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Bevezetés

A kutatds témdja — amint az a palyazat cimébdl is kitlinik — két {0 teriiletre oszthato.
Elséként a Magyarorszdgon megtaldlhaté kereskedelmi- €s tdjfajtdk molekuldris elkiilonitését
tiztik ki célul. Olyan ,molekuldris ujjlenyomatot” terveztiink minden egyes fajtira
kidolgozni, mellyel egyértelmiien — gyorsan és viszonylag olcsén — elkiilonithetové valik az
Osszes tobbi fajtatdl. Ezzel nemcsak az egyes alma genotipusok — vegetdcids periddustol
fiiggetlen — elkiilonitése €és azonositdsa valik egyszeriibbé és megbizhatébba, hanem az igen
hosszadalmas nemesitési munkat is felgyorsithatjuk. Lehetdvé valik a hibridviszonyok
egyszerii nyomonkdovetése, ismeretlen esetekben akar a sziiléi partnerek azonositdsa is. Az
egyes genotipusok molekuldris elkiilonitése nagymértékben megkonnyiti és gyorsitja a
keresztezéses nemesitést, mivel az utdédpopuldcié mar néhany leveles allapotban vizsgédlhaté
és szelektdlhat6. A felnevelésbdl mdr ilyen korai édllapotban kizdrhatok azok az egyedek,
amelyek esetleg idegen vagy Onbeporzasbol szarmaznak, illetve nem hordozzdk a kivant
rezisztencia gén(eke)t stb. A tartds rezisztencia kialakitdsa, az egyes rezisztencia gének
piramidalasa, a f6 géneken kiviil kisebb hatdsu gének bevitele a legértékesebb genotipusokba
megbizhaté molekuldris markerek nélkiill nem megvaldsithat6. Ezenkiviil a jovOben a fajtdk
védelmében is egyre fontosabb szerep harul ezekre a markerekre.

A kutatds mdsik felében olyan molekuldris markereket terveztiink azonositani, melyek
a kiillonbozd betegségek iranti ellendllésagot/toleranciat biztosité d.n. rezisztencia génekkel
szoros kapcsolatban dllnak. A rezisztencia génekhez szorosan kapcsolt molekularis markerek
segitségével ugyanis korai szelekci6 végezhetd a keresztezési populdcidban a rezisztencia gén
jelenlétére, mellyel a nemesitési id0 jelentds mértékben csokkenthetd. Ez kiilondsen fontos,
mivel a betegség fogékonysdgra illetve tolerancidra/rezisztencidra irdnyulé fenotipusos
kiértékelés meglehetdsen nehezen kivitelezhetd. Ilyen rezisztenciagén analég markerek
azonositdsa és térképezése nagy valOszinliséggel felhaszndlhaté a markerre alapozott
szelekcion kivil a mar kordbban azonositott rezisztencia gének megtaldlasidhoz,
szekvendlasahoz €s klonozasdhoz, valamint j, eddig ismeretlen rezisztencia gének és QTL-ek
felfedezéséhez is. Ez utébbi azonban — fdleg id6 hidnya miatt — csak tdvolabbi célkitlizéseink
kozott szerepel.

A kutatas soran elért eredmények

Almafajtdk molekuldris elkiilonitése

A kiilonboz6 almafajtdk ,,molekuldris ujjlenyomatdnak™ el6allitdsara a legmegfelelobb
genetikai elemeknek a mikroszatellitek tekinthetok, vagy mds néven egyszeri tandem
elrendez6désli szekvencia ismétlddések (Simple Sequence Repeats: SSR). Az ismétlddo
elemek szdma minden novényfaj genotipusai kozott — igy almdban is — nagymértéki
variabilitast mutat (Gouldo & Oliveira 2001, Hokanson et al. 2001, Liebhard et al. 2002,
Laurens er al. 2004), multiallélikus, kodominans marker. Osszesen 106 almafajtanak (66
kereskedelmi és 40 tdjfajta) mikroszatellit mintdzatat hataroztuk meg egy bazisparnyi
pontossaggal hat 16kuszon (CH03g07, CH04e03, CHO4g10, CH05c02, CHO5d11, CHO05e03).
Ehhez a tavasszal gyiijtott fiatal levelekbdl nagy tisztasagu DNS-t izoldltunk DNeasy® Plant
Mini Kittel (Qiagen), majd ezeket templatként alkalmazva PCR reakcidkat inditottunk Cy-5
fluoreszcens festékkel jelolt SSR primereket alkalmazva. A termékeket eldzetesen 1,2%-o0s
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agar6z gélen valasztottuk el, majd a sziikséges mértékben higitottuk dket (akar 30 szorosra!l).
Az amplifikdlt allélek pontos méretét ALFexpress-II DNS analizdtor (Amersham
BioSciences) késziilékben hatdroztuk meg. Minden PCR reakciét és allélméret meghatarozast
(a DNS izolalastol kezdve!) legalabb egyszer megismételtiink.

Mind a hat primer-pérral sikeriilt megbizhaté és ismételhetd mikroszatellit alléleket
felszaporitanunk az Osszes fajta esetében; a kapott nagyfokd polimorfizmus alapjan
alkalmasnak bizonyultak a fajtak megkiilonboztetésére. Osszesen 82 polimorf allélt
detektaltunk (4tlag 13,7 allél / 16kusz) és a markerek atlagos heterozigozitdsa is igen
magasnak (0,8) bizonyult. Az ismételt PCR reakcidk és futtatdsok allélméretei minden
esetben megegyeztek.

Annak a valoszinlisége, hogy két véletlenszerlien kivdlasztott tdjfajta allélmintazata
mind a 6 16kusz esetében megegyezzen (PI: Probability of Identity) 2,53 x 10” —nek adédott,
ami 1 : 39.525 ardnynak felel meg, ami a genotipusok szamit figyelembe véve szinte
lehetetlennek mondhat6. Ez az érték a kereskedelmi fajtak esetében — annak ellenére, hogy
ebben az esetben 40 %-kal tobb genotipus szerepelt — 1,79 x 10™*- nak adédott (1 : 5586). Ez
is bizonyitja, hogy a mikroszatellit markerek milyen nagyszeriien felhaszndlhaték almafajtak
elkiilonitéséhez, valamint azt is, hogy milyen hatalmas genetikai variabilitas van a tdjfajtdkon
beliil. Remélhetbleg a jovoben sikeriil minél jobban kiakndznunk a tdjfajtdk kindlta genetikai
sokféleséget az almafajtainak eldéllitdsa sordn. Az almanemesités legfontosabb célkitlizése
ugyanis a fogyasztdi igények kielégitése (foleg tetszetds €s piacos fajtdk eldallitdsa) mellett a
gombabetegségeknek (lisztharmat, varasodds) és bakteridlis betegségeknek (tlizelhalas)
ellendllé/rezisztens fajtdk eldallitdsa. Az ehhez sziikséges genetikai hétteret az alma
vadfajaibdl €s tdjfajtaibol lehet megszerezni. A vadfajokkal torténd keresztezés és szelekcid
azonban nagyon idoigényes folyamat, mivel a kedvezotlen jellegek eltavolitdsa miatt sokszori
visszakeresztezésre van sziikség. A tdjfajtdk némelyikének kivalo a gyiimolcsmindsége és
betegség ellendllosdga. Alkalmazkodtak az adott tdjegység sajatossdgaihoz, talaj- és
klimatikus viszonyaihoz. Nemesitési alapanyagként torténd felhaszndldsuk a jovoben egyre
inkabb elotérbe keriilhet, ezért is tartottuk fontosnak ilyen nagyszdmu tdjfajta bevondsat a
vizsgdlatainkba.

Az almafajtdk elkiilonitésének tovabbi részletezésére nem térek ki, mivel ezekbdl az

eredményekbdl mar megjelentek a publikéciok:
- Wichmann B., Galli Z., Molnar S., Galbacs Z., Kiss E., Szab6 T., Heszky L. (2007) Molecular identification of old
Hungarian apple varieties. Int. J. Hort. Sci. 13 (3): 37-43.
- Galli Z., Halasz G., Kiss E., Dobranszki J., Heszky L.E. (2005) Molecular Identification of Commercial Apple
Cultivars with Microsatellite Markers. HortScience 40 (7):1974-1977.

A publikdciokra alapozva létrehoztuk a Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazist
(MAMA), melyet a Szent Istvdn Egyetem honlapjarol a kdvetkez0 linken lehet elérni:
http://www.mkk.szie.hu/dep/gent/genetika.htm Itt bemutatdsra keriil az Osszes vizsgalt
almafajta allélosszetétele minden mikroszatellit markerrel, fajtdk szerinti és markerek szerinti
keresési lehetdséggel, angol és magyar nyelven. A honlapon az OTKA tdmogatasat is
feltiintettiik.

A kiilonb6zd alma genotipusok tehat mikroszatellit markerekkel elkiilonithetOknek
bizonyultak egymastdl, azonban a fajtdn beliili riigymutinsok ezzel a technikdval is
megkiilonboztethetetlenek maradtak. fgy nem sikeriilt elkiiloniteni az Elstar, Gala, Golden
Delicious, Idared, Jonathan és Starking fajtakorokon beliil az alapfajtdkat és szomatikus
mutansaikat egymastol (Galli et al. 2005). A riigymutansok kozotti genetikai kiilonbségek
ugyanis annyira csekélyek, hogy az eddig kiprébalt RAPD, AFLP, SSR stb. technikdkkal
nemcsak nekiink nem sikertilt ,,riigymutans-specifikus” markereket azonositanunk, hanem a
vildgon még senkinek sem. Mi is prébalkoztunk AFLP technika bevetésével, a riigymutdnsok
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kozott tudtunk is polimorfizmust detektdlni (példaként ldsd 1. dbra). A polimorf AFLP
fragmentumokbdl dtkonvertdlt SCAR markerek azonban nem bizonyultak alkalmasnak a
riigymutansok elkiilonitésére, a veliik kimutathaté kiilonbségek egyediek €s nem genotipus-
specifikusak. Sajnos ezeket az eredményeket ezért nem is tudjuk lepublikdlni.
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1. abra: Gala riigymutidnsok AFLP mintdzata négy szelektiv primerkombindciét alkalmazva. A nyilak a
feltételezett genotipus specifikus fragmentumokat jelolik, melyeket a gélbdl kivagtunk, szekvendltuk oket és
SCAR markereket terveztiink (nincs a szovegben részletezve). A SCAR markerek azonban egyed-specifikusnak
bizonyultak. 1: Golden Delicious, 2:Goldenir (Lysgolden), 3: Golden Reinders, 4: Golden Spur, 5: Gibson
Golden Delicious

A probléma megolddsdhoz ezért egy Uj mddszert vetettiink be, az d.n S-SAP
(sequence-specific amplified polymorphism) technikdt, amellyel a retrotranszpozonokat
hatarol6 DNS szekvencidk kozotti polimorfizmusok mutathatok ki. Az eddigi kutatasok
ugyanis bebizonyitottdk (Sunako et al. 1999, Yao et al. 2001, Kobayashi et al. 2004), hogy a
riigymutdnsok genetikai valtozasait a legtobb esetben olyan virdlis eredeti retrotranszpozonok
okozzdk, melyek képesek RNS transzkriptumukat DNS-sé konvertdlni a reverz transzkriptdz
enzim segitségével, majd azt a genomba integralni, de (mar) nem képesek az adott genomot
elhagyni és mds sejteket fertdzni. Az S-SAP mddszer kifejlesztésével lehetdvé valt, hogy a
retrotranszpozonok genomon beliili dthelyez6déseibdl szarmazé polimorfizmusokat képesek
legylink detektdlni, amelyek a legtobb esetben maguknak a kedvezd jellegekkel bird
riigymutansoknak a kialakuldsdhoz vezettek.

Ezt a technikat elsként Waugh et al. dolgoztak ki drpaban 1997-ben, majd késdbb
bizonyitast nyert, hogy a novényfajok széles korén beliil alkalmazhat6 pl. Aegilops fajokban
(Nagy et al. 2006), artics6kdban (Acquadro et al. 2006), cashew diéban (Syed et al. 2005),
citromban (Breto er al. 2001), tokféléken beliil (Lou & Chen, 2007), lucernaban (Porceddu et
al. 2002), és még almédban is (Venturi et al. 2006). Egészen mostandig Venturi et al.
kozleménye az egyetlen, amelyben almafajtdkon beliili (Gala és Braeburn) néhdny
riigymutans molekuldris elkiilonitésérdl szamolnak be.

A pélyazat keretén belill mi is ezt a modszert probaltuk ki elséként a Jonathan
alapfajta és 5 riigymutdnsdnak molekuldris elkiilonitéséhez. Az ezen a teriileten elért
eredményeink az International Journal of Horticultural Science c. folyodirat kovetkezo
szdmdaban fognak megjelenni:
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- Galli Z., Wichmann B., Molnar S., Galbacs Zs., Kiss E., Szabé T., Heszky L. (2008) Test of the utility
of apple retrotransposon insertion patterns for molecular identification of ‘Jonathan’ somatic mutants. Int. J.
Hort. Sci. 14

Mivel azonban az eredmények még nem jelentek meg, a kovetkezOkben részletesen
ismertetem Oket. Kiilon kitérek a mddszer bemutatasara is, mivel az S-SAP technikat elsOként
mi adaptaltuk ALFexpress-1I 1ézer fluoriméterre.
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2. abra: A sequence-specific amplified polymorphism (S-SAP) technika 4ltalunk kidolgozott valtozatdnak
sematikus ismertetése. Részletesen ldsd a szovegben.

El6szér genomi DNS-t izoldltunk a Jonathan alapfajtibol és 6t riigymutdnsdnak:
Jonathan M41, Szatmarcsekei Jonathan, Csanyl Jonathan, Watson Jonathan és Red Jonathan
5-5 fajanak fiatal leveleibdl. Mintdnként 500 ng totdl DNS-t emésztettiink 5-5 egység EcoRI
és Msel enzimmel 1 6ran keresztiil a kovetkezd pufferben (10 mM TRIS-acetat pH 7.5, 10
mM magnézium acetat, 50 mM kalium acetdt, 5 mM DTT, 5 ng/l BSA) (Vos et al. 1995) 20
ul-es végtérfogatban. 20 ul ligaciés mixet (50 pmol Msel és 50 pmol EcoRI adapterek, 2U T4
ligdz and 1X ligdz puffer) adtunk a mintakhoz és egy éjszakéan at 16° C-on tartottuk oket. Az
elsé PCR preamplifikaciot az adapterekre specifikus primerekkel (E00: 5’— GAC TGC GTA
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CCA ATT C - 3°, M00: 5 — GAT GAG TCC TGA GTA A - 3’) végeztik 20 pl-es
végtérfogatban, amely a kovetkez0 Osszetevoket tartalmazta: 15-15 ng E0O és MOO primerek,
0.2 mM dNTP, 1.125 mM MgClp, 1X PCR puffer és 1.2 U Taq DNS polimeraz (WestTeam).
A Perkin Elmer 9600-as PCR késziilékben a kovetkezd programot alkalmaztuk: 10 ciklusban
94 °C (20 mp), 65=56 °C touchdown 1°C/ciklus (30 mp), 72 °C (1 perc), és tovabbi 25
ciklus 94 °C (20 mp), 56 °C (30 mp), 72 °C (1 perc).

Osszesen hdarom ‘Ret-LTR’ primert (Ret-LTR1: 5° — AAA TGG AGT GAC AGA
CGG GT - 3°, Ret-LTR2: 5° - GGA GGG TTT TGA GGG ATG TG - 3’, Ret-LTR3: 5° —
CCT TCG GGA TGG GGT GTG TC - 3’) terveztink az almaban eddig azonositott
retrotranszpozonok (génbanki szdmaik: AJ291492, DQ898280, AM167520) long terminal
repeat (LTR) régidira. A primerek Cy-5 jelolést kaptak, és ezeket alkalmaztuk az S-SAP
vizsgédlatainkban egy AFLP primerrel kombindcioban. (14sd. 2. dbra.) Az els6 PCR reakcid
termékeit huisszorosara higitottuk €s ezekbdl 4 ul-t hasznaltunk a szelektiv amplifikdciéhoz
amelyhez tehét egy jelolt Ret-L'TR primert és egy adapter specifikus primert alkalmaztunk
kombindciéban, mely utébbi, harom szelektiv nukleotidot tartalmazott a 3’ végén (Mse-48: 5’
—~CAC -3 or Mse-55: 5 — ~ CGA - 3’ or Mse-60: 5" — ~ CTC - 3’ or Mse-61: 5 — ~ CTG
— 3’ or Eco-33: 5 — ~AAG - 3’ or Eco-36: 5" — ~ACC - 3’ or Eco-37: 5° — ~ACG - 3’ or
Eco-44: 5’ — ~ATC - 3’). A reakcidkoriilmények megegyeztek a preszelektiv amplifikacional
leirtakkal. A felszaporodott fragmentumokat ALFexpress-II DNS analizator segitségével
értékeltiik ki.

Osszesen 24 primerkombinicié (3 Ret-LTR x 8 adapter specifikus primer) termékét
elemeztilkk és értékeltik a Jonathan riigymutdnsok elkiilonitéséhez. A  kiillonbdzo
primerkombindcidkkal elvégzett reakcidk 13-71 fragmentumot eredményeztek (1. tablazat),
ami azt jelzi, hogy a vizsgalt retrotranszpozonok szdma az alma genomjdban meglehetdsen
nagy lehet. Mindossze egy kombindciéval (Eco-33 és Ret-LTR2) sikeriilt polimorfizmust
detektdlnunk, mellyel a Jonathan alapfajta megkiilonboztethetd a riigymutdnsaitol (3. dbra).
Az Osszes tobbi esetben a genotipusok egymastdl elkiilonithetetlenek maradtak (példaként
lasd. 4. dbra), még egyedi szintli polimorfizmust sem tudtunk kimutatni.

1. tablazat: A kiilonbozé primerkombindciékkal felszaporitott S-SAP fragmentumok szdma Jonathan
szomatikus mutdnsok esetében

Primerkombinacié fragmentumok Primerkombinacié | fragmentumok
Ret-LTR1 + Msel-48 21 Ret-LTR2 + EcoRI-33 35
Ret-LTR1 + Msel-55 16 Ret-LTR2 + EcoRI-36 38
Ret-LTR1 + Msel-60 30 Ret-LTR2 + EcoRI-37 45
Ret-LTR1 + Msel-61 27 Ret-LTR2 + EcoRI-44 46
Ret-LTR1 + EcoRI-33 36 Ret-LTR3 + Msel-48 32
Ret-LTR1 + EcoRI-36 24 Ret-LTR3 + Msel-55 17
Ret-LTR1 + EcoRI-37 32 Ret-LTR3 + Msel-60 31
Ret-LTR1 + EcoRI-44 27 Ret-LTR3 + Msel-61 39
Ret-LTR2 + Msel-48 19 Ret-LTR3 + EcoRI-33 71
Ret-LTR2 + Msel-55 13 Ret-LTR3 + EcoRI-36 43
Ret-LTR2 + Msel-60 23 Ret-LTR3 + EcoRI-37 33
Ret-LTR2 + Msel-61 24 Ret-LTR3 + EcoRI-44 40

A polimorfizmus hidnya feltehetden annak koszonhetd, hogy ez iddig csak harom
retrotranszpozon szekvencia ismert almabdl; illetve elképzelhetd, hogy a mozgékony
elemeknek egy masik csoportja okozta a muticiokat.
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Jelenleg az egyetlen taldlt polimorf fragmentum SCAR markerré torténd konvertalasa
még folyamatban van. A szekvendlds bizonyitotta, hogy a polimorfizmust valéban
retrotranszpozon okozta.
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3. abra: A Jonathan alapfajta és 5 riigymutdnsdnak S-SAP eredménye az Eco-33 és a Ret-LTR1 (Cy-5 jelolt)
primereket alkalmazva a szelektiv amplifikdciéhoz. A nyilak a polimorfizmust jelzik.

M1 23 45 M6 7 8 910 M111213 1415 M 16 17 18 19 20 M 21 22 23 24 25 M 26 27 28 29 30 M

I — e — —: — — — — — e — —
==!—= =; —_— — — — — . — — _— -
BEEEE ER—B-= BE=EE EERE- E-CSCE EER
— — — - LR - — —
—BERSEE _=ERCE-_EE=SE ERE=T = |
HEREE ERSE= BE=E=EE RRRE= EEESE === 50
=;§ —— e —— EE--: ;:: ____________
=== EEEEE EEREEEE EEEREEE EEEEmE EmEmEme==—
v v v v v
Jonathan Jonathan M41 szatmércsekei Jonathan Csdnyl Jonathan Watson Jonathan Red Jonathan

4. abra: A Jonathan alapfajta és 5 riigymutdnsdnak S-SAP eredménye az Eco-33 és a Ret-LTR2 (Cy-5 jelolt)
primereket alkalmazva a szelektiv amplifikdcidhoz.

A bemutatott technikdval sem sikeriilt tehat a Jonathan riigymutansokat elkiiloniteni
egymastol, meggy6zddésiink azonban, hogy mds fajok esetében — melyeknél joval tobb
retrotranszpozon szekvencia mar rendelkezésre all — adaptdlhaté lehet a mdédszer nagyon
kozeli genotipusok/riigymutansok elkiilonitésére.

Rezisztenciagén analog markerek azonositdsa

Ezen a teriileten végzett kutatdsaink legfontosabb  célkitlizése olyan
rezisztenciagénekkel szoros kapcsolatba hozhaté markerek azonositdsa, amelyek kozvetleniil
felhaszndlhatok a rezisztencianemesitésben a rezisztenciagén(ek) jelenlétének illetve
hidnydnak pontos és megbizhatd detektdlasdval. Tavolabbi célkitlizésiinknek tekintjiik
természetesen maguknak a rezisztenciagéneknek a klénozasat €s izoldlasat is.
A teriileten elért eredményeink publikalasa referdlt folydiratban még folyamatban van, ez

idaig egy konferencian foglaltuk 6ssze dket:
- Wichmann B., Galli Z., Balazs D., Molnar S., Galbacs Z., Kiss E., Szabé T., Heszky L. (2007)
Rezisztenciagén analég markerek azonositdsa almdban. Lippay Jdnos — Ormos Imre — Vas Kaéroly
Tudomanyos Ulésszak, november 7-8 Budapest, Osszefoglalok: 218-219 oldal.
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Az alma rezisztencianemesitésének legfontosabb célkitlizése a két legjelentOsebb
gombabetegséggel, a lisztharmattal (kérokozé: Podosphaera leucotricha) €s a varasoddssal
(k6érokoz6: Venturia inaequalis) valamint a tlizelhaldssal (kérokozé: Erwinia amylovora
baktérium) szemben rezisztens fajtdk elddllitdsa. A legujabb stratégidk kozé tartozik a
rezisztenciagén analdg (RGA) kapcsolt markerek kifejlesztése €s alkalmazasa.

Napjainkig, tobb mint 60 novényi rezisztenciagént izoldltak kiilonb6z6
novényfajokbdl (Xiao, 2006), almabdl eddig egyet (HerVf2, Belfanti et al. 2004). Az elso
legfontosabb észrevétel, amelyet a rezisztencia génekkel kapcsolatban elsd ranézésre
tehetiink, hogy tobb mint 40 koziiliik olyan fehérjéket kddol mely NBS (Nucleotide-Binding
Site) -LRR (Leucine-Rich Repeat) motivumokat tartalmaz (Hammond-Kosack & Jones, 1997,
Dangl & Jones, 2001). Ezek tovdbbi két nagyobb osztilyra kiilonithetdek el. Az elsd
csoportba azok tartoznak, melyek olyan N-termindlis domént tartalmaznak, amely nagyon
hasonlit a Drosophila Toll, és az emberi Interleukin-a (TIR) transzmembrdn receptorok
citoplazmatikus szigndl doménjeire. A madsodik osztidly, amely rendelkezik egy t.n.
»feltekeredett spirdl” (CC: coiled coil) N-termindlis doménnel.

NBS-LRR tipusi géneket bdségesen tartalmaznak a novényi fajok. Példaul az
Arabidopsisban becslések szerint legaldbb 150 kiilonb6z6 NBS-LRR gén létezik, s ez a
genom tobb mint 1 %-a, a rizs genom pedig tobb mint 500 NBS-LRR gént tartalmaz (Goff et
al. 2002).

A kiilonb6z6 novények sokféle patogénnel szembeni rezisztenciagénjei tehat nagyfoku
strukturdlis konzervativizmust mutatnak. A konzervalt régidkat felkutatva és rdjuk degenerélt
primereket tervezve sok novényfajbdl sikeriilt mar a rezisztencia génekhez szorosan kapcsolt
u.n. RGA (resistance gene analog) markereket 1étrehozni (Aarts et al. 1998, Collins et al.
1998, Leister et al. 1998, Shen et al. 1998, Mago et al. 1999, Deng et al. 2000, Noir et al.
2001, Vicente & King 2001, van der Linden et al. 2004). Sok ilyen szekvencia térképezésre is
keriilt és bebizonyosodott réluk, hogy szoros kapcsolatban dllnak az ismert
rezisztenciagénekkel (Meyers et al. 1999, Timmerman-Vaughan et al. 2000, Meyers et al.
2003).

Almdban a rezisztencia szempontjabodl legjobban tanulméanyozott betegség kétségkiviil
az alma varasoddsa, amelyet a Venturia inaequalis patogén gomba okoz. Eziddig legalabb 12
fo gént feltételeznek, hogy hatdssal van a rezisztencia kialakitasdban (Williams és Kuc 1969,
Lespinasse 1989, Durel er al. 2000, Hemmat et al. 2002, Patocchi et al. 2003, Tartarini et al.
2003). A legtobbjiik mar térképezve is lett néhany centiMorgan-nyi tdvolsagra molekularis
markerektdl. Ennek ellenére még csak egyetlen rezisztenciagént sikeriilt alméabdl izoldlni, a
HcrVf2 gént (Belfanti et al. 2004).

Az alma lisztharmat elleni rezisztencia kialakitdsaban szerepet jatsz6 néhany fo gént
mar szintén sikeriilt azonositani és térképezni (Alston 1983, Evans & James 2003), a gének
izoldldsa azonban még varat magara.

Rezisztenciagén analég markerek azonositasarol almaban eddig hdrom publikacio
szamol be (Baldi et al. 2004, Belfanti et al. 2004, Calenge et al. 2005). Az els6 esetben 28, a
masodikban pedig legalabb 50 NBS/LRR tipusi RGA-t izoléltak, azonban a polimorfizmus
hidnya miatt koziiliik csak 18-at sikeriilt térképezni. A legutébbi publikiciéban (Calenge et al.
2005) 43 fragmentumot azonositottak az NBS doménre tervezett degenerdlt primerekkel, a
szekvendlds utdn 23 marker bizonyult RGA-nak. A térképezés soran a legtobb marker cluster-
ekbe tomoriilt, a mar azonositott lisztharmat és varasodds elleni rezisztenciagének koré
csoportosulva. SCAR markerré azonban — amellyel a markerhez kapcsolt szelekcié a
legkonnyebben elvégezhetd — még egy RGA sem lett konvertélva.

Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) génbankbdl kigytjtottik a kiilonb6zd
novényfajokbdl eddig izoldlt rezisztenciagének szekvencidt. Az aminosav és nukleotid
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szekvencidkat a BioEdit szdmitégépes programban rendeztik Ossze. Kivdlasztottuk a
legkonzervéltabb régidkat (5. dbra), amelyek az Osszes novényfajon beliil kis eltéréseket
mutattak az aminosav szekvencidikban, és degenerdlt primereket terveztink a
nukleotidszekvencidik alapjan.

TIR
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5. abra: Ismert rezisztenciagének altalunk talalt legkonzervaltabb régidi (részlet).
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A tervezett degeneralt primerek elnevezése és szekvencidi a kovetkezdk:
NEV: SZEKVENCIA
TIR1F: 5-TYYTVAGTTTYA GAGGWG AAGA-3
P-loopR: 5’-TTGTYT THC CNA HKC CDCCHA T -3’
P-loopkF: 5" — ATD GGH GGM DTN GGD AAR ACAA -3
WFGPG-R: 5 - AYT CTR CTD CCN KBA CCA AACCA -3
WFGPG-F: 5 —-TGG TTT GGT VMN GGH AGY AGART -3’
MHDLL-R: 5 - CCA TWT STY KDA DYA ADTCRTGCA T -3’
MHDLL-F: 5 - ATG CAY GAH TTR HTH MRA SAW ATGG -3’

Az éltalunk tervezett primerek tapaddsa linedris sorrendben (az dbra

méretaranyos):
«—P-loopR —WFGPGR «~—MHDLLR
TIR 1Fi> P—loopFi WFGPGFi MHDLLFi
TIR P-loop WBGPG MHDLL

ncm

Az MHDLL-Forward primer azt a célt szolgélja, hogy az ebben a régiéban mér
azonositott rezisztenciagén analég marker 3’ vége felé tovdbb tudjunk haladni és igy

remélhetdleg a teljes gént megkapni.

Ezekkel a primerekkel mind a TIR-NBS-LRR, mind a CC-NBS-LRR tipusu

rezisztenciagénekbdl lehet szekvencidkat felszaporitani.

A primerek tervezését kovetden PCR reakcidkat inditottunk rezisztens, illetve
fogékony alma és sz6l6 genotipusokbdl izoldlt DNS-t templéatként alkalmazva (6. és 7. dbrak).
A sz016t azért alkalmaztuk ebben a vizsgdlatban, mert egyrészrdl bizonyitani kivantuk, hogy a
degeneralt primereink mds novényfajokban is alkalmazhaték RGA-k azonositdsa céljabadl,
masrészrol pedig intézetiink a sz6l0 molekuléris kutatdsdval is intenziven foglalkozik. A

sz6ldben kapott eredményekrol itt nem szamolunk be részletesen.

6. abra: PCR reakcié eredménye a TIRIF és P-loop-R degeneralt primereket alkalmazva alma (4db) és —
referenciaként hasznalt — sz616 (2db) mintdkon. M: PCR molekulatomeg marker, 1: Liberty, 2: Gala, 3: Red
Rome Van Well, 4: Reanda, 5: Rotundifolia, 6: Cardinal. A Reanda (alma) és a Rotundifolia (sz618) genotipusok
a legtobb bakteridlis és gombds betegséggel szemben rezisztensek, mig a tobbi fajta fogékonynak tekinthetd.
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Mivel kozismert, hogy a novényi genomokban akdr tobb szaz ilyen tipusu szekvencia
is 1étezhet, arra szamitottunk, hogy esetleg sikeriil olyan fragmentumokat kapnunk, amelyek
csak a rezisztens genotipusban jelennek meg. Ezt a méretbeli kiilonbséget azonban agar6z
gélen nem sikeriilt kimutatnunk, nagy képiaszamu azonos méretii fragmentumokat kaptunk a
betegségekre leginkdbb rezisztens és fogékony genotipusokban egyarant.

e T W 11 12

P-loopF + WFGPG-R
WFGPG-F + MHDLL-R

7. abra: PCR reakci6 eredménye a P-loop-F és WFGPG-R (1-6) illetve a WFGPG-F és MHDLL-R (7-12)
degenerdlt primereket alkalmazva alma (4) és sz016 (2) mintdkon. A mintdk sorrendje a 6. dbrdn bemutatottal
megegyezo.

Az abrakbdl az is kitlinik, hogy a szekvencidk mérete novényfajonként véaltozhat (6.
abra), de meg is egyezhet (7. édbra), illetve, hogy a reakcié tobb tipusi szekvencidt is
eredményezhet,  nyilvdnvaléan  intron(ok)  jelentétének  illetve  hidnydnak a
kovetkezményeként.

A felszaporitott fragmentumok méretébdl arra kovetkeztethetiink, hogy az els6 két
primerpért alkalmazva intron régio(k) is felszaporitasra keriilt(ek), mig a WFGPG-F és
MHDLL-R primereket haszndlva az intron nélkiil szdmitott ~530 bp méretli fragmentumot
kaptuk mind az alma, mind a sz0610 esetében.

Az alma mintdkbdl a degenerdlt primerekkel felszaporitott fragmentumokat pGEM T-
easy vektorba klonoztuk. A ligdlashoz kozvetleniil a PCR termékét hasznéltuk, hogy lehetdleg
az Osszes tipust (azaz azonos méretil, de szekvencidlis kiillonbségeket hordozd) fragmentumot
sikeriiljon klénoznunk. Tobb mint 100 egyedi kolonidt azonositottunk kolonia-PCR-rel,
melyekbdl plazmid izolédlast kovetden az inszertet szekvendltuk. Néhany szekvencia olyan
stop kodont, vagy kereteltoldddsos mutédcidt tartalmazott, amely az aminosav szekvencia
felborulasdhoz vezetett, ezért ezeket a kés6bbi munkabdl kizartuk. A szekvencidk
kiértékelését és BLAST analizisét kovetden Osszesen 24 olyan feltételezhetden alma RGA-t
azonositottunk, melyek nagy hasonlésagot mutattak mas novényfajokban mar lekozolt RGA-
kal és tartalmaztak a funkcionalis doméneket (lasd pl. 8. abra). Az 1) szekvencidkat, az NCBI
génbankban lekozoltiik.

A 8. dbran bemutatott szekvencidk feltételezhetden TIR-NBS-LRR tipusu génekhez
tartoznak, mivel az RNBS-A-TIR motivum felfedezhetd benniik. A tobbi fel nem sorolt
szekvencia az U.n. non-TIR-NBS csoport tagjai. Az 6sszes 24 szekvencia tartalmazza viszont
a P-loop, GLPL, kinaz 2 és kinaz 3 funkciondlis motivumokat. Referenciaként egy dohanybdl
izolélt rezisztenciagén szekvencidjat is feltiintettiik (Konagaya et al. 2004).

Minden RGA szekvencia alapjan specifikus primer-parokat terveztiink, hogy a
szekvencidkat SCAR markerekké konvertaljuk. Az eredmények kiértékelése még folyamatban
van, a késziilo publikdciéban fogunk réluk beszamolni.
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RNBS-A-TIR Kinaz-2 Kinaz3a RNBS-C

RGAO1l FEFQIFLADVRSNVEKGGLPHLQKQLL-29aa-LLVLDDVN-17aa-GSRVLITTRD-12aa-SEVEGLNNDDSLQLFSWNAF
RGAO2 FKFKSFLADVSNTTSKHGLVYLQKTLV-27aa-RVLVIMDN-19aa-ESRIIITTQD-12aa-YRLHEMNEEEALELFSWHAF
RGAO3 MVSLQEQLL-29aa-KVLVVVDD-19aa-GSRIIITTRD-12aa-YKAQGMTDDEAFELLSWHAF
RGAO6 FLDDVSNVTSKHG—LVYLQEKLISVIL-24aa-VLVIIDNI-18aa-GSRIIITTRN-12aa-YPLREMKKREALELFSWHAF
RGAO8 FLDNVSEKDLVVSQKKLVSDILKQTKP-2laa-LVIIDNVD-17aa-GSRIIITTQD-14aa-YPLKEMNDEEALKLFSWHPF
RGAO9 FEGSSFLANVREVCSKDGIVHLQKQLL-30aa-LLVLDDVD-17aa-GSRVVVTTRD-12aa-YEVKPLTQDEALFLFSRKAF
RGA22 FEGKSFLSKVREESMVKLONQLLCDIL-26aa-LVIVDDID-17aa-GSRIIVTTRD-12aa-CLAQTMNEEEALQLLSWRAF
RGA24 FEGSCFLSSVGESSMTDKGLAKLQKTL-32aa-LVLDDVND-17aa-GSRIIITTRD-13aa—-YEVEKLNDHESLELFSWNAF
N FLKDIKEN--KRG-MHSLONALLSELL-25aa-LIVLDDID-182aa-GSRIIITTRD-10aa—-YEVTALPDHESIQLFKQHAF

8. abra: Almabél izoldlt rezisztenciagén analég szekvencidk funkciondlis elemeinek Osszehasonlitdsa
egymadssal, valamint egy dohdnybdl izolalt ismert rezisztencia génnel (N: Konagaya et al. 2004) .

Problémak a kutatas soran

Az Ujfehérti Kutaté Intézet utébbi években tapasztalhaté létbizonytalansdganak
koszonhetden nem alakulhatott ki az a szoros egyiittmiikddés, melyet a pélyazat
benyujtasakor terveztiink. Ennek tudhat6 be, hogy az éltalunk azonositott RGA-k térképezése
még nem valdsulhatott meg, mivel megfelelo keresztezésbdl szdrmazoé térképezési populdcid
nem allt idében rendelkezésiinkre.
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