ot percre forrasban dév
vizbe helyeztik az eppendorf csdveket, majd egygsecentrifugalast végeztik. A fellliszé
vizes fazisabdl 4 pl mennyiséget hasznaltunk tetigtdh a PCR reakcidé soran. Egy-egy
reakcioelegy a kovetkézosszetebket tartalmazta: 4 pl feliliszo; 1 x reakcid puffarul
dNTP (100mM toérzs); 1,5 pl Mgel25 mM torzs); 0,75-0,75 pl a szaporitashoz alkaiott
degeneralt primerekdb (10 uM torzs); 1,2 unit Taqg DNS polimeraz (AgBioh). A reakcio
korilmények a kovetkék voltak: 2 perces 9€-os ebciklus utdn 10 masodperc @, 30
masodperc 6L és 1 perc 7L lépések kovetkeztek 35X ismételve, majd 5 per@@€-on

tortérd utdé polimerizacioval zarult.

Plazmid izolalas

A Kkol6nia PCR-rel pozitivnak bizonyul6 mintakbdélapmidot a BioRad cég Plasmid
Miniprep kit-jének felhasznalasaval izolaltuk. Anpos DNS koncentraciot NanoDrop ND-
1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg, és a sxreftashoz 100 ng/ul koncentraciot
allitottunk be, melybl 5 pl (500 ng) kertlt felvitelre a kapillaris gédtroforézis

készulékben.

Szekvenalas és a szekvenciék kiértékelése

A szekvenalasi reakcidkat az MBK (Migyazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont)
szekvenalé laborja végezte, ABI Prism 310 (Appli®&iosystems) készllékkel, a
felszaporitdshoz hasznalt degeneralt primerek detdasaval. A kromatogramokat a
Chromas (verzid: 2.31) szamitégépes programmakedttk, eltavolitottuk a szekvenciak
elejell és végéisl a plazmid régiokat. A kapott nyers szekvenciakBRRAST (Basic Local
Alignment Search Tool) analizist végeztiink az NG8hlapjan rendelkezésre allé programot

alkalmazva.



SCAR markerek tervezése és tesztelésuk

A kapott fragmentumok egyedi felszaporitasara SC@Eequence Characterised
Amplified Region) markereket a Primer 3 programcagnsegitségével terveztink. A
primerek szintézisét kouegen PCR reakciot inditottunk a SCAR primerekkel. £RP

reakciok csak a felhasznalt primerekben tértekkarabban mar ismertetett kolonia PGIR-t

MAGYAR ALMA GENBANK GENOTIPUSAINAK ES KERESKEDELMI  FAJTAK
MOLEKULARIS UJILENYOMATA

Mikroszatellit analizis:

A PCR reakciokat Perkin-ElImer GeneAmp 9700 késaMbkn végeztik 2Qul
végtérfogatban. Egy-egy reakcidelegy a koveatkégszetedket tartalmazta: 40 ng templat
DNS; 1 x reakcio puffer; 3 ul dNTP (100mM torzs)s ul MgCh (25 mM térzs); 0,75-0,75
pl forward ill. reverse SSR primer (10 puM térzs) nit Red-Tag DNS polimeraz (Sigma).
A reakcid korilmények a kovetkéz voltak: 2 perces 9€-o0s ebciklus utan 10 masodperc
94°C, 30 masodperc BT és 1 perc 7L lépések kovetkeztek 35X ismételve, majd 5 perces
72°C-on tortéi utd polimerizaciéval zarult. A mikroszatellit elegst Galliet al. (2005) és

Garkava-Gustavssaat al. (2008) alapjan végeztuk.

A vizsgalathoz hasznalt mikroszatellit markerek:

A mikroszatellit elemzés soran alkalmazott fluosrsen jeldlt primerek a kdvetkidz
voltak: CH03g07, CH04g10, CH04e03, CH05c02, CHO5d1H105e03, CH01d03, CH01h02,
CHO02c06, CH02c09, CH02¢11, CH02d08, CH04c06, CHBAEDL (Liebharcet al. 2002).

ALF-Automata Lézer Fluorométer elemzések:

A PCR termékeket 5%-0s denaturald poliakrilamidegéReprogel, GE Healthcare
Biosciences, AP Hungary Kft., Budapest) valasziowii Az alléméreteket ALFexpress Il
DNS analizatorral (Amersham Biosciences, AP Hungdfty, Budapest) hataroztuk meg

ALFexpress" sizer molekulatdmeg standard alkalmazasaval.



Allélméret adatok kiértékelése:

A klaszter analizishez minden detektalhaté allénjgtét (1), illetve hianyat (0)
binarisan kodoltuk az 6sszes fajta esetében. Ez46gx 71-es, és egy 37 X 87-es binaris
matrixot eredményezett tajfajtak esetében.

A kereskedelmi fajtakkal torténtdsszehasonlitaskor 105 X 78-as binaris matrixot
alkalmaztunk az azonossagok felderitéséhez, miveldsszes korabban kereskedelmi
fajtdkban leirt allél (Galliet al. 2005) megtalalhat6 volt a tajfajtdkban, valamirtagiajtak
szamos egyeb allél hordozoi is voltak. A két alkatwit marker sorozat egyidej
vizsgalatakor 37 X 158-as, valamint a rigymutangbkiasznalt 8-as SSR sorozat esetén, 27
X 107-es binaris matrixot alkalmaztunk. A dendrogok elkészitéséhez az SPSS 16.0
szamitégépes programcsomagot (SPSS Inc., USA)nadkzallk, az UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Means) moddszéd, a Jaccard indexet hasznalva
(Jaccard 1908).

A vizsgalt mikroszatellit allélok gyakorisaga alapjmeghataroztuk az egyes allélok, PIC
ertékét (Polymorphism Information Content — heteyozitas index) az alabbi formula
segitségével: PIC=1pi% ahol ‘pi’ az i-edik allél gyakorisagat jeloli (Aersoret al. 1993).

A fajtak azonositdshoz minimalisan szikséges mekkeizamanak és kombinacidjanak
meghatarozasahoz, dsszesen 40 kuléhkdjfajta (N=40) genetikai ujjlenyomatat készit&ttl
el. A megegyedségi valdsitiséget (Pl — Probability of Identity), a megfigy8IER primerek

esetében, két taldlomra valasztott almafajtarasi€est al. (1999) képlete alapjan szamoltuk:
j

Pl = |_| C,
j:

RUGYMUTANSOK MOLEKULARIS ELKULONITESE:

Mikroszatellit elemzés:
Az elemzéshez az Eurdpai standard sorozat 9 SSRemaralkalmaztuk. A PCR
reakcio és az allémintazatok kiértékelése a ,Maggbmna génbank genotipusainak és

kereskedelmi fajtdk molekularis ujjlenyomata” cilatbismertetettekkel megegyeznek.



AFLP technika:

Az AFLP technika egy bazisparnyi kulonbség detéldd is lehévé teszi. A
felbontas novelése érdekében hasitdé enzimeket teagapEcoRI 33, EcoRl 36, EcoRI 37,
EcoRI 44, Msel 48, Msel 55, Msel 60, Msel 61) hasznaltunk. A detektalast poliakrilamid

gélen vegeztik.

S-SAP technika:

Osszesen harom ‘Ret-LTR’ primert terveztink (ReRUT 5 — AAA TGG AGT
GAC AGA CGG GT — 3, Ret-LTR2: 5" — GGA GGG TTT TGB&GG ATG TG — 3, Ret-
LTR3: 5 — CCT TCG GGA TGG GGT GTG TC - 3’) az alba napjainkig azonositott
retrotranszpozonok (génbanki szamaik: AJ291492, 8280, AM167520) LTR (Long
Terminal Repeat) régioira. A primerek Cy-5 jelolkaptak, és ezeket alkalmaztuk az S-SAP
vizsgalatainkban egy AFLP primerrel kombinaciobae elsy PCR reakcid termékét
hasznaltuk a szelektiv amplifikacidhoz, amihez kovacidban egy jelolt Ret-LTR primert és
egy adapter specifikus primert alkalmaztunk, metgbbi, harom 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 — 3'gyaEco-33: 5’ — ~AAG — 3’ vagy Eco-
36: 5'—~ACC - 3’ vagy Eco-37: 5 — ~ACG — 3’ vagygo-44: 5’ — ~ATC - 3).



EREDMENYEK

REZISZTENCIAGENEKKEL KAPCSOLT MARKEREK

Az alkalmazott molekularis megkézelités: NCBI adaib bioinformatikai elemzése,
degeneralt primerek tervezése és PCR reakcio dedemeimerekkel. A fragmentumok
klbnozasa plazmid vektorba, kompetens sejtek tfanmsalasa. A rekombinans baktériumok
tesztelése kolonia PCR-rel. Plazmid izolalas, szellas és a szekvenciak kiértékelése és

SCAR markerek tervezése, tesztelése.

vagy legalabbis nagyfoki homolégiat mutatnak. AzBN@énbankban szergpkilonb6d
novényi rezisztencia gének szekvencidiban ezérzewalt régiokat kerestiink, melyekre
degeneralt primereket terveztiink. Bioedit szoftvalkalmazasaval 6Osszerendeztik a

kulonbo® novényfajokban meglévkonzervalt régiokat.

Ezekkel, a primerekkel, mind a TIR-NBS-LRR, mindCL-NBS-LRR tipusu
rezisztenciagénekb fragmentumokat lehet felszaporitani. A primerekvezéseét kévéen
PCR reakcidkat inditottunk rezisztens, illetve fogdy genotipusokbdl izolalt DNS-t
alkalmazva templatként. Mivel kdzismert, hogy a édyi genomban akar tdbb szaz ilyen
tipusu szekvencia is létezhet, arra szamitottuoly resetleg sikertl olyan fragmentumokat
kapnunk, amelyek csak a rezisztens genotipusbamnek meg. Sajnos azonban ezt a
meéretbeli kulonbséget nem sikerdlt kimutatnunk. YWakopiaszamu, azonos méiet
fragmentumokat kaptunk a betegségekre leginkabisztens és fogékony genotipusokban

egyarant.

Ezt koveten a TIR1-F és P-loop—R degeneralt primerekketdelsritott alma DNS
fragmentumokat pGEM T-easy vektorba klonoztuk.galashoz kézvetlenll a PCR termeéket
hasznaltuk abbdl a célbdl, hogy lebley az O6sszes azonos méretle szekvencialis
kulénbségeket, hordoz6 fragmentumot sikeriljon &fgmunk. A szelektiv taptalajon kindv
fehér kolonidkbol, minden egyes fajta esetében, ,Arasterplate”-et készitettiink, amely

segitségével minden kolonianak kilon szamot adtunk.



Néhany kol6nia a kezdeti fehérseg ellenéressbekékilt az X—gal-t, IPTG—t és
ampicillint tartalmazo taptalajon, ezekkel a ddsiekben nem foglalkoztunk. Néhany nap
utdn is fehéren maradt mintakbdl kolonia PCR-t tmttlink ugyanazokkal a degeneralt
primerekkel (TIR1-F és P—-loop—-R), melyekkel a fragimmok felszaporitasat is végeztik.

Ezzel a megkozelitéssel, mar az egyedi klonozetwenciakat tudtuk felszaporitani.

A kol6nia PCR-rel pozitivnak bizonyul6 12 koléniddolyékony LB tenyészetet
inditottunk, majd nagy tisztasagu plazmid DNS—{aktank. A fragmentumok szekvenalasa
az SP6 és T7 univerzalis primerekkel tortént. Aleotid szekvenciakat Bioedit szoftverrel
aminosav szekvenciava konvertaltuk, s aminosavtazinizsgaltuk az egyégzégeket, mas
RGA jelbltekkel. Az NCBI honlapjan lév BLAST alkalmazassal olyan fehérjékhez
hasonlitottuk aminosav szekvenciainkat, melyekételezheten vagy mar bizonyitottan,

kulonbo® rezisztenciakban fontos szerepet bétéitekvenciak, szakaszok.

Az értékelés soran kidertlt, hogy RGA jeldltjeinkozkil 5 (NCBI azonosito:
EF455013-EF455017) nem tartalmaz olyan szekvenotévomokat, melyek eddigi publikalt
adatok szerint a rezisztencia kialakulasaértstt. Ezek a motivumok minden rezisztencia
gén, RGA jeldlt esetében szerepelnek. Tovabbi 9 R&E#t esetében azonban bizonyitottuk,
hogy a rezisztencidért fetel motivumok (P-loop, RNSB-A, Kindz-2, RNSB-B, RN&B-
GLPL) szekvenciai jelen vannak, és aminosav szimegyfoki homoldgiat mutatnak

korabban lek6zolt RGA szekvenciakkal.

Annak érdekében, hogy azonositani tudjuk a mankkkel megjeldlt
rezisztenciagéneket, azokat SCAR markerekké kodiigkt A 9 SCAR marker
alkalmazasakor azonban — egy genotipus kivételawehden fajtadban (rezisztens, fogékony,
alany) azonos mérefragmentum szaporodott fel. Mivel a névényi gerakar tobb szaz, az
altalunk tesztelt konzervalt régiokkal rendelkezekvenciat tartalmazhat, elképzetheogy
egy altalanos névényi rezisztenciaert fétefragmentumot sikertlt izolalnunk, ami minden

almafajtaban megtalalhato.

Kizarblag az Arga-4-es primer alkalmazasa esetgtuk& egy fragmentum hianyaban
kuldnbséget. A 'Remo’ fajta esetében egy fragmensem szaporodott fel. Mivel a tdbbi
rezisztens fajtaban ez a marker minden esetberafaisitott fragmentumot, az eredméélyb

arra is kovetkeztettiink, hogy a ‘Remo’ fajtaban rampr kapcsolédasi helyén mutacio



kovetkezhetett be, ami megakadalyozta azt, hogyrga-4 SCAR marker fragmentumot
szaporitson fel. A tovabbi vizsgélatokat éppentemélokoltnak tartjuk.

MAGYAR ALMA GENBANK GENOTIPUSAINAK ES KERESKEDELMI  FAJTAK
MOLEKULARIS UJJILENYOMATA

Az alkalmazott molekularis megkozelité&3SR primerek kivalasztdsa és PCR reakcid
inditdsa, allélméretek meghatarozasa poliakrilangiélen, statisztikai értékelések és

dendrogramok készitése.

Az alma génbank tételek vizsgalata soran 6 SSRepparral sikerlilt megbizhat6 és
ismételhed mikroszatellit alléleket felszaporitanunk a viasgéd genotipus (fajta, tajfajta,
klon) esetében. Az eli@r allélmintazatok alkalmasnak bizonyultak a fajtak
megkllonboztetésére. Osszesen 71 polimorf allédtktidtunk (atlag 11,8 allél / 16kusz), és a
markerek &tlagos PIC értéke is igen nagynak (O&)nyult. Az ismételt PCR reakcidk és
futtatasok allélméretei minden esetben megegyeBniket az értékeket korabbi SSR marker
vizsgalatok eredményeivel (Gaki al. 2005) is Osszevetettiik, s megallapitottuk, hogy a
kereskedelmi fajtdk atlagos PIC értékei nem voltalgyobbak, mint a vizsgalt fajtaink

esetében kapott eredmények.

Annak a valésziisége, hogy két véletlensien kivalasztott fajta allélmintdzata mind
a 6 l6kusz esetében megegyezzen (PI: Probabilitgenftity) 2,53 x 1§ —nek adédott, ami
1:39525 aranynak felel meg. Végeredményben a midleku ujjlenyomat rendkivil

megbizhaté azonositast tesz |ékiét

Az alma geénbank tételek vizsgalati eredményeit éisazonlitottuk 66 kereskedelmi
fajtan kapott molekularis adatokkal (Gadtial. 2005). A kereskedelmi fajtak esetében a PIC
értékek igen magasak voltak, kilénésen a CHO4e®®)5311 markerek alkalmazasakor,
azonban a PIC értékek alapjan a t4jfajtak jobbkill@hithetek egymastél (atlagos PIC: 0,8),
mint a kereskedelmi fajtak (atlagos PIC: 0,72). @sszehasonlitasbél az is kiderilt, hogy
szamos tajfajta nagyobb hasonlosagot mutat a Jtzsgaeskedelmi fajtdkkal. A PIC
eredmények 6sszehasonlitasabodl az imiit hogy a kereskedelmi fajtdisei — feltehdten —
egy sokkal sikebb nemesitett névényanyagbdl keriltek ki, hisadagos PIC értékeik

kisebb értéket mutattak.



Kovetked lépésben az ,Eurdpai Alma Munkacsoport” altal g#dott marker
sorozatot teszteltik tajfajtdinkon. SSR primer géegitségével 6sszesen 84 polimorf allélt
sikerllt felszaporitanunk 37 tajfajta esetében.egkevesebb allél (4) a CH04c06, mig a
legtbbb (15) a CH02c06 I6kuszban amplifikalodottpAmerenkénti atlagos allélszam 10,5
volt. Két marker, a CHO01h02 és a CH0406 két lokamsak bizonyult, tehat tdbb helyen
szaporodott fel értékelhenlléiméret. EIkulonitési szempontbdl mindkét esethz L1-es (1-

es lokusz) rontotta le az atlagos PIC értekeket.

T4jfajtak esetében elvégzett kisérleteinkhez alkabtt CHO5d11 (0,86) és CH05e03
(0,84) markerek, az eurépai munkacsoport altallimliaott primerek értékeihez képest is
magas PIC értéinek bizonyultak. Véleménylnk szerint érdemes van&bb lokuszos
markereket (CHO1h02, CHO04c06) a kisérleteinkbemaladasabbnak bizonyuld6 CH05d11 és
CHO05e03 markerekkel kicserélni a standard soromatbaly ndvelné a sorozat alkalmassagat
(0,78-r6l 0,84-re valtoztatna az atlagos PIC éttédjajtak esetében).

A két marker sorozat dendrogramjanak tsszevetdse sa 'Ujvariészi alma’ és a

'Nyari fontos alma’ nagyfoku hasonlésagot mutatétttébbi fajta esetében, azonban igen
jelents eltéréseket tapasztaltunk. A két kiloénb@&orozattal végzett elemzés eredményei
nem atfedk, az eredmények kdzo6tt csak a kiemetieednagy homoldgia esetében sikerilt az
azonossagot detektalnunk. A két sorozat @lB¥edményei miatt a technika nem tekinshet
alkalmas maodszernek a fajtak kdzotti rokoni kapated megallitasara, azonban, mint ahogy
az eredmények is mutatjak, a fajtak azonositasamrlkéilonitésére kifejezetten alkalmas az
SSR technika.

A Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazis (Hungariarpple Microsatellite Database)
létrehozasaban é$vitéseben tevékenyen részt vettiink. A mért ada@katredmeényeket az
adatbazisban is féhtettik. Mivel nyilt adatbazisrél van sz0, az aéthtiz barki hozzaférhet.
Nemesibk, minésits és almafajtak szaporitasaval foglalkozo intézeimara hasznos lehet
az almafajtdk pontos beazonosithatésaga vegettyahalk elvégzett munkajukat konnyebbé
és elledrizhetbbbé tehetjuk, hiszen a felhaszndlandd fajtéak, jtaabeazonosithatok a

marker sorozattal.



RUGYMUTANSOK MOLEKULARIS ELKULONITESE

Az alkalmazott molekularis megkozelit&SR, AFLP és S-SAP technikak.

A fajtak ujjlenyomat vizsgalatainak eredményei hbigibottak a kulonbék alma
genotipusok megbizhatdé elkllonitbetgét mikroszatellit markerekkel. Erre az
eredmeényunkre alapozva megprébéltuk a rigymutasskaolekularisan elkiloniteni, a mar
ismertetett SSR markerekkel. Miutan a 6 tagl SSKenaorozat alkalmatlannak bizonyult
erre a célra (Gallet al. 2005), az 0j eurdpai SSR sorozat (9 SSR mark&glmhzasaval
prébalkoztunk. Azonban a rigymutans csoportokofilb®eég egy bazisparnyi kilénbséget

sem sikerilt detektalni a nagyfelbontasu ALF explekészilékkel sem.

Ezt koveben probalkoztunk az AFLP technikaval, ami akar eggzisparnyi
kulonbség kimutatasat is lelieé teszi. KulonbdE hasitd enzimeket (adapterdkcoRl 33,
EcoRl 36, EcoRI 37, EcoRI 44, Msel 48, Msel 55, Msel 60, Msel 61) hasznaltunk a felbontas
novelése érdekében. Némely esetben olyan fragmektuns megjelentek egyes
rigymutansok esetében, melyek a tobbi rigymutanstamyoztak. Azonban a polimorf
AFLP fragmentumokbdl atkonvertalt SCAR markerek némonyultak alkalmasnak a
rigymutansok elkilonitésére, a velik kimutathatdomdiségek egyedieknek, és nem
genotipus-specifikusnak bizonyultak. Ezaltal viszzoem a riigymutansok, hanem az egyedi
kulonbségek mutathatéak ki, mely nem szerepelaicdjk6zott. Végeredmeényben az AFLP

technika alkalmazasaval sem tudtunk a riigymutakénétt polimorfizmust detektalni.

Miutan sem az SSR, sem az AFLP technikaval semigileredményt elérnink, az S-
SAP technikaval probalkoztunk. Az S-SAP modszeejlabztésével lehété valt, hogy a
retrotranszpozonok genomon belili — maguknak a é&djellegekkel bird rigymutansoknak
a kialakuldsahoz vezet athelyeédeéseilél szarmazo polimorfizmusokat lehessen detektalni.
Ez a technologia kombinalja az AFLP technika fetiboképességét egy kivalasztott primer
szekvencia specificitasaval (ebben az esetben LZBkvenciak a célzott elemek a
genomban).

Osszesen 24 primer kombinacio (3 Ret-LTR 8 adagpecifikus primer) termékét
elemeztik és értékeltik a rugymutansok elkulonitésean. A kulonbd& primer
kombinaciokkal végzett reakciok 11-71 fragmentuisedporitottak fel, ami azt jelzi, hogy a

vizsgalt retrotranszpozonok szama az alma genomjéieglehdisen nagy. Osszesen 4368



fragmentumot sikerllt felszaporitanunk. Az Ret-LTRECoRI-33 primer kombinacio adta a
legmagasabb, Ret-LTR2 + Msel-55 primer kombind@dig a legalacsonyabb fragmentum
szamot mind a 6 rigymutans csoport esetében. Msaddtsgyetlen egy kombinaciéval (Eco-
33 és Ret-LTR1) sikertlt polimorfizmust detektalkumellyel a 'Jonathan’ alapfajta valt
megkulonboztethévé a rigymutansaitdl. Az 6sszes tobbi esetben atigersok egymastol

elkulonithetetlenek maradtak, még egyedi sizpalimorfizmust sem tudtunk kimutatni.

A vizsgalt rigymutans csoportok esetében a 'Jonatlagtakdron kival nem sikerilt
eltérést detektalnunk 3 molekularis technika alledésaval sem. A ’'Jonathan’ fajtakoron
belll is csak az alapfajtat sikerult elkuloniteniaksoport tobbi rigymutéansatol, egy plusz
fragmentum szaporodott fel az alapfajtaban, meBnyuott az dsszes rigymutansban. A

jovében célszdémek latszik a fragmentumot SCAR markerré konvertaln

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

REZISZTENCIAGENEKKEL KAPCSOLT MARKEREK

* 14 RGA jeldlt fragmentumot klonoztunk sikerrel @dtdttiink fel az NCBI adatbazisba,
melybsl 9 szekvenaldsaval bizonyitottuk, hogy azok asmencia génekben ismert
konzervativ régiokkal homoldg, vagy részben homalbekvenciakat tartalmaznak. Bbb
arra kovetkeztettiink, hogy az altalunk klonozottvisgalt RGA jeldlteknek szerepik
lehet a rezisztencia kialakitdsaban.

* A 9 RGA-ra tervezett SCAR marker tesztelésekor 8ABGnarker egymastél ugyan
kilénb6d, de mind a fogékony, mind a rezisztens fajtakb@aonas fragmentumot
szaporitott fel. Ebl arra kovetkeztettiink, hogy az altalunk izolalt \@ssgalt RGA
jeloltekre tervezett SCAR markerek valostéy olyan, a fetizést kovei ndvenyi valasz
reakcioban részt vévgéen(ek) specifikus fragmentumait szaporitottak fetlyek mind a
rezisztens, mind a fogékony fajtdkban megtalaldhatoa

 Egy esetben (Arga-4-es primer) a rezisztens 'Refapaban viszont egyaltalan nem
kaptunk fragmentumot. Mivel a tobbi rezisztens&b@n ez a marker minden esetben
felszaporitott fragmentumot, az eredméfiylarra kovetkeztettiink, hogy a ‘Remo’
fajtdban a primer kapcsolddasi helyén mutacidé Kdaaetett be, ami megakadalyozta

azt, hogy az Arga-4 SCAR marker fragmentumot szggmor fel.



MAGYAR ALMA GENBANK GENOTIPUSAINAK ES KERESKEDELMI  FAJTAK
MOLEKULARIS UJILENYOMATA

Elsoként hataroztuk meg az Gjfehértdi magyar alma gékiten fenntartott 40 genotipus
(fajta, t4jfajta, klon) molekularis ujjlenyomatatrbikroszatellit I6kuszban. Az altalunk
alkalmazott 6 primer-parral az 6sszes vizsgalt ipas egymastol megkulonboztethet
Elsoként hataroztuk meg az Eurdpai Standard SSR prikn@aenikroszatellit marker)
felhasznalasaval az Gjfehértoi magyar alma génkankdzott 37 genotipus (fajta, tajfajta,
klon) ujjlenyomatat. Eredményeink bizonyitottak,glgoa primerek alkalmazhatdéak a
magyar alma génbank gjjemény egyes tételeinek molekularis jellemzésére.

A sajat 6 SSR markerrel és az Eurdpai 8 SSR stdnaarkerrel kapott eredmények
0sszehasonlitdsa alapjan javaslatot tettiink az pBurBtandard sorozatban két, tdbb
I6kuszos marker (CHO1h02 és CHO04c06) cseréjérdtalurdk alkalmazott 6 primer-péar
kozul a CHO5d11 és CHO05e03 markerekkel. Ezek fetieasaval a PIC értékek tovabb
javithatoak (0,78->0,84).

A magyar alma génbank gjgemény 37 genotipusanak (fajtak, tajfajtak) kebkhboz
primer sorozattal (6 €s 9 tagu) valdé elemzésévpbitadendrogramokkal bizonyitottuk,
hogy az SSR moddszer valéban alkalmas a fajtdk nh@gdztetésére, azonban
alkalmatlan a fajtak genetikai tavolsaganak (roléagimfokanak) meghatarozasara.

Részt vettiink &agyar Alma Mikroszatellit AdatbazigHungarian Apple Microsatellite

Database) honlap létrehozasaband@stésében.

RUGYMUTANSOK MOLEKULARIS ELKULONITESE

Az altalunk hasznalt molekularis technikakkal (SS®ELP) nem sikerllt molekularis
eltérést talalnunk a 3 rigymutans fajtakor és Jmigans csoport fajtai kozott. Melkb
arra kovetkeztettiink, hogy a genom nem kdodol6 tészégalé mddszerek alkalmatlanok
a rigymuténsok kozotti molekularis kilonbségek katasara.

Egyre tobb kisérleti eredmény utal arra, hogy aymigansok megjelenésének
molekularis hatterében retrotranszpozonok tétetékhefel. A retrotranszpozon
szekvencia specifikus megkozelités (S-SAP mdodstkea)mazasaval sikerilt a 'Jonathan’
alapfajtat a tébbi 'Jonathan’ rigymutanstol elkiténi.
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