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1. BEVEZETES

A novények termesztése soran nagy problémaként mertil fel a rajuk hatd biotikus stressz,
mely a novények életfolyamatait jelentésen befolydsolja. A biotikus stresszt kivalto két fo
tényezd a novényeket karositd kartevok tevékenysége, valamint a ndovényen megjelend
korokozok jelenléte. A ndvénytermesztok szdmara a kartevok elleni védekezés legfontosabb
moddszere a megfeleld fajtavalasztas valamint a kémiai védekezés. A ndvényvédelem soran
szamos fontos szempontot figyelembe kell venniink a hatékonysag eléréséhez. Nem
elhanyagolhatd tényezd az effajta eljarasok koltségessége, valamint a kornyezeti terhelés,
aminek csokkentésére a legjobb modszer az ellendlld fajtak valasztasa. A fajtavalasztas sordn
termesztési és gazdasagi szempontokat, valamint a rezisztenciak altal biztositott eldnyoket is
figyelembe kell venniink. A zdldségtermesztésben a rezisztens fajtdk szortimentje évrdl-évre
boviil, igy a termesztok szdmara a rezisztencidk hasznélata a termesztéstechnologia szerves
részéveé valt, a fajtavaltas évenként bekovetkezhet . Ezzel szemben a fas szari ndvények
esetében egy Uj fajta termesztésbe vondsa tobb id6t igényel, az 0j ismeretlen fajtak
kiprobélasa jelentdsen nagyobb rizikdt hordoz, mint az egyéves zoldségfajok esetében.
Emellett megemlitendd, hogy a gylimdlcstajtak esetében a rezisztens fajtdk szortimentje igen
szlik. Ez legf6képp azzal magyardzhato, hogy a gyiimolcsfajoknak hossza a generacios ideje
és emiatt a rezisztencianemesités évtizedekig is eltarthat. Ezental az {iltetvényben torténd
rezisztenciak fenotipizdlasa az adott kornyezeti tényezOktdl fligg, igy csak tobbéves
megfigyelések alapjan valosziniisithetjiik a fenotipust.

Dolgozatomban a kajszibarack (Prunus armeniaca L.) egyik legjelentésebb gombas
betegségének, a hajtas és virdgpusztulast kivaltd Monilia laxa ellenallésagaval foglalkozom.
A betegség elleni védekezést szinte minden évben sziikséges elvégezni, hiszen a tiinetek
leronthatja.

A hazai fajtdk mindegyike fogékony a betegséggel szemben eltéré mértékben, ezért az

ellenallo fajta eldallitasa célravezetd feladat.



Egy adott fajta esetében a korokozo6 elleni rezisztencia megnyilvanulasanak legbiztosabb jele,
a rezisztenciaért felelés gén jelenléte a genomban. Ezeknek a rezisztenciagéneknek
meghatarozasara tobbféle lehetdség is moédunkban all.

Egyes esetekben megvizsgalhatjuk, az eltérd, monilias betegségre fogékony fajtak
rezisztencia génjei kozotti kiilonbséget homolodgia, azaz a hasonlosaguk alapjan. Ebben az
esetben rezisztenciagén-analogokat keresiink. Az elmult 30 év sordn a névényi rezisztencia
témakorben sikeriilt tobb mint 70 eltérd rezisztenciagén teljes szekvencidjanak
meghatarozasa, amelyek valamilyen lagyszara, modell- és haszonndvényekbdl szarmaztak.
Az igy kapott szekvencidkat kiilonb6z6 csoportokba soroltak homologia alapjan. Ezen gének
konzervaltsaga miatt lehetdség volt homoldg szekvencidk izolalasara anélkiil, hogy ismertiik
volna elézetesen azok szekvencidit. Ezeket a géneket a kutatok rezisztenciagén-analdgoknak
(RGA) neveztek el. (RAth, 2008)

Masik médszerként emlithetjilk még meg a térképezd populacion alapuld génizolalast
(Map-based Cloning). Természetes koriilmények kozott egy fas szarti ndévény populacio
eléallitdsdhoz akar 10 év is sziikséges, valamint igen nagy hely- és koltségigénnyel jar. A
populécid 1étrehozasan tal a biztos fenotipus ismeretében a génizolalas tovabbi 4-5 évig is
eltarthat. A modszer sikeressége a random markerezésen (RAPD, AFLP, ISSR, stb.) alapszik,
ezaltal az eltérést mutatd tulajdonag genetikai determinansa derithetd fel.

Létezik olyan technika, mely soran transzkriptomikai szinten vizsgaljuk az eltéréseket
a fertézéssel szemben ellendlld és fogékony fajtdkon. Az RNS szinten torténd vizsgalatok
legnépszeriibb tipusa a cDNS chip technika, emellett a teljes transzkriptom szekvenalasa €s
Osszehasonlitasa, illetve az altalunk valasztott cDNS AFLP.

Eddigi kutatdsok alapjan még nem sziiletett eredmény arra vonatkozoan, hogy a
csonthéjasokat érd viragzaskori monilias fertdzéssel szemben ellenalld genotipusoknal milyen
transzkriptomikai eltérések biztosithatjak az ellendllosagot. A kajszifajtak fogékonysagi sora
alapjan valaszthattam ki a sor két végpontjarol a vizsgalatom alanyait. Az eltérd fenotipust
mutatd szovetek transzkriptomikai eltéréseinek nyomonkovetésére a cDNS AFLP technikat
valasztottam, amely egy véletlenszert és el6zetes szekvencia ismeretet nem igényld, mindségi

¢s mennyiségi kiilonbségek kimutatasara hasznalhato véletlenszerii markerezési technika.



2. CELKITUZES

Munkdm soran célom, a tobb éven keresztiil biztos fenotipust mutatd két fajtanak,
(’Orange Red’, *Zard’) a Monilinia laxa (EHRENB. ex PERS.) SACC. et VOGL. 4ltal okozott
virdg- és vesszOpusztulasanak transzkriptomikai eltéréseinek nyomonkdvetése cDNS AFLP
technikaval:

- eltérd transzkriptomikai valtozast mutatd szekvenciak meghatarozasa

- szekvencidk dszibarack genomjaval és az NCBI (National Center of Biotechnology

Information) adatbankkal torténd Osszehasonlitdsat és a homologia alapjan, a gén

funkcidk meghatarozasat.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A kajszi jellemzése
Novényrendszertani besorolas szerint a kajszi a Rosales rend Rosaceae csaladjahoz,

ezen belill a Prunoideae alcsaladhoz tartozik. A Prunoideae alcsaladban a maghaz k6zépso
allasu, egy termdlevélbdl kialakuld és a benniik 1évé magkezdemények szama 1-2. A
terméshéjra jellemzd a finom szOr6zottség vagy csupaszsag, a terméshéj pedig az Osokre
visszaiitve felrepedd. A sziromlevél szine lehet fehér vagy rozsaszines, alakja sima vagy
kanalas, de eléfordulhat esetleg a fodros véltozat is (Sod, 1966).

A kajszi elsddleges géncentruma Kina teriiletén talalhato. A kajszitermesztés ezen a
teriileten mar legalabb otezer éve folyik. A faj elterjedésében €s a mas foldrészekre torténd
eljutasaban fontos szerepet jatszott a nomad népek orszagutja, a Selyemut, amely Csangant6l
Bizancig huzodott. Késdbb még érintette Velencét, Romat sét egészen Lyonig is elért
(Boulnois,1972).

Eghajlati igényeit tekintve a kajszi egy fény- és melegigényes nvény, amit mérsékelt
égovi, kontinentalis klim4ju hegyvidéki szarmazéasa is bizonyit. Az alkalmas termesztési
teriilete mindkét féltekén a 30. és 48. szélességi fokok altal hatarolt sdvban talalhatdo meg.
Ennek megfeleloen Magyarorszag a termeszthetdség északi hataran helyezkedik el (Nyujto és
Suranyi, 1981).

A hazankban termesztett gyiimolcsfajok koziil elmondhatd, hogy a kajszi a
legfagyérzékenyebb, amely nagymértékben veszélyezteti a termésbiztonsigot. A faj
fagytirésében kritikus idészaknak tekinthetd a téli nyugalmi idészak masodik fele, mely soran
az erételjes homérséklet-ingadozasok igencsak probara teszik a kajszit. A fak fagy altal

leginkabb veszélyeztetett részei a virag- és hajtasriigyek, ezeket koveti a vesszd, végil a



legellenallobbnak tekinthetéek az idOsebb fas részek. A fagytlrés mértékét az Oroklott
genetikai tulajdonsagok és annak kolcsonhatasai hatarozzak meg, igy az egyes fajtak kozott
nagy kiilonbségek tapasztalhatok.

Magyarorszagon harom fontos termesztd korzetet kiilonboztethetiink meg, melynek
kozpontjai Kecskemét, Gonc és Tolna, melyek koziil a faj igényeinek legmegfelelobb a gonci
(Szalay, 2003). A termdhely kivalasztdsanal fontos figyelembe venniink annak fekvését,
kitettségét ¢és tengerszint feletti magassagat, hiszen ezek mind befolyasoljadk a
termésbiztonsadgot. A kajszirdol elmondhatd, hogy a domb-és hegyoldalakon valamint
fennsikon érdemes termeszteni, a sik vidékeket nem kedveli. A legmegfelelébb
termOhelyeknek tekinthetéek azok, melyeknek tengerszint feletti magassaga a 200 métert
meghaladja. Még a 150-200 m magassadg esetében is sok jO termésbiztonsagl teriiletet
talalhatunk. A tertiltek lejtését tekintve hd-és fényigény szempontjabol, a déli fekvést lejtok
lennének a legjobbak, azonban ezt a tél végén koran meginduld vegetacio veszélyezteti. igy a

termesztés szempontjabol érdemes nyugati vagy keleti lejtok valasztasa (Szalay, 2003).

3.2 A kajszi nemesitése Magyarorszagon
A vilagon jelenleg tobb mint 1800 kajszifajtat tartanak nyilvan, ezek koziil 600-at

pedig az elmult negyven év alatt nemesitettek ki. Ez alapjan gy tlinhet, hogy a kajszi
nemesitésében nagy fellendiilés tapasztalhatd, &m jobban megvizsgalva atértékelendd ez a
megallapitas, hiszen a vilag kajszitermésének zomét mindossze 30-40 fajta adja. A kajszi
honositasa joval nehezebb feladat, mint mas csonthdjasoké vagy az alma¢, hiszen 6koldgiai
adaptacids képessége korlatozott. A nemesitok korében ezért sokdig az a nézet uralkodott,
hogy a kajszit csak ott érdemes nemesiteni ahol az adott fajtdt hasznaljdk, azonban a ma
forgalomban 1év6 fajtahasznalat ellentmond ennek, bar teljes mértékben nem vethetd el, mint
alapelv (Pedryc, 2003).

Hazankban mar az 1930-as években elkezd6dott a kajszifajtak tudatos nemesitése.
Ennek elsé 1épéseként a kajszi klonjait az Orszagos Pomoldgiai Bizottsag torzskonyvezte,
tobbek kozott elsé klonokként a *Magyar kajszi’, ’Borsi rdzsabarack’, ’Kései rozsa’ ¢€s a

"Korai piros’ fajtdkat (Pedryc, 2003).



A hazai nemesitésben felmeriild problémak orvoslasara €s a nemesités helyzetének javitasara
valod igényt elséként Magyar Gyula fogalmazta meg. Ezek kozil a legsziikségesebb feladatnak
tartotta a fajtak moniliaérzékenységi mértékének csokkentését, a Magyar kajszi télallosaganak
novelését valamint a Korai piros nevl fajta mindségének javitdsat is. Munkassagat az elsé
nemesitési programnak is nevezhetjiik, hiszen a javitand6 problémakorok megjeldlése mellett,
azok megoldasukra alkalmas nemesitési eljarasokat is felvazolta. A javasolt eljarasok koziil a
keresztezéses nemesitést tartotta a legfontosabbnak (Pedryc, 2003).

Magyar Gyula tervei csak joval késdbb, az 1950-es években keriiltek megvalodsitasra,
Maliga Pal jovoltabol. O volt ugyanis az, aki elséként végzett keresztezéseket a kamaraerdei
torzsgylimolcsdsben. Sziiloként a Magyar kajszit, a Kései rozsat, a Rakovszkyt, az Akmét és a
szibériai kajszit valasztotta. Késébb Maliga munkdit a ma FErdi Gyiimolcs-és
Disznovénytermesztési Kutatdé €és Fejleszté Kht (korabbi nevén Kertészeti Kutatd Intézet)
szakemberi folytattak, akik a megmaradt hibridpopulaciok kiértékelését végezték. Igy keriilt
be a fajtajegyzékbe a ’Pannonia’ fajta (Pedryc, 2003).

Szintén az 50-es évek elején indult el a magyar kajszinemesités eddigi legértékesebb
szakasza, a taj-és klonszelekcid, melyet Nyujtdo, Korponay, Rozsnyai ¢és Brozik
kozremiikodésével és iranyitdsaval tortént. Ebbdl a szelekcios munkébol szérmazik a mai
magyar fajtavalaszték jelentds része, ugymint "Magyar kajszi C.235°, *Gonci magyar’ kajszi
klonok, *Ceglédi 6rids’ és *Ligeti Orids’ fajtak valamint *Kései rozsa’ klonjai (Nyujto, 1988).

Cegléden a keresztezési munkat az 1960-as évek végén kezdték meg, mely soran 3500
hibridet allitottak eld. Az itt végzett munka sordn olyan hibridallomanyt hoztak létre, melynek
eléallitasakor sok Uj elemet vezettek be a nemesitési folyamatok soran. Nemcsak uj fajtak
eléallitdsa volt a cél, hanem egyes fajtdkra jellemzd tulajdonsagok genetikai hatterének
feltarasa, a hibridek populacidgenetikai modszerekkel valo értékelésével (Banain€, 1981). A
ceglédi alloméson jelentds honositasi munkakat is végeztek, igy ma is szdmos kiilfoldi és

gazdag génforrast jelentd fajtat talalunk a hazai fajtavalasztékban (Kerek, 1988).

Az egyetmiink és tanszékem jogelddjén, a Budapesti Kertészei Foiskola Novényorokléstani €s
Nemesitési Tanszéken, a kajszi nemesitése mar az 1950-es évek kozepén folyt, ahol késoi
viragzasu, tél- és szarazsagtiird, nagy cukortartalmu fajtdk eldallitasat tizték ki célul. A
program érdekessége €s sikeressége abban allt, hogy a keresztezésekben hangsulyt fektettek a
kozép-azsiai, irdni-kaukdzusi és mas fajtak hasznalatidra, amelyek genetikailag tavol alltak a
magyar fajtaktél. Tamassy Istvan, Pedryc Andrzej és Pejovics Bogdan munkassagabol

szllettek meg a ’Budapest’, "Harmat’ ¢és ’Korai zamatos’ fajtdk (Pedryc, 2003). Jelenleg
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harom fajtajelolt all bejelentési folyamat alatt és tobb mit négyezer hibridmagonc var a
bonitélasra az elkovetkezd években (Gutermuth A. személyes kozlés).

A magyar nemesitések soran elengedhetetlen feladat volt az uj fajtdk kiértékelése,
termesztési értékeinek megallapitdsa. Ebben nagy szerepet vallalt a Mezdgazdasagi Mindsitd
Intézet, amely emellett még nagy figyelmet forditott a fajtdk konzervipari

felhasznalhatosagara is (Harsanyi, 1986, 1988; Fazekas és Harsanyi, 1986).

3.3 A kajszi monilias virag- és vesszopusztulasa
A Monilinia laxa (EHRENB. ex PERS.) SACC. et VOGL. kajszin eléforduld biotrof

korokoz6, mely virdg-és vesszOpusztulast, agrakot, valamint gylimdlcsrothaddst okoz.
Rendszertanilag az Apotéciumos gombak kozé tartozik, mely az Ascomycota torzs,
Ascomycetes altorzsébe sorolhatd (Hawksworth, Kirk, Sutton, Pegler, 1995). Az Apotéciumos
gombak ivaros képlete az apotécium, egy tal vagy tolcsér alaka termdétest, melyben aszkuszok
¢és aszkosporak talalhatoak. A Monilinia laxanak tolcsér alaka apotéciuma van, amely egy
ny¢lbdl és egy kiszélesedett feji részbdl tevodik 0ssze. A kiilsd szilarditd fala az excipulum,
nagy sejtekbdl allo paraplektenhima. Belsejét a medulla alkotja, amely szintén
paraplektenhima, csak az keskeny, megnyult sejtekbdl all. Az apotécium kiszélesedett
részében taldlhatoak az aszkuszok és aszkospordk (ivaros szaporitoképletek) valamint a
parafizisek. Az apotécium fejlédhet szklerociumon vagy dlszkleréciumon, ahol tobbesével,
ritkan csak magéban jon l1étre. A Monilinia nemzetség esetében a tdlcsér alaki apotécium
tobbesével, dlszklerociumon, azaz gyiimolcsmumian jon létre. Az apotécium belsejében 8,
egysejtll, ovalis, szintelen aszkospora talalhaté (Glits, 2000).

A nemzetségbe tartoz6 fajok koziil a Monilinia laxa (EHRENB. ex PERS.) SACC. et
VOGL. els6sorban a csonthéjasokon jellemzd. Magyarorszagon csak ez a konidiumtartds alak
fordult még eld, az apotéciumos alakja Monilinia laxa (ADERH. et RUHL) HONEY ex
DENNIS Européban csak ritkan talalhatdé meg, hazdnkban eddig még egyaltalan nem ismert
(Glits, 2000).

A M. laxa éltal kivaltott tlinetek a virdgon, a hajtdson, a vesszén, az agon és a
gyliimdleson figyelhetdek meg. A korokozd fertdézésekor a virdg csésze- és sziromlevelei
vilagosbarnara szinezddnek, a viragkocsany elhal, és megfigyelhetdek rajta a sziirke szin,
apro exogén sztromak. A termOnyarsak elpusztulnak és a toviiknél mézgacseppek jelennek

meg. A hajtds als6 harmadéban szabdlytalan alakd, tobb izkdzre kiterjedd barna folt
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jelentkezik, amely késobb kifakul, feliiletét pedig exogén sztromakbol all6 bevonat boritja.
Ezek utdn a hajtas eldszor lelankad, majd leszarad. Akkor is bekdvetkezhet hajtaspusztulas, ha
az a rothad6 gyiimolcs mellett talalhato. A vesszén a termOnyarsak tovében ovalis, sotétbarna,
kissé besiippedd foltokat lathatunk. Az dgon rakos sebek alakulnak ki, amelyekben elszortan

sziirke exogén sztromak figyelhetdek meg.

A gyiimélcson egyre nagyobbod6 barna szinii rothadas lathatd, amely végiil az egész
gylimolcsre kiterjed. Ezeken a rothad6 foltokon elszortan aprd, sziirke, exogén sztromakbol
allo bevonatra lehetiink figyelmesek (Glits, 2000).

A M. laxa jelentdés fertdzési forrasait a gylimolesmumidk alkotjak. A
gylimolcsmumiakon talalhatd exogén sztromakon az el6zd évben képzddott konidiumok
télalloak, s6t a tél folyaman ujabb konidiumok is keletkeznek. Tavasszal a
gylimolcsmumidkon Uj exogén sztromak fejlddnek, amelyeken lancokban konidiumok
fiizédnek le. A vessz6kon és az agakon 1€év0 rakos sebek jelenhetnek meg. Ezeken a sebeken a
koérokoz6 micéliummal ével, és tavasszal 0j exogén sztromakat hoz létre. A kiilonbozd
fertdzési forrasokon létrejott konidiumok 1égmozgassal vagy esOcseppel a viragra jutnak. A
viragra keriilt konidiumok a bibén ugyanugy csirdznak, mint a pollen. A konidiumok
csiratdmldje a bibecsatornan keresztiil a hajtasokba keriil. A gytimolcsbe a kdrokoz6 a kartevod
allatok altal ejtett, valamint a jég iitotte sebeken, illetve az egyenetlen vizellatas miatt
keletkezett repedéseken keresztiil jut. Az egymadssal szorosan érintkezd, terméscsoportban allo
gylimolcsokbe ezutan mar az ép héjon keresztiil micéliummal halad tovabb a korokozo (Glits,

2000).
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1.4bra: A Monilinia laxa teljes fejlodési ciklusa (George N. Agrios: Plant Pathology, Fourth Edition.)

3. 4 Kajszfajtak viragzaskori monilias betegséggel szembeni fogékonysaga
A Magyarorszagon jelenleg forgalomban 1évé és allamilag elismert kajszifajtakat a

Mezégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal altal kiadott Nemzeti Fajtajegyzék tartalmazza. A Nemzeti
Fajtajegyzék a Gyilimdlcs-Sz016 Fajtamindsitd Bizottsaga allasfoglalasa alapjan, minden évben a
hivatal altal kozzétételre keriil.

Magyarorszagon a gyiimdlcs €s szo6l6 allami elismerésének jogszabalyi kereteit a novényfajtak allami
elismerésérdl valamint a szaporitdanyagok eldallitdsarol és forgalomba hozatalarol szold 2003 évi LIL.
torvény, valamint annak végrehajtdsara kiadott (40/2004. (IV.7. ) FVM rendelet biztositja. A
gylimdlcs szaporitdanyag eldallitasat, forgalmazasat és felhaszndlasat a 64/2004. (IV.27.) FVM, a
sz6l6 szaporitdanyag eldallitasat, forgalmazasat és felhasznalasat a 87/2006. (XI1.28.) FVM rendelet
szabalyozza (Nemzeti Fajtajegyzék, 2011,

Bevezetés).



Fajta Szdarmazds | Monilids betegség
Bayoto US -
Bergeron FR 3
Borsi-féle kései rozsa | HU 2
Budapest HU 4
Ceglédi arany HU 3
Ceglédi biborkajszi HU 2
Ceglédi gombolyii HU -
Ceglédi kedves HU -
Ceglédi napsugar HU -
Ceglédi orias HU 4
Ceglédi Piroska HU 4
Ceglédi szilard HU -
Génci magyar kajszi HU 1
Harmat HU 3
Harcot CA 4
Korai piros HU 3
Korai zamatos HU 3
Larclyd HU -
Ligeti orids HU -
Magyar kajszi C.235 HU 1
Mandulakajszi HU 4
Nyujto Ferenc emléke | HU -
Pannonia HU 3
Priboto US -
Rakovszky HU -
Roxana HU 4
Rozsakajszi C.1406 HU 2
Szamarkandszkij rannij | HU 3
Toyaco CA -
Toyesi US -
Toyuda US -
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1. tablazat: A fajtajegyzékben megtaldlhato fajtakat szdrmazasuk és monilids betegség iranti

fogékonysaguk alapjan tablazatba szedtem. A fogékonysag mértékét 1-5-ig tartd szdmozéssal

szemléltettem, ahol 5 a legérzékenyebb, 1 pedig a legkevésbé érzékeny a betegségre. Az

szamozast mar meglévo szakirodalomi forrasbdl illesztettem be a tdblazatomba (Dr. Pénzes

Béla - Dr. Szalay Laszlo: Kajszi, 2003). Nem minden fajtar6l taldltam adatot, am

altalanossagban elmondhatd, hogy a fajtak koziil nagyobb szdmban fordultak eld azok,

amelyek a betegségre fogékonyabbak.

A virdgzaskori monilids vesszOpusztulas a legjelentdsebb gombas megbetegedés a

magyarorszagi kajszi iiltetvényekben. Mint azt a fennt 1év tablazatban is Osszefoglaltam, a

Magyarorszagon termesztett fajtak kiilonb6zo mértékben fogékonyak ra. Teljesen rezisztens

fajtakat még nem ismeriink.
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A virdgzas 1ddszaka alatt végzett kiilonb6z6 kémia védekezések koltségesek, novelik a
kdrnyezet szennyezettségét és gyakran nem hatdsosak a fert6zés megallitasara. 2004-ben
Gonc  térségében végzett kisérletek alapjan, sikvidéken 1évd iiltetvény esetében 3,
dombvidéken 2 gombadld hatast permetezést végeztek a kérokozo altal okozott sériilések,
agelhalasok kialakuldsanak visszaszoritasara, am teljes védettséget ez sem adott (Drén et. al.,
2007). A kezelés sikertelenségének oka lehet, hogy a fertézés szisztemizalodik a fakban, vagy
a korokozo ellenéllé a gombadld szerekkel szemben.

A M. laxa éltal okozott vesszOpusztulds két modon mehet végbe. A leginkdbb ismert
¢s gyakran feljegyzett fertdzési folyamat esds idOben jatszodik le, mégpedig a
gombakorokozo altal megfertézott virdagbol indul ki, majd a tobb éves gallyakat karositja.
Ezzel szemben a masik esetben a korokozoé a gallyak szovetébe hatol be és feltehetéen innen
terjed tovabb a fa tobbi részébe. A targyalt jelenséget eldszor meggynél (Prunus cerasus L.)
figyelttk meg (Guido és Thomas, 2006) de késébb a kajszi iiltetvényekben ¢és hazi
gylimolcsoskertekben is elterjedt.

A vesszOpusztulds mar a viragzas alatt bekovetkezik még szaraz iddjaras esetén is.
Problémaként meriilhet fel, hogy a gombadlé szerek alkalmazasa csak a virdgfertdzés
megakadalyozasara javasolt.

A fak védelmét gy tudndnk a legmegfeleldbben biztositani, ha a korokozdval
szembeni rezisztens fajtakat allitanank eld, igy emellett még kdrnyezetvédelmi &s gazdasagi
szempontok szerint is eldnydsebben jarnank el. Ennek a feladatnak sziikségességét mar a 3.2
A kajszi nemesitése Magyarorszagon fejezetben targyalt Magyar Gyula is felismerte. Mai
haszndalatban 1évé hagyoméanyos magyar fajtak koziil, (pl.:’Gonci magyarkajszi’) mutatjak a
legnagyobb ellenéllosagot a fertézéssel szemben, a kiilfoldi fajtdk pedig jelentsen
fogékonyabbak. Sajnos az ellendlld fajtdk termései nem annyira piacképesek, mert
gylimolcsmindségiik kereskedelmi szempontokbdl nem megfeleld. Ezzel szemben a
mérsékelten ellenalld vagy fogékonyabb fajtak kielégitik a modern piac sziikségleteit.

A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszék szigetcsépi
iiltetvényében a 2004-2009 években elvégeztek egy olyan atfogo fajtakiértékelési kisérletet,
mely soran kiilonbozd foldrajzi helyekrdl szarmazd kajszifajtak monilids vesszOpusztuldsra
valé fogékonysagat vizsgaltak.

A folyamatos megfigyelések ¢és feljegyzések arra mutattak rd, hogy a M. laxa
kérokozdval torténd természetesen fertdzott fak kiértékelésére és az egyes fajtak rezisztencia
mértékének meghatarozdsara nem elegendd egyetlen év, hiszen igy nem kaphatunk

megbizhatd eredményeket. A fogékonysdg alapjan rangsorolt fajtdk sorrendjének
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felallitasakor befolyasold tényezd lehet még az, ha az eléz6 évi agpusztulasokat ¢és
gyliimdlcsrothadast is figyelembe vessziik. Fontos leszogezniink azt, hogy nincs semmilyen
jelentds Osszefiiggés az elsddlegesen fertdzott virdgok szama és a korokozo éltal karosodott
agak mennyisége kozott. Azokbol a gallyakbol, amikben a fertdzés lappang még a viragzasi
1d6szak elott atterjed a korokozo a viragriigyekbe és egy latens fert6zés alakul ki.

Tobb éven keresztiili megfigyelések az iddjaras altal okozott évjarathatast figyelmen
kiviil hagyja, igy a vizsgalt fajtak ellenallo és fogékony tulajdonsagait fedi fel. Az egyetem
iiltetvényében taldlhato fajtak fogékonysaganak mértékét a felvételezett tiinetek alapjan

hataroztak meg és a fajtakat igy a kovetkezd csoportokba soroltak:

0 - Teljes mértékben rezisztens: a viragok elpusztulnak, de a gombamicélium nem tudott

elterjedni a hancsban.

1 - Rezisztens: a virdgok elpusztultak és a hajtdsok hancsa karosodott, a kocsany koriili

fert6zott szovetrész kiterjedése kisebb mint 10 mm.

2 - Kdzepesen fogékony: a fert6zott termOrészek ardnya kevesebb, mint 20 %. A legtobb

hibrid és az iiltetvénybdl szarmazo kisérleti fajta ebbe a csoportba sorolhato.

3 - Fogékony: a fertdzott termdrészek aranya tobb, mint 20 %. Ezek a tiinetek akar

viragzaskori szaraz 1ddjaras esetén is megjelennek.
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2. tdblazat: A kiértékelés eredményeit lathatjuk tdblazatba foglalva, ahol a fennt emlitett 4

csoportba soroltak a vizsgalt fajtakat. (Gutermuth A., Pedryc A., 2010, utén)
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2. 4bra : Kajszifajtak rangsora a M. laxa korokozora valod fogékonysaganak szempontja

alapjan. A teljesen rezisztens fajta 0, a legfogékonyabb 3. (Szigetcsép, 2004-2009)
(Gutermuth A., Pedryc A., 2010, utan)
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Osszehasonlitva az 1. és 2. tabldzatban &sszefoglaltakat, elmondhatjuk, hogy a két eltérd
kiértékelési kisérletbdl szdrmazd eredmények nagyrészt megegyeztek. Egyediill 2 fajta
esetében taldltunk eltérést a két tablazatban. A ’Panndnia’ fajtdt az egyik kutatds soran
kozepesen fogékonynak (3-as érték) talaltak, mig a masik esetben a rezisztens csoportba
(tolerant) soroltdk. A ’Ceglédi biborkajszi’ fajta vizsgalatakor a két kisérlet teljesen eltérd
eredményekre jutott, az egyik esetben rezisztens, a masikban fogékonynak allitottdk a

monilias vesszOpusztuldssal szemben.

3. 5 A kajszifajtak eltér6 valaszreakcioja Monilinia laxa vesszéfert6zésére
Zard” és ’Korai zamatos’ fajta, mesterséges vesszofertdzésére adott valaszreakcional

Gutermuth és Pedryc (2010) megéllapitottak, hogy az iiltetvényben tapasztalt ellenallosag
nem korellal a vesszOkon tapasztalhatd pusztult szovetek méretével. Az elpusztult és ép
szovet hatarvonala mutatott hasonldsagot az iiltetvényben tapasztalt fenotipusokkal, amig az
ellenallo Zard’ fajta esetében ez a hatarvonal jol elvalt, az ép szdvet megvastagodott, addig a
fogékony ’Korai zamatos’ fajtandl ez a hatarvonal elmosddott, hosszan elfutd, barna

szovetrészek voltak megtalalhatoak az ép szdvetben is.

3.6 Rezisztenciagének novénypatogén gomba korokozokkal szemben

3.6.1 Rezsizetncia gének csoportositasa szerkezetiik alapjan
A rezisztenciagének termékei receptormolekulak vagy olyan fehérjék, amelyek a fogadott jel

tovabbitasaban toltenek be kulcsfontossagli szerepet (Hornok, 2004). 2006-ig tobb mint 70
rezisztenciagén izolaldsa tortént meg kiilonb6z6d ndvényfajokbol (Xiao, 2006.). A
rezisztenciagének Ot osztalyba sorolhatoak az altaluk kodolt fehérjék szerkezeti felépitése és
azok feltételezett mitkodési mechanizmusa alapjan (3. abra). Az egy osztalyba sorolt gének

sokszor valtozatos kérokozo csoportok felismeréséért feleldsek.
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3. abra: Az ot f6 ndvényi rezisztencia fehérjecsoport: A legnagyobb szamu R proteincsoport

az NBS-LRR csoport, amely a citoplazmaban helyezkedik el. Az N terminalis részén
kiilonbozé (CC vagy TIR) doménokat tartalmazhat. A masodik csoportba tartozé Cf-x
proteinek egy transzmembran és egy LRR doménnal rendelkeznek. A harmadikként abrazolt
csoportba tartozik példaul a Pto gén, mely egy citoplazmatikus Ser/Thr kindz domént kodol.
A negyedik csoportban 1év6 fehérjék hordoznak egy transzmembran, egy kindz és egy

extracellularis LRR domént. Ilyen gének példaul az Xa2l és FLS2. A nemrégiben megismert
RPWS8 gén a transzmembran fehérje N termindlisan egy feltételezett jelfelismert CC domént

kodol (Jones et. Dangl, 2006 utan).

Az els6 — legnagyobb szamban képviselt — csoportra jellemzd, hogy egy NBS-LRR (nucleotid
binding site — leucine-rich repeats) régiot tartalmazo fehérjét kodolnak. Az NBS régio, azaz
nukleotid kotShely fontos szerepet jatszik az ATP és GTP megkotésében. Az LRR, vagyis
leucingazdag régid a rezisztenciagének specifitdsat biztositja. Ezek a gének tovabb
csoportosithatok annak alapjan, hogy analdgjaik az N terminalison hordozhatnak

egy TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) vagy egy CC (coiled-coil) tipustt domént. Az egyszikii
novények csak CC-NBS-LRR tipusu géneket tartalmaznak, kétsziki ndvényekben pedig
mindkét géncsalad jelen van. Novényi genomszekvencidk alapjan megallapitottak, hogy ezek
az RGA-k a genomban elszortan, de csoportokba, Un. klaszterekbe rendezodve talalhatdok
(Yang, 2008). Ez a fehérjecsoport alapvetoen obligat biotrofok, hemibiotrofok ellen biztosit

védelmet. Nekrotroéf korokozokkal szemben hatastalan, a biotrof kérokozokat hiperszenzitiv
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valasszal hatastalanitjak (Jones et. Dangl, 2006). A géncsaldd az ismert névényi genomok
Osszes fehérjét kodolo génjeiknek 0,6-2% részét adjak (Argout, X. és mts., 2011).

A masodik csoportba olyan gének sorolhatok, melyek membranon éthatolo,
nagymeéretii
extracellularis leucin gazdag ismétlodést (eLRR) tartalmazo régiokkal rendelkezd fehérjéket
koédolnak. Az extracellularis leucin gazdag ismétlddést tartalmazod fehérjecsoport fontos
szerepet tolt be a korokozok felismerésében mind a rasszspecifikus és az altalanos
rezisztenciak esetében (Dangel et. Jones, 2001). Az eLRR domain valtozatos szerkezete
lehetdséget biztosit eltérd vegyiiletekkel létrejové kapcsolatokra, mint példaul peptidek
proteinek ¢és szteroidok. Mindannak ellenére, hogy nagy szdmban hataroztak meg eLRR
receptorok funkcidjat, a felismerd képességiik szerkezetiikk alapjan nem meghatarozhaté
(Dievart et. Clark 2004).
A harmadik csoport azon gének csoportja, melyek egy citoplazmatikus Ser/Thr kinaz domént
tartalmaz6 fehérjét kodolna.
A negyedik csoportba az intracellularis proteinkinaz és transzmembran receptorral ellatott
extracellularis LRR doménnel rendelkezd rezisztenciagének tartoznak.
Az 6todik, utolséd csoportot olyan gének alkotjak, melyek altal kédolt membran fehérjén egy

coiled-coil domén taldlhat6 (Dangl et. Jones, 2001).

3.6.2 Poligalakturonazt gatlo fehérjék, mint a nekrotrof novénypatogén gombak
ellenszere

Az extracellularis leucingazdag régiot (eLRR) tartalmazd domainekbdl felépiild fehérjék egy
része a nekrotr6f gombakkal szembeni ellenallosag kialakitasaban vallalnak dont6 szerepet
(Federici et al. 2005). Az eLRR egy tandem ismétlddését tartalmazza az alabbi:
LxxLxxLxLxxNxLt/sgxIPxxLGx 24 aminosavat tartalmaz6 motivummal. A kdzponti eLRR
domén jobb irdnyu szuperhelixként 6sszesen a 10 ismétlésben tartalmazza a 24 aminosavbol
felépiild leucin gazdag részt (Kobe és Kajava, 2001). Az enzim harom jol elkiilonithetd
részbdl all: a parhuzamosan elhelyezkedd 3-lemezek, ami a szolenoid konkav részén
helyezkednek el, a konvex rész harom rovid a-helixbdl all és a harmadik rész a két részt
osszekapcsold B-lemez. Az LRR domént kétoldalrol ciszetein gazdag doménok hatéaroljak.

Négy diszulfid hid stabilizalja — kett6 az N terminalison mig ketté a C-terminalison — a
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fehérje szerkezetét és biztositja a hidrofob szolenoid két végének lezarasat (4. dbra). A
poligalakturonaz gatl6 fehérjék (PGIP), ahogy elnevezésiik is mutatja, a gombak 4altal termelt
¢s kivalasztott poligalakturonaz enzim (PG) felismerésért és aktiv gatlasaért felelosek. A
poligalakturonaz enzimek a gomba kérokozok novényi kolonizalasadnak korai szakaszaban
jatszanak szerepet, a homogalakturon polimereket bontjak, ami a pektin legnagyobb részét
alkotja, igy a sejtfal szerkezete gyengiil meg. Gyiimolcsokben eléforduldsukrol Fielding
(1981) szamol be elsdként. Poligalakturonadzokat mutattak ki Monilia fructigena-val fert6zott
szilva és 0szi gylimolcsokbdl izoelektromos fokuszalassal, mig alig vagy egyaltalan nem volt
kimutathaté az enzimaktivitas a fertdzés kialakulasakor a nyers gyliimolcs mintdkon. Keverési
kisérletek egy poligalakturondz gatl6 anyagnak jelenlétét erdsitették meg, ami izoelektromos
fokuszalassal elvalaszthato volt az enzimtdl. A gatlo anyag jellegét tekintve makromolekula,
héhatasra instabil és tripszines kezelésre gatlo hatasat elveszitette (Fielding, 1981). A PG-
PGIP kozotti kdlesonhatasként csokken a PG agresszivitdsuk amellett, hogy az apoplasztban
elicitor aktiv oligogalakturonok halmozodnak fel. Ezen vegyiiletek altalanos elicitorai
védekezési mechanizmusok beinditasanak, amik fitoalexinek, lignin, gliikan4dzok, proteinaz
inhibitorok és reaktiv oxigén gyokok (ROS) felhalmozodasaként jelentkeznek . Ezek tipikus
valaszreakci61 a nem specifikus rezisztencia folyamatoknak, amiket a patogén asszocialt
molekularis mintazat (PAMP) felismerése valt ki (Dangl et. Jones, 2001). Japan és eurdpai
kortefajtak, amik eltéré fogékonysaggal rendelkeztek a Venturia nashicola korokozoval
szemben, nem mutattak jelentds eltérést a PGIP génjeik aminosav szekvenciajaban, mig a
levélen torténd fertdzés kovetkeztében kizarolag az ellendllo fajtakban kezdddott el a PGIP
gén expresszioja (Faize M. et al., 2004). A vizsgalt fajtak érett gyiimdlcseiben a PGIP fehérje

fert6zés nélkiil is folyamatosan valtozatlan szinten jelen volt.

4. dbra: A kristaly szerkezete a bab poligalakturonaz gatlé enzimének (PvPGIP2). A N- és C-

termindlis cisztein gazdag doménjeit pirossal jelolték. Mindkét termindlison taldlhatd
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diszulfid kotéseket sargaval jelolik, ami a kozponti hidrofob szolenoid részt zarjak le. A
kézponti eLRR domén tiz tandem ismétlddésbdl all. Harom szerkezeti részbdl épiil fel a
fehérje: a kék B-lemezek (B1) a konkav oldalon helyezkednek el, mig a hdrom a-helix rész a
szolenoid konvex oldalat épiti fel (zolddel jelolve). A nem szabalyos alaka B-lemez a
szolenoid két oldala kozé ékelddik be.

A fehérje interakciora képes részét pirossal jelolik a b’ képen, ami fehérjék kozotti
kapcsolodasra alkalmas, mig kékkel jelolt rész interakciokra vald affinitdsa csekély. A
szolenoid konkav oldalan nagy feliilet képes fehérjékkel torténd dsszekapcsolodasra (Federici

et al. 2005, utan).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 Novényanyag
Kutatdsom alapanyagaként a Budapesti Corvinus Egyetem szigetcsépi felhagyott

kajszigylijtemény€bdl szarmazd ,Zard’ és ,Orange red’ (NJA32) fajtdkat valasztottam. Az
el6zo fejezetekben megallapitottak alapjan, azért erre a két fajtara esett a valasztasom, mert a
M. Laxa koérokozoval szembeni ellenallosdg alapjan ezek a két sz€lsé hatarértéket mutattak, a
Zard ellenalld, az Orange red fogékonynak bizonyult. Eredetiiket tekintve a Zard a kozép-
azsiai nemesitési vonalba tartozik, az Orange red pedig New Jersey-bol szarmazik.

Mindkét fajta esetében a fakrdl 2 fertdzetlen é€s 3 fetdzott hajtas lett begylijtve. A szedés
idépontja 2 alkalommal tortént, az elsé esetben teljes sziromhullast kdvetéen 5 nappal, a
masodik esetben pedig 10 nappal. A mintékat eziistpapirba és szaraz jégbe téve szallitottam

be az egyetemre.

4.2 RNS izolalas
A vesszOk szovetét steril szikével lehdmoztuk a fés részig, majd a fert6zés alatti ép szovetet 1

cm szélességben korbehdmoztuk.
Az izolalas soran forrod borsavas extrakciot (Hot Borate) alkalmaztunk. A mintakat az
RNS kivonasaig fagyasztdladaban, -70 °C-on tartottuk eppendorfokban.
Az RNS kivonas Hot Borate modszerrel (Wan et. Wilkins, 1994): Az RNS kivonasa ezzel a
modszerrel 3 napos folyamat.
Az RNS kivond (extrakeios) puffer: 200 mM Borax (Sodium borate decahydrate) pH=9.0
(U.S. Borax Inc., Boron, USA)
30 mM EGTA (EDTA- ethylenediaminetetraacetic acid)
(Merck & Co, Whitehouse Station, NJ, USA)
1 % SDS (Sodium dodecyl sulfate) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)
10 mM DTT (Dithiothreitol) (Promega BioScience,
USA)
Kivono pufferhez hozzaadando: 1 % Sodium deoxycholate (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)
2% PVP
2 % DIECA (diethyldithiocarbamate)
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0,5 % Nonidet-40 = Trixon X-100

Elsé nap: A lefagyasztott novényanyagot porra dorzsoltiik folyékony nitrogénben. A kivono
(extrakcios) puffert (200 mM Sodium borate decahydrate, pH =9,0) 80 °C-ra melegitettiik.
0,1-0,2 g szovethez adtunk 1000 ul (1 ml) felmelegitett kivonopuffert ezt 2 percig
Vortexeltiik. majd 10 percig allni hagytuk. Ezutdn a mintdkhoz 5 ul Proteinkindz K-t
(Fermentas International Inc., Ontario, Canada) adtunk. Ezt Osszekevertiik, majd 42 °C-on,
100 rpmen razatva, 1,5 6rdig inkubaltuk. Ezutan 150 mM-os 36 ul KCl-ot (4,8 mol) adtunk
hozza, majd jégen 1 oraig hagytuk. Ezt kovetden 12000 g-n 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk,
majd a feliiluszot lesziirtiik (ezt vittiik tovabb), és RN-4z mentes, tiszta Eppendorf csévekbe
tettiik. Az RNS-t 2 M-os 250 ul (1/4 vol 10 M LiCl) LiCl-al csaptuk ki, majd jégre tettiik, ott

egy ¢jszakan at inkubaltuk.

Masodik nap: A mintdkat 12000 g-n, 20 percig, 4 °C-on centrifugéltuk. 1 ml 2 M-os 4 °C-o0s
LiCl-al mostuk a pelletet, mig a szinét el nem vesztette (3 mosas). A mosasok kozott 12000 g-
n, 4 °C-on par percig centrifugaltuk, hogy a pellet az Eppendorf aljdhoz tapadjon. Majd
hozzaadtunk 400 ul ml 10 mM-os 4 Cos Tris-HCI-t,hogy a

pelletet visszaoldjuk. Ezt a 1épést ugy végeztiik el, hogy a mintank kozben jéggel hiitve
voltak. Ezutan centrifugdba tettiik 10 percre, 12000 g-n, 4 °C-on . A feliiluszét atvittik 1y,
tiszta csovekbe, majd hozzdadtunk 16 ul, 5 M-os kalium-acetatot a minta kicsapasa céljabol.
Ezutan 15 percre jégre tettilk. Az id6 letelte utan centrifugédba tettilk a mintdkat 5 percre,
12000 g-re, 4 °C-on. A feliiliiszot 1) csébe vittiik at. Ezutdn hozzaadtunk 1000 ul 2,5 M-os
abszolut (96 %-o0s) etanolt, majd -20 °C-ra betettiik a mélyhtitébe.

Harmadik nap: A mintakat 10 percig centrifugéltuk ( 4 °C, 12000 g). A pelletet 1000 ul 70
%-os etanollal (EtOH) atmostuk, majd 2 percig centrifugaltuk, ezutan 1000 ul 96 %-os
etanollal Ujra atmostuk. Centrifugaltuk, majd az alkoholt leszivtuk, a pelletet pedig
vakumcentrifugaban kiszaritottuk. A mintakat 50 ul MQ-val oldottuk vissza, a nukleinsav
tartalmat NanoDroppal mértiik meg.

A kivonas sikerességét NanoDroppal ellendriztiik.

4.2 Kétszalu cDNS-szintézis
A cDNS szintézisét a (Vuylsteke et. al.,2007) altal leirt cikk alapjan végeztiik el a

kovetkezoképpen:
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Az els6 szal cDNS szintéziséhez a kivont RNS-t 100 ng/ul-re higitottuk ki. 11 ul-nyi RNS-hez
adtunk 1 ul az 5’ végen biotin jelolt oligodT primert (Csertex, Budapest, Magyarorszag).
Ahhoz, hogy az oligodT hozzéatapadjon az mRNS polyA farkdhoz az elegyet 5 percig, 65 °C-
on PCR késziilékben inkubaltuk. Ezutan az aldbbi mixet készitettiik el egy mintdhoz:

5x Reaction buffer (Fermentas International | 4 ul

Inc., Ontario, Canada)

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul)| 1ul
(Fermentas International Inc., Ontario,

Canada)

10 mM dNTP mix (Fermentas International | 2 ul

Inc., Ontario, Canada)

RevertAcid M-MuLV Reverse Transcriptase | 1 ul
(200U/ul) (Fermentas International Inc.,

Ontario, Canada)

oligodT-vel jelolt RNS 12 ul

0sszesen 20 ul

A reakcid készitése jégen tortént. Ezt kovetéen a mintdkat 60 percig 42 °C-on inkubaltuk,

majd az enzim leéllitasa céljabol 5 percig 70 °C-on.

A kiegészitd szal elkészitéséhez a kovetkezd elegyet készitettiik el mintdnként:

10x Reaction Buffer for DNA Polymerase 1. | 8 ul
(Fermentas International Inc., Ontario,

Canada)

RNaze H (E. coli) (5 U/ul) (Fermentas | 0,2 ul

International Inc., Ontario, Canada)

DNA Polymerase 1. E. coli (10 U/ul) | 2,2 ul
(Fermentas International Inc., Ontario,

Canada)

nukleazmentes viz 69,6 ul
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dsszesen 80 ul

Ezt az elegyet adtuk hozzéd a 20 ul-nyi mintdhoz, és ezutan 15 °C-on inkubaltuk 2 6raig. A
végtermék a kétszalu cDNS. Az RNaz H az elkésziilt elsédleges cDNS szalrdl leemészti az
mRNS-t, de nem az 0Osszeset, bizonyos részeken megmarad rajta. Ezek lesznek az
inditészekvenciai a DNS polimeraz I.-nek. E. coli ligazt a szintézis sordan nem hasznaltunk.
Ennek a feladata lett volna, hogy a megszintetizalt cDNS részeket Osszekapcsolja, Ettdl

fliggetleniil a szintézis sikeres volt.

Ezutdn a 100 ul kétszalu cDNS végtermékhez 200 ul MQ-t adtunk, majd 300 ul fenol-1
kloroform24 izoamil-alkoholt ( ez az elegy 150 ul fenol-1-et, 144 ul kloroform24-et, és 6 ul
izoamil-alkoholt tartalmazott). Eztutan a mintdkat 12 000 rpm fordulatszamon, 4 °C-on 15
percig centrifugaltuk. A felsd vizes fézist tiszta eppendorf csovekbe vittiik 4. Ezutan
mintankét 300 ul kloroform24 izoamil-alkoholt adtunk hozza, majd 5 percig ujra centrifugaba
tettiik. A vizes fazist tiszta csdbe pipettaztuk at, majd hozzdadtunk 30 ul natrium-acetatot, és
2,5x-0s térfogatt 20 °C-o0s, 96 %-os etanollal (750 ul) kicsaptuk. Eztuan 1 oraig -20 °C-on
inkubaltuk. Ezt kovetéen 13 000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltuk, majd a feliiluszot
eltavolitottuk. A mintdkat 500 ul 70 %-os, -20 °C etanollal mostuk kétszer, majd
vakuumcentrifugdban a mintakat megszaritottuk. A DNS-t 30 ul MQ-val oldottuk fel. A

folyamat eredményességét NanoDroppal ellendriztiik.

4.3 Elso emésztés

20 ul-nyi kétszala cDNS-t 500 ng-ra higitottuk.

A kovetkez0 elegyet készitettiik el mintanként:

EcoRI. (10 U/ul) (Fermentas International | 1 ul

Inc., Ontario, Canada)
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10x Reaction Buffer (Red) (Fermentas |4 ul

International Inc., Ontario, Canada)

MQ 15ul
2 szalu cDNS ( 1 minta ) 20 ul
0sszesen 40 ul

Ezt 3 oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ahhoz, hogy a biotin-jeldlt részeket kivalasszuk 25 ul
Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen Corporation, California, USA) és 250 ul 2x
STEX-et 6sszepipettaztunk, majd Osszeraztuk, ezutdn még 125 ul 2x STEX-et adtunk hozza.
40 ul-t adtunk 1-1 mintdhoz, jol Osszekevertiikk, 30 percig, szobahdémérsékleten, Ovatos
razogatas mellett inkubaltuk. Ezutdn a mintdkat magneses allvanyba helyeztiik. A feliiluszot
Ovatosan leszivtuk, majd a kitapadt vas ionos részt 100 ul-nyi 1X STEX-el mostuk, majd uj,
tiszta csébe pipettaztuk at. A mosast négyszer ismételtik meg. Az utolsd6 mosasnal a
magnessel Osszegyljtottik a gyongyoket, teljesen leszivtuk roluk a STEX-et, majd
hozzaadtunk 30 ul T;¢Eo ; puffert (Bioquote Limited, York, UK) ezt 0 csébe vittiik at.

4.4 Masodik emésztés

Mintanként a kovetkez6 dsszetevoket adtuk:

Trul. (10 U/ul) (Fermentas International Inc., | 1 ul

Ontario, Canada)

Red-Buffer (Fermentas International Inc., | 4 ul

Ontario, Canada)

MQ 5ul

0sszesen 10 ul

Ezutan 2 6ran at, 65 °C-on PCR-ben inkubaltuk a mintakat. Ezt kdvetéen a magnessel
gyongyoket Osszegyljtottiik, és a feliiluszot 0j csoObe vittiik. Ehhez adtuk hozza a ligacios

mixet. A ligacios mix a kdvetkezd Gsszetevoket tartalmazta mintanként:

Adapterek ligalasa



Trul. Adapter (150 pmol/ul) (Fermentas | 0,33 ul
International Inc., Ontario, Canada)

EcoRI. Adapter (15 pmol/ul) (Fermentas | 0,33 ul
International Inc., Ontario, Canada)

10x Reaction Buffer (Fermentas International | 1 ul
Inc., Ontario, Canada)

T4 DNS ligiz (1 U/ul) (Fermentas | 1 ul
International Inc., Ontario, Canada)

ATP (10 mM) 1 ul
EcoRI. Restriction enzyme (10 U/ul)| 1ul
(Fermentas International Inc., Ontario,

Canada)

MQ 5,34 ul
Osszesen 10 ul
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A ligacids mix hozzdadédsa utan a mintdkat 3 o6rdig, 37 °C-on inkubaltuk, ezutan pedig 50 ul

T10Eo.1 puffert adtunk hozza. Ezzel az eljarassal mintanként 100 ul-nyi templatot nyertiink az

AFLP-hez.

4.5 ¢cDNS AFLP els6 PCR reakcidja (preamplifikacio):

A PCR reakciohoz a kovetkezo elegyet allitottuk 6ssze 1-1 mintdhoz

EcoRI. +0 (Fermentas International Inc., | 1,5 ul
Ontario, Canada)

Trul. +0 (Fermentas International Inc., | 1,5 ul
Ontario, Canada)

DreamTaq (5U/ul) (Fermentas International | 0,5 ul
Inc., Ontario, Canada)

10x Buffer (Fermentas International Inc., | 5 ul

Ontario, Canada)




MgCl, 5ul
dNTP mix (10 mM) (Fermentas International | 1 ul
Inc., Ontario, Canada)

MQ 30,5 ul
0sszesen 45 ul
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A PCR elegyhez 5 ul AFLP templatot adtunk hozza, és a kdvetkezd programot allitottuk be a

PCR késziléken:

Ciklus szama (cycle | Denaturacio Inditoszekvencia Meghosszabbitas
number) (denature) kitapadasa (anneal) (extend)
1-25 94 °C, 30s 56 °C, 1 min 72 °C, 1 min

Miutéan kivettilk a PCR gépbdl a mintakat 5 ul-t megfuttattunk agardz gélen. Mivel 5-500

bazispar kozott szmirt lattunk a kisérletet sikeresnek konyveltiik el. A mintakat 600-szorosra

higitottuk T;¢E¢ ; puffert segitségével.
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4.6 A ¢cDNS AFLP masodik PCR reakcioja ( szelektiv PCR reakcio):

A szelektiv PCR elkészitéséhez EcoRI +3 és Msel +3 adaptereket hasznaltunk. Az Msel. A

Trul. izoskizomerje.

A PCR elegy a kovetkezoket tartalmazta 1 mintdhoz sziikséges mennyiségek:

EcoRI: +3 10uM (Fermentas International | 0,05 ul

Inc., Ontario, Canada)

Msel. +3 10 uM (Fermentas International | 0,3 ul

Inc., Ontario, Canada)

Taq (1 U/ul) (Invitrogen Corporation, | 0,6 ul
California, USA)

10x Buffer (Fermentas International Inc., | 2 ul

Ontario, Canada)

MgCl, 2ul

dNTP (10 mM) (Fermentas International | 0,4 ul

Inc., Ontario, Canada)

MQ 9,65 ul

0sszesen 15 ul

Ehhez adtunk 5 ul higitott templatot, és az alabbi programot allitottuk be a PCR késziiléken:

Ciklus szama (cycle | Denaturacio Kapcsolddasi  1€pés | Meghosszabbitas
number) (denature) (anneal) (extend)
1-13 94°C, 10s 65 °C, 30 s (minden | 72 °C, 1 min
ciklus utan 0,7 °C-al
csokkentve)
14-36 94°C, 10s 56 °C,30s 72 °C, 1 min
37 72 °C, 1 min

A szelektiv amplifikacional az adaptereket 3 kiilonb6z6 kombinacidoban adtuk hozzd a PCR

elegyhez. Ezek a kdvetkezdk voltak:
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FElso kombinacio: EcoRI: + ACC és Msel. + CTT
Maisodik kombinacio: EcoRI: + ACC és Msel. + CAG
Harmadik kombinacio: EcoRI. + ACC és Msel. + 0

4.7 Gélelektroforézis

A PCR terméket agaroz gélelektroforézissel elvalasztottuk (1 %-os agardz gélen, 0,5 g
agar-agar, 50 ml TBE puffer Etidium-bromid festés)
Ezt kovetéen a mintdkat megfutattuk 8 %-os akrilamid gélen is. 100 ml, 8 %-os gél a
kovetkezOképpen késziilt: 20 ml 40 %-os akrilamidhoz hozzaadtunk 45 g Ureat (10x), majd
10 ml 10X TBE-t. Ezt 100 ml-re kiegészitettiik desztillalt vizzel. Az Gsszetevoket magneses
keverdvel kevertiik Ossze. Miutdn az Urea teljesen feloldodott 0,1 g ammoénium-peroxi-
diszulfatot (APS) (Fermentas International Inc., Ontario, Canada)1000 ul desztillalt vizben
feloldottunk egy eppendorf csdben. Ebbdl 500 ul-t tettiink bele az akrilamidos oldatba.
Pontosan a 2 iiveglap kozé juttatas eldtt az oldathoz hozzdadtunk 100 ul tetrametil-etilén-
diamint (TEMED) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) hogy a polimerizacié6 meginduljon.
A polimerizacié 30 perc alatt ment végbe, ezutdn a gélt 38 °C-ra eldmelegitettiik. Ezt
kovetden vittiik fel a mintdkat, majd 55 °C-on, 80 W-on 5 oran at futtattuk. Egy zsebbe 6 ul, 2
ul-nyi FDE festékkel megfestett (0sszesen 8 ul) 92 °C-on 5 percig denaturdlt mintat
pipettaztunk.

Az akrilamid gélt 2 iiveg kozott futtattuk, igy a két tiveget is eld kellett késziteni. A nagyobb
iiveget Repel Silane-nal (Promega BioSciences, USA) attoroltiik, ez nem engedte, hogy a gél
az liveghez tapadjon. Mivel azt szerettilk volna, hogy a gél a masik liveghez tapadjon, azt
Bind Silane-nal kezeltiik (Promega BioSciences, USA). El6szor 97 %-os alkohollal lemostuk
az liveget, majd ezutan tettiik r4 a Bind Silane-t. Ez tartalmazott 5 ul Bind Silane-t, 5 ul 96 %-
os ecetsavat , 5 ml 95 %-os etilalkoholt. Miutan felvittilk az tivegre lemostuk 95 %-os
etanollal, ezutan 5 percig szaradni hagytuk. A késziiléket csak ezutan raktuk 6ssze. Mindezt

elszivo alatt végeztiik.
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A futtatds utan a gélt fixaltuk. A fixalo6 oldat 300 ml ecetsavbol, és 2700 ml desztillalt vizbol
allt. Ebben 30 percig, 100 rpm rdzas mellett aztattuk. Miutan kivettiik a gélt az oldatbodl
kétszer atmostuk desztillalt vizzel. A festés eziist-nitrattal tortént. 4,5 g eziist-nitratot
elkevertiink 3000 ml desztillalt vizzel, majd 4,5 ml formaldehidet adtunk hozza A gél ebben
is 30 percig volt, rdzogatas (100 rpm) mellett. Ezt kdvetden a gélt atmostuk kétszer 4 °C-os
desztillalt vizzel. A mintdk el6hivasdhoz a kovetkez6 oldatot készitettiik el: 90 g natrium-
karbonatot, 500 ul natrium-thioszulfatot, ¢s 3 ml formaldehidet vegyitettiink, majd az oldatot
3000 ml-re higitottuk desztillalt vizzel. Amikor kezdtek a mintdk jol lathatéva valni a
folyamatot a fixalo oldat jra felhasznéalasaval leallitottuk. Miutan a pezsgés megszilint, a gélt
kivettiik, desztillalt vizzel atmostuk, majd megszaritottuk. A szdradds utdn a gélt
lefényképeztiik, majd kiilonbségeket kerestiink az ellenélld és a fogékony kajszifajtak kozott,
ezeket a kiilonbségeket a gélbdl kivagtuk, és a mintakat 100 ul T,oE¢ ; pufferben oldottuk fel.
A mintakat a pufferben 1 ordn keresztiil aztattuk, majd a feliiliszot tovabb vittiik egy tiszta

eppendorfbacsdbe.
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A reamplifikécidhoz a kovetkezo elegyet készitettiik el egy-egy mintahoz:

dNTP (10 mM) (Fermentas International | 0,4 ul
Inc., Ontario, Canada)

10x Buffer (Fermentas International Inc., | 2 ul
Ontario, Canada)

DreamTaq 5U/ul (Fermentas International | 0,3 ul
Inc., Ontario, Canada)

Msel (Fermentas International Inc., Ontario, | 0,3 ul
Canada)

EcoRI. (Fermentas International Inc., | 0,01 ul
Ontario, Canada)

MgCl, 2ul
MQ 9,99 ul
Osszesen 15 ul

Ehhez az elegyhez adtunk 5 ul DNS-t, majd a kdvetkezé programot allitottuk be a PCR

készuléken:

Ciklus szama (cycle | Denaturacio Kapcsolodasi  1épés | Meghosszabbitas
number) (denature) (anneal) (extend)
1-13 94 °C, 30 s 65 °C, 30 s (minden | 72 °C, 1 min
ciklus utan 0,7 °C-al
csokkentve)
14-36 94 °C, 30s 56 °C, 30s 72 °C, 1 min

A reakcid végeztével a mintdkat agar6z gélen megfuttatuk, és azoknal a mintékat, ahol egy

csikot kaptunk szekvenalasra el6készitettiik.

4.9 Bioinformatikai vizsgalatok

A NCBI BLAST programjat (Altschul és mts., 1990) hasznaltuk a kapott nukleotid

szekvencidk homoldgia vizsgélatdhoz. Az dszibarack genommal torténd Osszehasonlitast a

Genome Database of Rosaceae adatbazis alkalmazéaséaval végeztiik.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A kivélasztott kajszifajtak €p €s fert6zott hajtasainak hancsszovetébdl sikeresen izolaltunk ép

RNS-t forr6 borsavas extrakcidval, amit a kovetkez6 kép mutatja be:

. e ——m M (o
CTT+EcoRI+0 CAG+EcoRI+0 CTT+EcoRI+ACC  CAG+EcoRI+ACC

1. kép: A 4 primerkombindci6 alapjan késziilt AFLP 6 %-os denaturdlo akrilamid gélen
megfuttatva, eziist-nitrattal megfestve. A piros vonalak a gélbdl visszaizolalt fragmenteket

jelzik 1-13-ig az 1. gélen.
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A cDNS AFLP els6 biztatd eredményét a nem szelektiv PCR reakcio agarozgélen torténd
elvdlasztasaval tapasztalhattuk meg, mert a vart 100-500 bp kozotti elmosddott DNS
mintdzottsagot kaptunk. A protokollt kdvetve 4 primerkombinciot alkalmaztunk a szelektiv
PCR-hez.

Ennek a PCR reakcionak a gélelektroforézisekor mar hatarozottabb, de sok csikot mutatd
mintdzottsagot tapasztaltunk.

A cDNS AFLP mintdk denaturdld akrilamid gélen torténd elvalasztasakor eziist festést
kovetden biztosan elkiilonithetd mintdzottsdgot figyeltiink meg, ami a cDNS AFLP technika

sikeres alkalmazasara utal.

A négy primerkombinacié alkalmazésaval Osszesen 30 eltérd mintdzatot mutatd fragmenst
izolaltunk, amib6l 18 PCR-rel torténo felsokszorositasa sikeriilt. A PCR termékeket direkt
szekvenaltattuk és a kapott szekvenciak homologia alapjan torténd feltételezhetd funkcidjuk
meghatarozasdt nemzetk6zi adatbazisokkal torténd illesztések alapjan végeztik el. A
szekvencidk Oszibarack genommal torténd illesztése lehetOséget adott a teljes gének
szekvencidjanak illesztésére is. Az igy kapott szekvenciaadatokat a 3. tablazatban foglaltam
Ossze. Megallapithatd, hogy a diektszekvenalds sordn gyakran 200 bp koriili pontatlan
szekvencidk miatt az illesztés nem jart sikerrel (6. és 14. minta). Ezentdl egy esetben a
Pseudomonas flavescens szaprofag baktérium génjét sikeriilt kimutatnunk egy ,Orange red’
fertézott mintabol, ami a technika kifinomultsagara utal. Négy minta esetében ( 3., 4., 16.,
18.) nem talaltunk lehetséges génfunkciot homologia alapjan.

A 12. és 13. mintdk mindkét fajtdbol a fertézés hatdsara jelentek meg és az ubikvitin
fehérjelebontasi itvonal aktiv fehérjéi.

A 15. szekvencia egy nekrotréf korokozd gombak poligalakturonaz enzimét megkoto €s gatlo
génhomologja.

Az 6szibarackgenommal torténd illesztés soran kideriilt, hogy két kopiaban taladlhaté meg a 7-
es kromoszoman, egymastol néhany kilobazis tavolsagban.

EST adatbazisokkal torténd illesztés esetén a mandula termésébdl késziilt génkonyvtarban
talaltunk ra.

A Venturias varasodassal szemben ellenallo kortefajtakban a fertdzés hatdsara kezdédott el a
PGIP gén expresszioja (Faize M. et. al., 2004). Ezzel szemben a fogékony fajtadkban a gén

nem expresszalt a kezdeti Venturias fertdzésre.
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A monilia rezisztens ,Zard’ fajta esetében a kezdeti fertdzes soran szedett mindkét mintaban a
PGIP homolog gént meghatdroz6 fragmens megjelent. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy ez a
gén szerepet jatszhat az ellenallo fenotipus kialakitasaért.

Természetesen ez az eredmény tovabbi megerdsitésre szorul, amit a génre tervezett primerek
alkalmazaséaval a cDNS mintakon kivanok a tovabbiakban ellendrizni.

A teljes gén megszekvenaldsa genomi DNS-ekbdl egyarant sziikséges, illetve a génben
talalhatdo két intron kapcsoltsagat kivanom ellendrizni a ,Zard’ és ,Korai zamatos’

keresztezésébdl szarmazo hibridpopulacion.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkdm sordn egy transzkriptomikai analizissel sikeriilt a moniliaellendllosag lehetséges
genetikai determinansanak felderitése. A nekrotrof korokozok ellen tobb esetben
ellenallosagot biztositd PGIP transzkriptumat sikeriilt kimutatnunk az ellenallé monilidval

fertdzott mintainkbol, mig a fogékony mintdkban ez a fragmens nem jelent meg.
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8. MELLEKLETEK

1. melléklet: Mellékelem a kapott kajszi szekvenciakat:

ZEGTCCGTGTCGCAGTAGATTACACAAGCTGCAGCAGCCTGACCACACTGCAATG
égégngGCGATCTTGGACACCTTCTGAGTTCCTGGGTCATAGATTGCAATTTGG
iﬁgﬁgATGCTGTCAATAAAACAGCGTGAGCTGAGAAAGCAACATCATTTACTGCT
éi?gngTGTCCATAGCCGTATTTCTCCCAGTACTGCTTTTGAACGGCGGAGCTGA
éggiGAGGCGTTGTATATGAGATAGGAAGACTGCTTTGTCAAACTCAGCAACAC
gﬁiéggCAATCCCACAACGCTTTTCTTGCGGAAATTCAATATGACTTGTGGGTAG
giég%ACCAACATGCGAAACCCATCCATCCCAAAACTCTGTATGTGATTTCCAGC
TGAGG

TGAATTGTCGGGGAGGGCTTCGGGGGATAAAAC

ZéTAACGGAAACGGTGAAAAGGGGACTGCTTAGAGGGCGGGGTTGCATGGCCGT
éﬁggﬁgéCAAGCGCGAAGCCGCGATGAGAGGACGGCTGTGCCAGCCGAGGGGGA
gggééﬁ}CTCTTCCACCCGGTATCCTTCAGCCGAGAAAAGTGTCAGAAGCATACT
gggggAAAGCATTGGAACCCAAATGCAGAGGCCTAAACCCGGCTTGTCGCAGCC
?ééiéﬁ%CCCCAACGGCTCGTGTCTCTCCACTCGAGCCGCGCCCTCACAGCACACC
?ggKTATCTCCCTCTGTATGTACATCTCCGCCAAGGCCTTCTCCGGCTGCATCGCG
gé?éEAGCGAGTCGAACATGGTCGAGTAGTAGTACAAAGCCTCCGTGAATCGGTC
iéégéGTTTTGTTGTGGTCCGCTTCCTGCTCCACAACCGTCACGATCTTCGGGTTC
?gggéATCCAGCCCAGCATCATCTCAATTGGGGAATTGTCAGGACTCGTCAACGG
TCA

>3
GAAGACTATGTCCACCGACAAGAACGTAGGAATTAGTGCGTGCTGCAAAAATGG
ACTTTG
ACGTTCTATTCTAAGTGAAGGGGAGGAGAAGGAATCGTGCATCTATCTCGAGTTG
CTCCC
TTAAGCGATCTATCCCCTTGTGACGTCGAGTTTGCTCTATTCTCTTAGCTCGGGCT
CCTA
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TCAAGCTTCACTTCGCGCATGATAGCGGCATTATTGGGGAAGGAAGTCGCTCGCT
ﬁgggg;CCCAAGGTGCACGTCGCTAGGTCAATTCATGCTTCGACGCACTCCCGCC

igggggACAAAGTGTTGTGCCATACTTCGAGAATGACACGGTTCGGAGGTCATTT

éé?giAAGCTCCTTCTTCCAATCCCGTAGAGAGGCCTGGAAGAATTGATTGAGAA
Zg?%éATTGACCCATTTTTTCATCTTAAATAAAGACATCATGCCCTAGACGCGAA
g?iiéAGACCCAGGTGAATGGGGAGGGCCTGGGGGGA

>4
CAACGGAACGAGGAAGGGAGGATATGAGGGTGGTTAATAGGGTATTTGCGGATC
GATATA
GGGGGGGGGTGCCGATGACATAGTGGCGACAGAGGTAATAAAAGTTGGAGGGG
AGGGGTC
GGACACCCCTAAATCTGGAAAGGGTCTGGGGCAGATCTTTGGAGCTGAATAATTT
GAACC
CCACTTGGCACTGAGGCTTGGATTATCTGATGTGGCTTGAGCGTGTTGATATAGT
AACTA
AGTGATGGCCCAGAGTATTCTACCTTCTGCACCGCAGGTGGGTTCTTACCTACTTG
GAGG
AGTATTGATGAAGCTGCAGCAACGGAGATGAGTGCAAGCCCAGCAGCGATTGCT
GCTGTG
TTCTCTGCTCCATTGGATGAAGACCCTGCACTTCCTGAACTTATTACACTTTCTGC
TACA
TAAACTGCAGGCTCAACAGAATATATGTTTGTCTGGCCAGCGGTGTCCTTCTCAA
CATAT
CCAGTCCAACCACGTTTGCGAGGTGGAAATGTCCCAGAAACTTTTGTCTTCTCAC
CAGCC
AACCATTCCACGCTGACCTTTCCAACCTCTTTGTCAGGAGCGCATTCTTCTCGTAC
TAGG
TTGAATTACTATTGCGACACTGTCATCAGTAGGGTAAAACTAACCTGTCTCACGA
CGGTC
TAAACCCAGCTCACGTTCCCTATTGGTGGGTGAGCAATCCAACACTTGGGGGGAT
GGGGC

GGGCCTCATCAAA

E%GTAGCCTCAATGAGGGCTGTAACATCGGGTGAATCAGCGAGGGGAAGGCATA

éggggéTCGACTCGCGGCCCATTCCCGCGGCGGGGGGATGGCGGCGGTCATCCAT

éégigCGGTGGTCAGGCCTTTGACGTGCTGGCCCTCTTCGTCTTCCTTGCCCTTGA

SgﬁgécTGCGCCTAGGAAACCGAGCCCCGCGATCACCCCCTGGACCACACGACTC

§£§8§CCTGATTGCCGGACATCTGCGGTACCAGCACAAACAATGCGGCGCCCATT
A
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GAGCATATGGTTGCGCACACCGGCAGCCTTGCCCTTGTGCTCGCGCTCAAACCCG
AGGAT
GCCGCCCAACAGCGCTGCAATCAACAGGCGAACAGTGATTTGAGTGACCTGTTTC
CCGTC

ACCAACGTCGGGGGGGGTGTGTGGGGTCATCAGAGTGGGGGGATCA

>6
AATGCATTGGMAGGAGAAGATCCCTAAAGGGATAKAAARYYCAAAASMCCYRG
AWRGYCA
TTTTCTTCYTTTCTTTTCTTCKCGTATCAARTCGAATAGAAGAGATTGAGAACACA
GCAA
AGAAAATAWTGAAMGAAAWAGTGAAAGAGAWWGAGGAAAAACTAGCGACTG
AAGAGCTTC
TCTTTTTGTTTCTGTTCGAGCGGGGAATTGWGAGGATWYCATCRGTMA

EZI“GAACATTCTACAATAACAATGGGCGGGGGAGCGGACGAGGGAGTACGGTCGT
;%TF%TFTCGTGCGGTATGTAGI ITTACCTTTTCTTTCTTCTCACGATAGTGTAAGGGAG
ggé"lTTTGAGAAATTAAATGGCTCTCAAGATGTGCGTATGATTGTTGTGAGGCACA
EAAé(;((Z}CTGAGACTGTAGTTAGGAAGTTACTGTTTTGACTCTGTATATTCAGCAATT
gégl(;CCTGCGGAAGGAGATGAGACAGGGGCAGTAGGATGATGATATGATCAATG
(C}ﬁﬁié?CTCTTTCTTGCAATGGTAAACAGAAAACAACTGGGACGGCATCACTGAC
gg"l?l{gGTAGAGCGAATAACCAACAAGTGCGGACATCAAAAATGTCCATAGTACC
i??(T}igTGCCACCGCTCAAGTCTTCTAATCCTTGACTGCATGTCTTCGATAACCCC
:?(;%AGGAGAAACTTCTCTAATTGGTGACGATTCAAAAGCTGAACTGCTACCCTGAG
giiiiTTCTACAAGTTCCTGCAACCTTGCAGCTTGCTGAGGGTGAATTGTGGGGG
AAGTC

CTCAA

>8
GACGGCATATTCACCACCCTCTGATTAGGGATTTTGCGCGTATTCGATCCTACAG
AAACT
TCCAAGGAGACATGGGAGTGCATCAAGATGATGTACCGAGGTGCCAAACGCGTC
AAGGAT
GCCCGTGTTCAAACCCTCATAGAAGAGCTAGACGCCTTGCGGATGAAAAGCACG
GAGTCG

GTCGACGACTTCGTAATGAAGGTGAATTGTGGGGTGCTCATCAA

>9
CCAATCATAAACGCATTAGTCATGAAGCCATGACAACAATCATAGCAATGCCGA
GCAAAA
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GCCCTAGGGTCTTCATGGTCGCAGATATGCCATGATACCAGCACCGATTATAGTT
GTGTA
GAGATTGAAAACAGCTCCACTAAACCAAGCTCCGGTGAATTGTCAGACTCATCAA
AGGGG

CTACG

>10
CATTCCCATTGGTTCTACATGCAGCTAGCAAAACACTCAACTTCATTTGGCTTCGT
TGGC
ATGTTTTCGATTACTTTCAAGGCACTTCCAACATCCCTGCACGGCTATACATATCG
GCTA
TGCACTCCGGATGCTGGACTCTCAAGGTTATTCGGTGAATTGGCGTGACTCATCA
AAG

>11
CCATCAATAACGCATTAGTCATGAAGCCATGACAACAATCATAGCAATGCCGAGC
AAAAG
CCCTAGGGTCTTCATGGTCGCAGATATGCCATGATACCAGCACCGATTATAGTTG
TGTAG
AGATTGAAAACAGCTCCACTAAACCAAGCTCCGGTGAATTGTGAGGACTCATCAA
CGG

>12
CAACAAAAAAACGATTATGTACAATTTTGGGGGAAAAGAAAGGGCACAAGATTT
GGCAAA
AAAATGCTATGTAACATCCATTGTGAGGTTGGTGTCATGGTGGTGAATTGGCATA
AGGTC

ATCAA

>13
CAACAAAAAAAGATTATGTACAATTTTTGGGGAAAAGAAAGGGCACAAGATTTG
GCAAAA
AAATGCTATGTAACATCCATTGTGAGGTTGGTGTCCTGGGGGTGAATTGGGTGAA
GGCCT

CAAA

>14
TGTTGCCAAGTGAATGCAGAACGGAAGAAGAGAATGTCCAGCACCTGATTCCAA
GTACAT
GTAACCCACTGTTGTTAGCTAGACATTGAAATGGTTCAGAGGTGAATTGACTAAG
ACTCA

TCAA

>15
AAATCTATCTTGCAGCTTGGGAGTGGAGCACCGCACAGCAGCGGTTATGGAAATA
CGTCG
AGGAGTCAAAGCTCTGCAACTTCCCACCCACTGGAATCTGACCACACAACCTGTT
GTAGC
TCACGTTCAGGTACTGCAAATCATTTTGGGTTAGCCCCACCGGAATACTGCCTGT
GATCT
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TGTTATGGTTGAGATCCAAGGAAGTCAAGCTCTTCGAAAACTTCACCTTTGACAG
ATCAA
ATTCCAGCAAGTTCCTCGACAGATCCACAATCTGGGTTGTCTTGTTCAATCGGAA
GAGCA
TGTATGCATCACCTTCGAGCTTGTTCCGGGAGAAGTCTATGGTGCTGAAGTTCAG
TTTGG
CTAATGAGGTTGGTATGGTGCCTGAGAGCTGGTTGTGAGAGAGATAGAGATCTGG
AACAC

TGCCATGGAATTGTCAGGACTCATCAACATCA

EngATATAGGTGATAACTTCGGGCTGCGCCAGAGCTTTTCCTCCCAGCACGGGC
églg%CCCACGCCCCTAGAGTTTCCCGCTTTGGGCAAGGTTTCCTTCGGGGTTTG

gggggACTGCCCACCCCGACTCCTTATTTTTCCTCCACTCCCGACTATTTCCATCTT
igiAAACTACGCCTTTTGCTTCCACTCCTAAAACGTCTTCTTTCATGGCCCATTAT

éégéGGGGGCAGGGGCTTCATTGGAAAAGGGGAGCAGTAGGCATAGCGC

EgéCGCTGACAAGCTACGACACACAAACTGCAGCGCCTGACCACACTGCAATGAC
ééi%%GCAATCTTGGACACCTTCTGAGTTCCTCGTTCATAGATTGCAATTTGGAAC
égﬁiTGCTGTCAATAAAACAGCGTGAGCTGAGAAAGCAACATCATTTACTGCTAC
?éiﬁz}GTCCATAGCCGTATTTCTCCCAGTACTGCTTTTGAACGGCGGAGCTGAAG
éﬁgﬁGGCGTTGTATATGAGATAGGAAGACTGCTTTGTCAAACTCAGCAACACGA
ﬁégggiATCCCACAACGCTTTTCTTGCGAAAATTCAATATGACTTGTGGGTAGCC
éggiéCAACATGCGAAACCCATCCATCCCAAAACTCTGTATGTGATTTCCAGCTG
AATTG

AATTGTCAGGGACTCATCAACA

ZX;CCTCCCACGTCGCAGGAGATCTGCAGAAGGGGAGAGGCTGTGTCATCGTTG
iéﬁ%géCGCCCTGAGACATTTCTCCTGGGGGCGACTTCGTCCCTCAGTCCATGGA
géﬁﬁ?CTGGTGCTCGACGACTGGCTCTGCCTCGGCCTCGTGCTTCACCACGACCTC
ggiéTAGGTGCTTGATAGGGTCGATGTTCATTTCAGAGTCTCTTTTTGTTTGCCTC
¥8i§GGCGGCCTTGGTCTTCTGGATTCCTGCAAGTATTGTCTTGTTAGGTCTCAGT
giiEGGGCTCATCGGGGGGTGCGGG
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2. melléklet: Osszehasonlito tablazata az eltérd expressziot mutatd fragmenseknek (3.

tablazat)
A
transzkriptombél |a Legnagyobb
SZArmazo visszaizolalt homologiat mutatd | A homologia alapjan | Az dszibarack genomjaval torténd
fragmens (TDF) TDF hossza | TDF annotalt gén v. gén | valoszinusithetd illesztés alpjan a TDF lokusza, e-
eredete (bp) mintazottsiaga csalad gének leirdsa értéke, pozicidja és és kromoszomaja
az 0sszes ppa017921m E-value: 2e-63
fert6zott zard scaffold 3:21079579-21081198
mintaban PQ-loop ismétl6do Ppa021350, E-value: 2e-63
1. Zard fertézott 1. 453 | megjelent fehérjecsalad scaffold 3:21,076,300..21,089,160
Gibberellinek
névényi hormonok,
amik a novekedést
szabalyozzak.
DELLA proteinek
transzkripcios
regulatorok,
amelyek
alulszabalyozottak
amikor giberelinek
kotddnek a
receptorukhoz.
GID1 komplexet
képez a Della
mindkét korai proteinekkel és a
Zard mintaban 26S proteoszomara | ppa003975 E-value: 1.00e-254
2. Zard fertozott 1. 538 | megjelent Della protein irdnyitodnak. Az N | scaffold_7: 20910516 - 20912871




terminalison a
konzervalt DELLA
és VHYNP
motivumokat
hordoznak, amik
meghatarozoak a
GID1 megkdtéséhez
¢s a proteolizoséhez
a DELLA
proteineknek.
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Csak ebben a
mintaban jelent

E-value:9.4e-18

3. Zard fertozott 1. 517 | meg ismeretlen fehérje Scaffold 2:22,790,098..22,790,193
Csak ebben a
4. Orange Red mintiban jelent proline-gazdag gén | Ppa011164 E-value:1.5e-
fert6zott 1. 733 | meg ismeretlen fehérje csalad 124scaffold 2:3,192,907..3,195,390
Csak ebben a kiilsé szennyezddés
5. Orange Red mintaban jelent | Pseudomonas
fertdzott L. 466 | meg fluorescens gén
rovid szekvencia
6. Zard fertézott 1. 228 homologia nélkiil ismeretlen régio
P-loop protein, ami
a
nukleozidtrifoszfat
hidroliziséért
7. Zard fertozott Mindkét késoi felelos fehérje ppa000994m.g e-value:2.6e-133
11. 605 | Zard fertozésnél | Foszforibulokinaz | csalad scaffold 1:22,024,771..22,025,550
Transzmembran
Csak ebben a aminosav
8. Orange Red mintiban jelent |transzporter
Fert6zott 1. 224 | meg fehérje ppa005008m e-value: 6.6e-9
scaffold_6:11,623,135..11,623,296
e-value:3.8e-61623378
10. Zard fert6zott 1. 185 ismeretlen fehérje
11. Zard fertézott rovid szekvencia
I1. 178 homologia nélkiil ismeretlen régio
RING finger
fehérjék a
mindegyik korai kulcsenzimei a
12. Zard fert6zott fert6zésnél Cink ujj fehérje ubiquitin
I 125 | megjelent C3HCH4 tipus anyagcsereutnak ppa024723m
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RING finger
fehérjék a
mindegyik korai kulcsenzimei a
13. Orange red fertozésnél Cink ujj fehérje ubiquitin
fertozott 1. 124 | megjelent C3HCA4 tipus anyagcsereutnak ppa024723m
mindkét Orange
14. Orange Red red termékben | rovid szekvencia
fert6zott 1. 124 | megjelent homologia nélkiil ismeretlen régié
A PGIP fehérjék a
novénykorokozo
gombak
poligalakturonaz
A korai enzimét képesek
fert6zéskor gatolni a pektin ppa008474m e-value: 5.5e-153
mindkét Zard lebontas scaffold_7:10,624,791..10,625,217
15. Zard fert6zott mintaban Poligalakturoniaz | megakadilyozisa | ppa008479m e-value:0,
L 452 | megjelent gatlo fehérje végett. scaffold 7:10,645,144..10,645,571
Csak ebben a
16. Orange Red mintiban jelent
fert6zott 1. 289 | meg ismeretlen fehérje ppa007057me value: 1e-24
17. Zard fert6zott PQ-loop repeat Ppa021350, E-value: 2e-63
11. 442 family protein scaffold 3:21,076,300..21,089,160
mindkét Korai
18. Zard fert6zott Zard mintiban
I 325 | megjelent ismeretlen fehérje
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