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1. Bevezetés és célkitlizés

A Solanaceae csaladba tartoz6 paprika (Capsicum sp.) vilagszerte az egyik legjelentésebb
z6ldségnoévény, amelyet elsGsorban tapértéke miatt termesztenek (PARISI et al., 2020).

Kiemelked§ szerepe hazankban is vitathatatlan, KSH adatok alapjan elmult 6t év atlagaban
(2017-2021) a zoldpaprika orszagos termésmennyisége 100 649 tonna, mig a fdszerpaprikaé
17254,6 tonna (KSH, 2023).

Hazank agrookologiai adottsagai miatt csak korlatozottan alkalmas a szabadfoldi arupaprika
el6allitasra, ilyen termesztési kortilmények kozil tébbnyire az ipari alapanyagul szolgald termék
szarmazik. A magasabb mindéséget képvisel6 frisspiaci paprikat a jelentésebb koltségekkel jard
hajtatott technoldgiaval termesztik (TOMPOS, 20006).
igények csak a nagy raforditassal jaré magas termelési szinvonalon valésithatok meg.

Tovabbi névekedés varhaté a magas tapértékd termékek iranti fogyasztoi kereslet miatt. A
paprika valoban gazdag forrasa az olyan vegytileteknek, amelyek fontos taplalkozasbéli és rakellenes
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Azonban a kedvezé tendencia ellenére vilagszerte szamos kartevo
és betegség fenyegeti a termesztést, ami korlatozza a termelékenységet. A valtozé koriilmények és
az emelked6 energiaarak mellett a fogyasztasi trend fenntartasdhoz 4j, ellendlldé és o
termbképességu fajtak kifejlesztése sziikséges (PARISI et al., 2020).

A paprika betegségei kozil a virusok szerepe tagadhatatlan, mivel a terméskiesés mértéke
és a védekezés nehézsége miatt jelentés gondot okoznak (BENNER — KUHN, 1985).

A hazankban, paprikaban a Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) és az Uborka
mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) bizonyult a leggyakoribbnak, és a legnagyobb
termésveszteséget is ez a két virus okozta (TOBIAS — MOLNAR, 1983).

A virusok okozta problémakra egyértelmden a marker alapu rezisztencia nemesités
jelentene megoldast. A marker alapu rezisztencia nemesitéssel kapcsolatban meg kell emliteni
szamos nehezité tényez6t. A felmeriilé akadalyok koziil az egyik legosszetettebb a paprika genom
tulajdonsagaiban keresend6. Nem elég a paprika genom nagy mérete (~3,2 Gbp), amely a burgonya
genom méretének négyszerese, még az ismételt szekvencidk, illetve mobilis genetikai elemek is
jelentés aranyban (~80 %) vannak jelen a genomban, ami nagymértékben neheziti a gének
azonositasat (KIM et. al., 2014).

A virusok oldalarél is szamos tényez6 neheziti az eredményes marker alapu
rezisztencianemesitést. Az uborka mozaik virus hiaba az egyik legfontosabb a paprikat fert6z6

virusok koziil, de a CMV rezisztenciaval kapcsolatos jelenlegi tudasunk a paprika vonatkozasaban



még csekély (GUO et al., 2017). Tébbek kézott a paprika CMV fert6zés transzkripcids szinten
adott valaszairdl is korlatozottak az ismereteink (ZHU et al., 2018).

A TMV esetében a kilonféle rasszokkal szemben rasszspecifikus, de nagyon hasonlé
(97,5%-98,9% azonossagu) szekvenciaju gének (L gének) ismertek ugyan, de ezek marker alapu
elkilonitése nem konnyt feladat, mivel a paprika genom nagy szamban tartalmaz L-gén analégokat.
Mind az L gének hasonldsaga, mind az analdg szekvencidk megnehezitik a megfelel6 detektalasi
rendszerek kifejlesztését (IKALAPOS et al., 2021).

A bemutatott nehézségeket és a téma jelentGségét szem el6tt tartva, jelen dolgozat célja a
paprika TMV és CMV rezisztencia molekularis genetikai hatterének vizsgalata. Ehhez
transzkriptom alapi megkozelitést alkalmazunk, melynek soran a fertSzéssel el6idézett
génexpresszios valtozasok elemzésével tervezziik az ismert rezisztenciagénekkel nagyfoku

hasonlésagot mutaté géneket rezisztens vonalakban azonositani.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Etkezési paprika (Capsicum annuum)

A Capsicum nemzetség egy a tobb mint kilencven Solanaceae csaladba tartozé nemzetség
kozil. A Solanaceae csalad a paprika mellett olyan kereskedelmi szempontbdl fontos z6ldségeket
foglal még magaba, mint a paradicsom, a burgonya vagy a tojasgyimoéles (PARISI et al., 2020).

A Capsicum nemzetség fajai  altaldban lagyszariak és sokmagvu termést hoznak.
Géncentrumuk Kozép- és Dél-Amerika. Fagyérzékenyek, igy csak trépusi korulmények kozott
képesek tobbéves novényekké fejlédni (BOSLAND, 1996).

PARISI és munkatarsai (2020) munkajukban t6bb mint 30 Capsicum fajra hivatkoznak,
amelyek kozul kettSt (C. annuum és C. frutescens) Kozép-Amerikaban, harmat (C. chinese, C. baccatum

és C. pubescens) pedig Dél-Amerikaban vonhattak termesztésbe.
2.1.1. Etkezési paprika (Capsicum annuum) megjelenése Magyarorszagon

A Capsicum annunum a legelterjedtebb és a legintenzivebben termesztett az 6t haziasitott
paprika faj kézil. Feltehetéen az erételjes borsos {zének koszonhetéen kertlt Eurépaba a nagy
toldrajzi felfedezések idején (IDREES et al., 2020). Spanyolorszagi térhoditasa utan terjedt el
altalanosan Furdpa nyugati felén. Magyarorszagon a XVI. szazadbol mar irasos bizonyiték van az
elsé novények behozatalardl, de a nagyobb aranyu termesztésbe vételét csak a XIX. szazadra teszik.
El6szor Szeged kornyékén termesztették, majd innen fokozatosan terjedt el az egész orszagban. Az
els6 vilaghaborut kovet6 behozatali blokad serkentette a termesztését, majd a masodik vilaghaborut
kovet6en a fiszerpaprika termesztés mellett a friss fogyasztasra szant paprika termesztése is fejlédé

palyara allt (SOMOS, 1975).
2.1.2. Botanikai jellemzése

Fégyokerének tengelye erésen fejlett orségyokér, oldalgyokerei egyenletes eloszlasban
helyezkednek el. Sekélyen gyokerezik, jellemzéen 30-40 cm mélységben. Hajtasrendszerére
jellemz6 az alul furtosen, felil bogasan elagazé oldalhajtasok megléte és a kezdetben lagy, kés6bb
fasodé szar (SOMOS, 1975). A noévekedés tipusa szerint lehetnek folytonos névekedésd
(indeterminalt) fajtak, melyek a folyamatos termésképz&dés miatt a hajtatasi idészak hosszanak
megnovekedését eredményezik, valamint determinalt fajtak, melyek elénye a korai generativ
szakaszba 1épés és az id6zithet6 betakaritas (SOMOS, 1980). Levelei egyszert, ép széltek és nyéllel
kapcsolédnak a hajtasokhoz. A tortfehér viragok 10-15 mm atmérdjhek, tébbnyire hat

sziromlevéllel rendelkeznek, egyedil allnak a bogas oldalagak csicsan és kocsannyal illeszkednek a



hajtashoz (SOMOS, 1975). Viragok altalaban 6nbeporzok, de térténhet 17% keresztbeporzas szél,
illetve rovarok altal (IDREES et al., 2020).

Sntaan &« Paprica

1.abra Paprika és bogy6 valtozatai.
(Forrds: INTERNET 1)

A sokmagvu bogyotermés formai és szinbéli variabilitasa szamottevs. Alakjuk szerint
lehetnek blocky, gémb, lapitott gémb, kipos, hosszu és hegyes termések. Sziniik alapjan 1éteznek
fehér, z0ld, sarga, narancs, barna, rézsaszin, lila és fekete bogydju fajtak (1. abra). A kapszaicin
tartalom fuggvényében lehetnek édes és magas kapszaicin tartalmu csipés termést hozok
(CSILLERY, 2006). A felfdjt bogyétermésben a magok maglécen (placenta) ilnek és
koldokzsinorral (funiculus) kapcsolédnak hozza (NYAKAS, 2006). Magjai lapitott vese alakuak,
sargas-fehéres szindek és sima feliiletGek (SOMOS, 1975).



2.2. Paprika termesztése

A paprika termesztésével kapcsolatos f6bb tudnivalokat az 1. tablazatban foglaltam Gssze.

1. tablazat Osszefoglal6 tiblazat a paprika termesztésérdl.

(Forvis: HELYES et al. (2006); SOMOS (1975, 1980) és KOCSISNE et al. (2013) nyomdn)

Futott hajtatas

Szabadfoldi termesztés

Magvetés

palantaneveléshez: december vége,

augusztus

palantaneveléshez: marcius
kozepe
helyre vetéshez: aprilis 10-20., 10-

12 °C-os talajh6mérsékletnél

Palanta kitiltetés

aprilis vége, szeptember

majus kozepe

Termeszt$ kozeg

kégyapot, perlit, kokuszrost, talaj,

tézeg

laza szerkezet(, konnyen

melegedd talajok

Eldvetemény

jO: bab, gyokérzoldségek,
kaposztafélék, 6szi kalaszosok

rossz: burgonyafélék, kabakosok

Onto6zés tipusai

csepegtetd rendszer

esOztetd vagy csepegtetd rendszer

szervestragya, mutragya,

élémunka igény

Tapanyag ellatas folyékony mutragyak, tapoldatok
levéltragyak, tapoldatok
kotozés, metszés (vegetativ —

generatfv egyensuly fenntartasa), rendszeres novényapolas,

Novényapolasi
arnyc¢kolas, szell6ztetés, tamrendszer mellett nevelt
munkak _
termésritkitas, levelezés, beporzok novényeknél metszés
(Bomibus sp.) betelepitése
folyamatos szedés miatt f6leg _
Novényvédelem _ o talajferttlenités, gyomtalanitas
biol6giai médszerek
) id6zitett betakaritas, kézi vagy
Szedés folyamatos szedés, kézi betakaritas .
gepi
Atlagos
16,5 kg/m’ 7 kg/m’
terméshozam

munkacsucsok mellett folyamatos munkacsucsok: palantazas,

Munkaerdigény

betakaritas




2.2.1. Paprika névényvédelme

A paprikatermesztést nehezité tényez6k kozil fontos megemliteni a talajos termesztési
technoldgia esetén a polifag talajlakéd kartevSket, melyek a gyokérzetet karositjak, és elérejelzésre
alapozott talajfertStlenitéssel védekezhetiink elleniik. Ilyen kartevok a cserebogarak (Melolonthidae)
larvai a pajorok, a pattandbogarak (Elateridae) larvai a dréttérgek, a fénykerild bagolylepkék
(Noctuidae) hernyoi és a l6tucsok (Gryllotalpa gryllotalpa). Szintén a termeszt6kdzegbdl ereds kartevék
a gyokérgubacs fonaltérgek (Melidogyne hapla és M. incognita), és a szar tonaltéreg (Ditylenchus dipsaci.)
A levélen karosité rovarok kozil kiemelten fontosak a levéltett fajok, melyek a szivogatasukon
kivil tébb virus bizonyitott vektorszervezetei. Els6sorban hajtatott korilmények k6zott jelentSs
az uveghazi molytetQ (Trialenrodes vaporarium) és a kétfoltos takacsatka (Tetranychus urticae) kartétele
(PARISI et al., 2020).

A generativ részek karositdja a nyugati viragtripsz (Frankliniella occidentalis), mely a
szivogatasa mellett a paradicsom bronzfoltossag virus vektora (VISSCHERS et al., 2023). A
termésbe ragd gyapottok bagolylepke (Helicoverpa armigera) hernyoéia is jelentés karokozasra képes,
valamint kortani eredetd problémak indikatora lehet (TANPURE et al., 2017).

A paprika baktériumos megbetegedései koziil a paprika pszeudomonaszos betegsége
(Pseudomonas syringae pv. syringae) és a xanthomonaszos betegsége (Xanthomonas vesicatoria) okozhat
kellemetlenséget a termel6knek. Gombas betegségei kozil a palantanevelés soran fellép6
Rhbizoctonia solani és a Phytium sp. altal okozott palantadd6lés tiinetegytttes, a paprika lisztharmat
(Leveillula taurica), a fehérpenészes hervadas (Sclerotinia sclerotiorum) és az alternarias maghazpenész
(Alternaria alternata) emelendé ki (GLITS - FOLK, 2000).

A paprika termesztés egyik kulcskérdésének tekinthet6ek a paprikat fert6z6 virusok. A
paprikakultarak virusfertézottsége tag hatarok koézott mozoghat és a szaz szazalékot is elérheti
(BENNER — KUHN, 1985). A virusfert6zés altal kivaltott elvaltozasok sokfélék lehetnek. Az
enyhe levélklorézis és hullamosodason at a lokalis nekroézis, hervadas, s6t a novények teljes
pusztuldasa sem ritka. Mivel tébb virusfaj is okozhat hasonlé tineteket, igy csak a tinetekre

hagyatkozva korlatozottan lehetséges a virus pontos diagnosztizalasa (KENYON et al., 2014).
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2.3. A Dohany mozaik virus (7obacco mosaic virus, TMV)

A Tobamovirns nemzetség tagjai mechanikai uton terjednek, és a foliasatorban vagy
tveghazban termesztett paprika szamara legkartékonyabb virusok. Egyik legelterjedtebb
képviselbje a Tobacco mosaic virus (TMV), mely kilonosen stabil virus, ezért fert6z6képes marad a
szennyezett névényl maradvanyokban, komposztban, talajban és 6nt6z6vizben. Gyakran terjed
magvakkal, amelyek lehetnek kiviilr6l vagy ritkabban belséleg (endospermium) fertézottek
(PARISI et al., 2020).

2.3.1. TMV tiinetei paprikan

A fertéz6tt paprika névények kiilonb6z6 mértékd elsésorban erek kozotti mozaikossagot,
illetve nekrozist mutatnak a leveleken, szaron, esetleg a bogyon. Ezen kivil a novények
fejlédésének visszamaradasa figyelhet6 meg, a levelek, termések és az egész névény kisebb marad.
A nagyobb érzékenységet mutaté fajtaknal el6fordulhat a nekrotikus terméscsikossag, a szar
nekrozis, esetleg a viragok elsargulasa. Tovabbi tiinet a névények szarazanyaganak, vegetativ
tomegének, valamint a klorofil a és b termelésének csokkenése. Megftigyelték a prolin tartalom
novekedését levelekben, de ez valoszintleg fajtanként eltérd értékeket mutat (PAZARLAR et al,,

2013).

2.3.2. TMYV biolégiaja

A virionok merev palcika alakiak, nem boritja 6ket lipid membran és tobbnyire egyenesek,
300 nm hosszaak és 18 nm szélesek (KLUG, 1999). A virus genomja egyszala RNS, amely 6395
nukleotidbdl épiil fel. Az RNS spiral a virion kozponti tengelyétél 6,6 nanométer tavolsagra a
kapszomérekbe agyazédva talalhaté. A kapszid 2130 kapszomérbdl all, mindegyik 17,5 kDa
molekulatomegti és 158 aminosavbol épiil fel (SCHOLTHOF et al., 2011). A dohanymozaik virus
RNS-ének 3’ vége tRINS-re hasonlité masodlagos szerkezetd, hisztidin kotésére képes. Az 5’ végen
7-metil guanozin sapka (m7G50pppG) talalhaté (ADAMS et al., 2017).

A tobamovirusok és igy a TMV genomja 4 nem atfedé nyitott leolvasasi szakaszt (ORF)
tartalmaz. Az elsé leolvasasi szakasz egy 126 kDa nagysagu fehérje szintéziséért felel, melyben két
funkcionalis domén szerepét bizonyitottak. Az egyik domén a metiltranszferaz aktivitasért, igy
kozvetve a sapka formalédasaért, a masik pedig RNS helikaz aktivitasért felelhet. Egy amber
stopkodon (UAG) koveti az elsé leolvasasi szakaszt, és azon keresztiil torténik meg egy 183 kDa
nagysagu fehérje szintézise. Ebben a fehérjében 4 domént azonositottak és RNS figes RNS
polimeraz (RdRp) aktivitassal rendelkezik. Két tovabbi fehérje irédik at az RNS 3’ végének
kozelében. Egy 17.5 kDa, illetve egy 30 kDa méretd mozgasi fehérje. Ezek a fehérjék nem
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kozvetlendl a teljes hosszasagi genomi RNS-r6l, hanem szubgenomi RNS-ekr6l (12 és LMC)
transzlalodnak (BEACHY - ZAITLIN, 1977). A 17.5 kDa-os képenyfehérije az egyetlen strukturalis
fehérje, melyet a TMV genomja kédol. Egy tovabbi 54 kDa-os fehérjét mutattak ki, amely atirédasa
is egy szubgenomi RNS-16l torténik, de kimutatasa csak 7z vitro kisérletekben sikertlt (SULZINSKI
et al., 1985).

MOROZOV etal. (1993) a bazissorrend adatokbdl arra kovetkeztettek, hogy tobbek kdzott
a TMV genomjan is egy 4.8 kDa-os fehérjét kodolé nyilt leolvasasi keret (ORFO) talalhato. Ez a
leolvasasi keret atfedi a 30 kDa-os és a 17.5 kDa-os fehérjét kédolo géneket. CANTO et al. (2004)
igazoltak, hogy a TMV ORF6 altal kodolt 4.8 kDa-os fehérje befolyasolja a virus patogenitasat IN.

benthamiana tesztnévényen.
2.3.3. TMV rezisztencia

A Capsicum tajokban a tobamovirusok elleni rezisztenciat az L. 16kuszon talalhaté gén 4
eltér6 allélja biztositja (L1, L2, L3 és L4), amelyek hatékonysaga novekszik a kilénb6zo
tobamovirusok ellen (RAST, 1988). A jel6lés HOLMES (1934) munkajabdl ered, aki a paprika és
a tobamovirusok kozotti lokalis kompatibilitast vizsgalta mesterséges fert6zéssel. A kutatasa soran
bebizonyitotta, hogy a C. frutescens cv. Tabasco fajta inokulalt levelein hiperszenzitiv reakciot okoz,
ami a nekrotikus lokalis 1éziok megjelenését kévetéen gyors levélhullast eredményez, igy a virus a
novényben nem képes szintetizalédni. Munkaja soran megallapitotta, hogy a virusfert6zés
lokalizalasaért felelés gén dominansan O6roklédik és , 1.7 betlvel jelolte, mig a recessziv
fogékonysagért felelés allélt ,,I” bettvel.

A patogenitas és a rezisztencia gének kozotti kolesonhatas alapjan a paprikat fert6z6
tobamovirusokat az alabbi patotipusokba soroltak: PO (TMV és ToMV), P1 (PaMMV), P1, 2
(PMMoV), P1, 2, 3 (PMMoV), P1, 2, 3, 4 (2. tablazat) (BOUKEMA, 1980; BOUKEMA, 1984;
GILARDI et al,, 2004; ANTIGNUS et al., 2008).

2. tablazat A rezisztencia alakulasa a rezisztencia gének és a patotipusok kozott.

(Forras: ANTIGNUS et al., 2008 nyomiin)

Virus patotipusa
P, P, Pi2 Pi2s Piosa
Rezisz,tencia II] E 112 E 1lz llz
gen 12 R R F F F
e R R R F E
K R R R R F

F= fogékony, R= rezisztens
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2.4. Az Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV)

A Cucumber mosaic virus a Bromoviridae csaladon belul a Cucumovirns nemzetség £6 képviselGje.
Egy novényi RNS virus, amely gyakran jelentés veszteségeket okoz kétszikiekben (BARKA —
LEE, 2020). A virust el6sz6r 1934-ben irtak le mozaikos tineteket mutaté uborkaban, innen ered
az elnevezése. Azota kiderilt, hogy sok mas névényt is fertéz (FERREIRA — BOLEY, 1992).
Jelenlétét minden kontinensen megerdsitették, {gy az Antarktiszon is (POLISCHUK, 2007). Féként
a z0ld Oszibarack-levéltetd (Myzus persicae) és az uborka-levéltetl (Aphis gossypii) tetjeszti nem
perzisztens uton, ennek kovetkeztében a virus konnyen terjed, és vilagszerte megtalalhatd. A CMV
mindségromlast és a terméshozam csokkenését eredményezheti, kiilénosen, ha a fert6zés korai
fejl6dési stadiumban torténik. Ilyenkor a termésveszteség akar a 80%-ot is elérheti. A természetben
a CMV mas szinergikus hatasu virusokkal kevert fertézésben is el6fordulhat, és ez csokkentheti a

novények mas virusokkal szembeni rezisztenciajat (PARISI et al., 2020).
2.4.1. CMV tiinetei paprikan

A CMV 1200 fajt fertéz meg tobb, mint 100 névénycsaladban és jelentSs gazdasagi
veszteségeket okozhat szamos z6ldség- és disznovényben. A CMV a legtobb gazdanovényben
szisztémas fert6zést okoz, de egyes kultarakban, példaul a lucerndban tlinetmentes maradhat. A
CMYV okozta tiinetek nagymértékben valtozhatnak annak fiiggvényében, hogy a termés és a névény,
milyen fejl6dési stadiumban van, amikor a fertézés bekovetkezik. A paprika novények tinetei a
fert6zés kezdeti stadiumatdl fuggéen valtoznak. A szisztémas tinetek kezdeti megnyilvanulasa
jellemz6en a fiatal levelek klorézisaval jar, amely a levél bazalis részén vagy az egész levélen
el6fordulhat. A n6vény oregedésével ezeken a leveleken gytrifoltos mintazat alakulhat ki. Amikor
4j levelek jelennek meg, ezek a levelek klorotikus mozaikmintazatot fejlesztenek, amely hajlamos
az egész levelet behal6zni. A klordzist és a klorotikus mozaik tiineteit kifejez6 levelek utan fejl6dé
levelek kilonb6z6 mértékd deformaciot mutatnak. Ezek a levelek is tompa vilagoszold
megjelenéstiek, szemben az egészséges paprika novények sotétzold, meglehet6sen fényes leveleivel.
Ezeknek a tineteknek a sdlyossaga a novény fert6zéskori életkoratol fiiggben valtozik, és a
sulyosabb tiinetek jellemzéen akkor jelentkeznek, amikor a névények a fert6zés idején fiatalok

(ZITTER — MURPHY, 2009).
2.4.2. CMV biolégiaja

A CMV hiarom gémb alaka részecskébdl all, amelyek mindegyike korilbeldl 28 nm
atmér6jd. Genomja harom egyszala mRNS molekulabdl all, melyeket RNS 1-nek (~3350
nukleotid), RNS 2-nek (~3050 nukleotid) és RNS 3-nak (~2200 nukleotid) neveziink. Mindegyik
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RNS molekula egy kiilonalls, gomb alaki fehérjeburokba van zarva. Igy egy érett CMV harom
részbdl all, melyek mindegyike az egyik RNS-t tartalmazza. A harmadik rész tartalmaz egy negyedik
RNS szalat, amelyet RNS 4-nek neveznek (~1030 nukleotid) és a képenyfehérje gént kddolja.

Az RNS 1 egyetlen fehérjét kodol, amelyet 1a-nak neveznek és amelyrél kimutattak, hogy
szitkséges a virusgenom replikaciéjahoz. Az 1a fehérjének két funkcionalis doménje van: az N-
termindlis és a C-termindlis domén. Az N-terminalis domén metiltranszferaz aktivitassal
rendelkezik, amivel egy cap szerkezetet ad a genomialis és szubgenomialis RNS-ek 5’ végéhez, mig
az la fehérje C-terminalis doménje feltételezhetGen egy helikdz, amely a kett&sszala RNS
,HKitekerésére” szolgal.

Az RNS 2 két fehérjét kodol, amelyeket 2a és 2b fehérjéknek neveziink. A 2a fehérje
szitkséges a CMV replikacidjahoz és jellegzetes RNS fiigeé RNS polimeraz motivumokkal
rendelkezik, azaz egy RNS szalat hasznal templatként egy komplementer RNS szal elallitisahoz.
A 2b fehérje egy kilonallé (szubgenomialis) RNS szalbdl transzlalodik, amelyet RNS 4A-nak
neveznek. A 2b fehérje gatolja a gazdaszervezet poszttranszkripcids géncsendesité mechanizmusat.

Az RNS 3 két fehérjét kodol, amelyeket 3a-nak és kopenyfehérjének neveznek. A 3a fehérje
egy mozgasi fehérje, amely nélkilozhetetlen a virus sejt-sejt mozgasahoz. Kimutattak, hogy a 3a
fehérje a névényen beliili nagy tavolsagi mozgassal is 6sszefiiggésbe hozhat6. A képenyfehérje az
RNS 4-nek nevezett szubgenomikus RNS-b6l expresszalodik. Ez az egyetlen fehérje, amely a
virusrészecskékhez kapcsolodik, és ez az egyedili meghatiarozoéja a levéltetli vektorok altali
atvitelének. A képenyfehérje részt vesz a virus sejt-sejt mozgasaban, bar feltételezik, hogy kézvetett
szerepet jatszik ebben a mozgasi formaban, és kozvetlentl vesz részt a novényen belili nagy

tavolsagi mozgasban (ZITTER — MURPHY, 2009).

2.4.3. CMV rezisztencia

Az egyetlen CMV elleni dominans rezisztenciagén (Cmr1), amelyet a C. annuum cv. Bukangbil
azonositottak, a paprika masodik kromoszémajanak (Chr 2) centromer régiéjaban helyezkedik el.
A kozelmultban egy 4j recessziv gént, a cmr2-t azonositottak. A Capsicum sp.-ben azonositott CMV
rezisztencia forrasok szinte mindegyike tobb gén altal szabalyozott részleges rezisztenciat mutatnak

(PARISI et al., 2020).
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2.5. A paprika nemesitése

Nemesitésnek nevezziik azt a tudomanyos és gyakorlati tevékenységet, amely a névényi
Oroklottség megvaltoztatasara és javitasara torekszik az egymastdl kilonb6zé valtozatok vagy
formak kivalogatasaval. Célja a jelenlegi termesztésben 1évé névényfajtaknal termékenyebb,
ellenallobb, jobb termésbiztonsagl, magasabb minéségl, esetleg a valtozo igények kielégitésére
alkalmasabb fajtak el6allitasa (PEPO, 2010).

A nemzetk6zi paprikanemesités négy £6 célja:

o Kedvezs agronémiai tulajdonsagok kialakitasa, mint a termés mennyiség novelése, bogyo
alak és szin valtozatok, névény tulajdonsagok, és terméskotés javitasa.
e Abiotikus stressz tolerancia névelése, példaul a sok helyen a termesztést limitald

tényezoként jelentkezé aszaly és sotlirés tekintetében.

e Rezisztencianemesités a szamtalan baktériumos, gombas és virusos eredetl betegségekkel
szemben.

e Mindségi igények kielégitése, beltartalmi értékek javitasa, mint kapszaicinoidok,
izoprenoidok, flavonoidok és C-vitamin.

A négy {6 irany kozil kiemelkedik a rezisztencianemesités, az 0j korokozo-rezisztens
genotipusok fejlesztése, hogy a termelés olyan agrookologiai korzetekben is megvalosulhasson,
ahol eddig a kérokozo jelenléte miatt nem volt lehetséges. Ezen feltl a rezisztens fajtak termesztése
csokkenti a termésveszteséget, csokkenti a novényvéddszer felhasznalast és a kijuttatasbol
szarmaz6 kornyezetterhelés is elmarad. A megtermelt élelmiszerek fogyasztoi szempontbdl is
biztonsagosabbak, olcsébbak és kérnyezetkimél6bbek lehetnek (RAMALHO DO REGO et al,
2016).

A virusokkal szembeni sikeres védekezéshez szamos tényez6t kell figyelembe venni, melyek
a termel6k részérdl plusz koltségekként 1épnek fel. Ilyen lehet a vektorok elleni izolacié, az
eszk6zOk fertStlenitése, virusmentes szaporitéanyag beszerzése. Emellett kijelenthet6, hogy
paprikat fert6z6 virusfajok szama és a fertézések gyakorisaiga meredek itemben emelkedett az
elmalt 30 évben, igy a virusokkal szembeni rezisztenciara nemesités kérdése elengedhetetlen a

termelési szinvonal fenntartasahoz (KENYON et al.,, 2014).
2.5.1. Genetikai ismereteink a paprikarol

A Capsicumm  nemzetség tobbnyire diploid fajokat foglal magaba, melyek alap
kromoszémaszama 12 (2n = 2x = 24). A nemzetségen beliil azonban talalhat6 13 kromoszémaval

(2n = 2x = 20) rendelkez6 faj és egy tetraploid is (2n = 4x = 48). A tetraploid faj C. annuum var.

15



Glabrinsculum, amely a termesztett paprika vad alakja. A paprika fajokat a f6bb morfologiai bélyegek
és genetikai kapcsolatok alapjan 11 csoportra (clad) bontottak (CARRIZO GARCIA et al., 2016).

A kétezer-tizes évek kozepén szamos kutatécsapat publikalt genomszekvenciakat, mind
termesztett mind vad Capsicum fajokbol. A kutatasok célja tobbnyire azon 16kuszok megtalalasa
volt, amelyek a biotikus vagy abiotikus stressz rezisztencidhoz, vagy a mindségi mutatékhoz
kothetbek. Az els6 atfogd vizsgalat a Capsicum annunm CM334 és a Capsicum chinense P11592306 teljes
genomszekvenaldsara  iranyult, amelyet azéta széles korben alkalmaznak populaciok
tulajdonsagainak felméréséhez, valamint fontos betegség rezisztencia tulajdonsagokat
tartalmaznak. A kovetkez6 kész genomszekvenciak a C. annum Zunla-1-hez és a vad Chiltepinhez
(C. annunm var. glabrinsculum) tartoztak. Mindkét tanulmany a paprika genom méretét 3-3.5 Gbp
korilire tette, jelentds (80 % korili) ismétlédSelemekkel, kozel 35 ezer génnel. A CM334 és a C.
chinense P11592306, valamint a haziasitott C. baccatum génszekvencidjanak ismeretében képesek voltak
a Capsicnm nemzetség evolucios kapesolatait tisztazni és divergencia idéket becstlni. Linked read
sequencing technolégiaval szekvenaltak egy Gjabb C. annunm hibridet, amely a CM334 és egy nem

csip6s paprika F1 generaciéjaba tartozott (3. tablazat) (TRIPODI et al., 2019).

3. tablazat Osszefoglal6 tablazat a Capsicum nemzetség elérheté genomszekvenciair6l.

(Forrds: TRIPODI et al., 2019 nyomin)

C.
annuum .C' Zunla- : ’ L .C' CM334
CM334 chinense 1 Chiltepin | baccatum | chinense F1
PI159236 PBC81 | PI159236
(v1.55)
A teljes
el 502 280.6 | 47737 | 295.85 526.7 425.7 104.7
hossza
(Gbp)
e 1566 83.2 146.43 | 9637 136.1 132.2 56
mélysége
Genom-
méret 3.48 314 3.26 3.07 39 32 32
(Gbp)
Sci‘lff’ld 37.989 | 239.495 | 28149 | 30293 2.083 1.557 83.391
Tsmétlddo
elemek 76.4 79.6 80.9 81.4 85 85 na
(%)
TS 34903 | 33.788 | 35.336 | 34.476 35.874 35.009 na
Szama
HULSE-
Forras KIM et al,, 2014) | QINetal, (2014) KIM et al., (2017) Ifi\fp
(2018)
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2.5.2. A paprika nemesités géntartalékai

Alapvetéen a nemesitésnek mindig fontos forrasai lesznek a kultarnévénnyel rokon vad
fajok ¢és azok valtozatai, a természetes populacidk, a konkrét agrodkologiai kornyezethez
alkalmazkodott helyi, illetve tajfajtak, a mesterséges populaciok, nemesitett fajtak, mutans vonalak,
poliploid egyedek, dihaploid vonalak, és ha torvényi feltételek engedik, akkor a transzgenikus
hibridek (PEPO, 2010). Nincs ez mashogy a paprika esetében sem, a Capsicum nemzetségbe tartozd
vad fajok mellett a termesztett fajok egyes valtozatai is megtalalhatéak és alltalanosan elterjedtek az
amerikai foldrészen Texastol egészen Argentinaig. A C. annumm els6dleges géncentruma Mexiko,
emellett szamos valtozata fordul el Ko6zép- és Dél-Amerikaban. A nagy foldrajzi felfedezéseket
kovetve alakult ki az étkezési paprika kbvetkez6 masodlagos centruma a mediterran régidban, majd
Délkelet-Azsiaban. A valtozatos termesztési kornyezethez adaptalédva széles spektruma alakult ki
a tajfajtaknak, meghdditottak az alacsonyan és magasan fekvd termeszté régidkat egyarant. A
termesztésbe vont fajok k6zul C. pubescens esetében talaltak jelentGs genetikai variabilitast Bolfvia és
Peru magasan fekvé régidiban. Az ott felfedezett valtozatok alkalmazkodtak legjobban az
alacsonyabb hémérséklethez. A tobbi faj tropusi kornyezetben érzi otthon magat, és nagy
valtozatossagban talalhatéak meg Amazoniaban és a Karib szigetvilagban a vad és kultarfléraban
egyarant. A génbanki tevékenység és a genetikai er6forrasok megérzésére iranyulé programok
kozil a paprika tekintetében kiemelkednek az alabbiak: USDA-ARS-GRIN, (Amerikai Egyestilt
Allamok), INRA (Franciaorszag), Aegean Agriculture Research Institute (T6rokorszag), University
of Torino (Olaszorszag) (PROHENS — NUEZ, 2008).

2.5.3. A paprika virusrezisztencia forrasai

A paprika koérokozoinak kore nagyon széles, magaban foglalja a gombakat, virusokat,
baktériumokat és rovarokat. A 4. tablazat atfogd képet ad a paprika virusainak széles skalajaval
szembeni rezisztencia forrasokrél. A tobamovirusok mechanikai uton terjednek és a hajtatott
termesztésben a paprika szamara a leginkabb karos virusok. Egyik legelterjedtebb képvisel6je a
TMV. A Capsicum sp.-ben azonositott CMV rezisztencia forrasok szinte mindegyike (4. tablazat)

tobb gén altal szabalyozott részleges rezisztenciat mutat (PARISI et al., 2020).

17



4. tablazat Paprika virusrezisztenca forrasai.

(Forrds: PARISI et al., 2020 nyomin)

Rezisztencia/tolerancia forrasok

Fajok (virus) Vonalak/genotipusok Papnka Forrasok
fajok
Genus: Orthotospovirus
BLACK et al., (1991)
PI 152225, P1 159234, P1 BOITEUX - DE AVILA,
159236, 7204, C. chinense | (1994)
-275, AC09-2 ’
Tomato spotted wilt orthotospovirus g;)EI—]I?I ?15 é C((:)(())99 4307’ CEBOLLA-CORNEJO et
(TSWV) ECU’—973 ’ ’ al., (2003)
HOANG et al,, (2013)
PIM26-1, C-153 C. baccatum | SOLER et al., (2015)
PI 264281 C. annunm | BLACK et al., (1991)
(Cé’fgg’)”’ chlorosis orthotospovirus PI 90972 C. chinense | PERSLEY et al., (2009)
Genus: Potyvirus
Tabasco (CGN 21546) C. frutescens | GREEN — KIM, (1994)
Pepper mottle virus VENKATESH et al.,
(PepMoV) Avelar, 9093 C. annuum (2018)
PARRELLA et al., (2002)
Pepper yellon mosaic virns ?ggptjgi;; ?7%?13 Zrbﬂmm BENTO et al., (2013)
(PepYMV) UENF 1770 pendulum
iesrl:;‘igl (partially C. annunm | CARANTA et al., (1996)
Potato virns Y (PVY) Pen 3.4, CGN 17015
i C. baccatum | GREEN — KIM, (1994)
(Amarjllo)
Potato virus Y pathotype 0 (PVY-0);
Tobacco etch virus (TEV); PI 159236, PI 152225 C. chinense | KYLE — PALLOIX, (1997)
Pepper mottle virus (PepMoV)
Potato virus Y pathotype 0 (PVY-0) | YoloY C. annuum | RUFFEL et al., (2002)
Potato virus Y pathotypes 0 and 1
PVY-0-1) II;II 16;23/11%28 46252, C. annunm | KYLE — PALLOIX, (1997)
Tobacco etch virus (TEV) orda
g%_gﬁ’; Fptteopaty L2 CM334 C. annunm KYLE - PALLOILX, (1997)
Pepper motthe virus (PepMoV) DOGIMONT et al., (1996)
Tobacco etch virns (TEV) ége{fg;oglel 1(;0\/1]({)5_5, C. annuum | GREEN — KIM, (1994)
(Cc}?ﬁi/é]ﬁz%/ prottle virus Perennial C. annunm | CARANTA et al., (1996)
Genus: Cucumovirus
CARANTA et al,, (1997)
Perennial, ngang, CARANTA et al., (2002)
Lam32, Vania, Sapporo- C. anmmum CHOI et al.,, (2018)
oonaga, Nanbu-oonaga, KANG et al, (2010)
o BJ0747 SUZUKI et al., (2003)
Cucumber mosaic virus (CMV) YAO et al, (2013)
BG2814-6, Tabasco
’ GREEN - KIM, (1994)
E;CGN 215406), LS1839-2- | C. frutescens GRUBE et al,, (2000)
PI 439381-1-3 C. baccatum | SUZUKI et al., (2003)
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Genus: Begomovirus

BS-35, GKC-29, Bhut

Pepper leaf curl virns (PepLCV) Jolokia

C. anmunm | RAL et al., (2014)

DLS-Sel-10, WBC-Sel-5,

Chilli leaf cur! virus (ChiLCV) PBC-142. PBC-535

C. anmunm | SRIVASTAVA et al., (2017)

PP1037-7644-1, PBC148,

Igpper yellow mosaic virus PBC149, PBCS02, na. ZzgggHENGER etal,

P PBC518, PBC601, PP99

Pepper huastego yellow vein virus RETES-MANJARREZ et
PHYVV) UAS12 C. annnum al., 2018)

Pepper golden mosaic virus BG-3821 C. chinense | GARCIA et al., (2011)

(PcpGMY)

Genus: Tobamovirus

PI 315008, PI 315023, PI
315024, PI 159236, C. chinense
PI 152225, KC667

GARCIA et al., (2011)
TOMITA et al., (2011)

Bruinsma Wonder,
Verbeterde Glas, KC780, | C. annuum
Nanbu-Ohnaga

TOMITA et al,, (2011)
SAWADA et al., (2004)

Tabasco C. frutescens | TOMITA et al., (2011)
PI 260429 C. chacoense | TOMITA et al., (2011)
PI 439381-1-3 C. baccatum | TOMITA et al,, (2011)

2.5.4. Molekularis markerek hasznalata a paprika virusrezisztencia

nemesitésben

Az elmult évtizedekben a molekularis markerek hasznalata alltalanosan elterjedté valt a
novénynemesitSk korében. Bz egyfajta direkt szelekcids modszer, amikor a molekularis markereket
figyelve kapunk informaciot a markerekkel szoros 6sszefliggésben 1évé altalunk azonositani kivant
tulajdonsagokkal. A marker alapu szelekcié (MAS) meggyorsitja a szelekcids folyamatot és a kivant
tulajdonsagokra torténd direkt szelektalast tesz lehet6vé, az eredeti genetikai informacid
megvaltoztatasa nélkiil (SINGH et al., 2021; PEPO, 2010).

A MAS alkalmazasaval a betegségrezisztencia gének gyors felhalmozasat lehet elérni. A
kozelmultban a betegségrezisztencia génekhez kapcsolédd egypontos nukleotid-polimorfizmus
(SNP) markerek gyors kimutatdsa a nagy ateresztOképességl genotipizalasi modszerekkel
kombinalva az tjgeneracios szekvenalasi (NGS) technologiaval jelent6sen leroviditette a genetikai
térkép elkészitéséhez, a kvantitativ tulajdonsag 16kusz (QTL) analizishez és a jelolt gén

azonositasahoz sziikséges id6t a névényi molekularis nemesitésben (BARKA — LEE, 2020).
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2.5.5. A paprika virusrezisztencia nemesitésében felhasznalt leggyakoribb

marker tipusok
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Az AFLP markerek 80-500 bp méretd DNS fragmentek, amelyek restrikciés enzimes
emésztés soran keletkeztek. Ezutan oligonukleotid adaptereket kapcsolnak a restrikcids
fragmentekhez, majd szelektiv PCR technoldgia segitségével amplifikaljak azokat. A kapott PCR
termékek csak azokat a fragmenteket tartalmazzak, amelyek komplementer nukleotidjaik
tulnydlnak a restrikcios felismerési helyen. A PCR termékeket denaturalé poliakrilamid-
gélelektroforézissel elemzik, hogy feltarjak a genetikai polimorfizmusokat. A moddszer egyik
legfontosabb 1épése a kivald minéségd DNS izolalasa a vizsgalt szervezet szOvetmintaibol. A

restrikcios enzimek magasfoku specifitasanak kdszonhetéen az eljaras reprodukalhatosaga is igen
nagy.
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A restrikciés hasitason alapulé modszer lényege, hogy a restrikciés enzimek egy
véletlenszerd, de specifikus helyen felismerik a genomi DNS szekvenciat és ott hasitjak a molekulat.
Igy kilonb6z6  hosszisigh — szakaszok  (fragmentek) jonnek  létre, amelyek ezutan
gélelektroforézissel elvalaszthatdak. A restrikcids endonukleazok baktériumokbdl izolalt enzimek,
melyek mindegyike kiillonb6z6, 4-6 bp hossztsagu restrikcios hasitasi helyet ismer fel. A restrikcios
helyek ismétlédéseinek szama és az enzim felismerési helyének egyedek kozotti eloszlasanak
véletlenszertségei, kilonb6z6 szamu és hosszisagi fragmentumot generalnak a restrikcids
emésztés soran. Az enzimes emésztés utan keletkezd véletlenszer DNS fragmentumok hossza
ezért az egyes szervezetekben eltéré. Az RFLP savok altalaban 2-10 kb méretd DNS fragmenteknek
felelnek meg.

A tiszta DNS-t altalaban a vizsgaland6 névények levélszéveteibdl izolaljak. A hatékony
RFLP analizishez fontos, hogy elegendé mennyiségti DNS alljon rendelkezésre. Ennek eléréséhez
egyes esetekben PCR-t hasznalnak a kérdéses DNS szakasz amplifikalasara. Az izolalt DNS-t
restrikciés enzimek alkalmazasaval emésztjik. Az eljaras nagyszamu, valtozé hosszisaga
fragmentumot eredményez a reakcidoldatban. Ezutan a kapott DNS fragmenteket agaréz- vagy
poliakrilamid-gélelektroforézissel elemezziik. A DNS szalak negativ toltésiek, igy elektroforézissel
méretik alapjan elkiilonithetSk.

Az RFLP markerek kézepesen polimorfak, erésen lokuszspecifikusak és nagymértékben
reprodukalhaték. Szintén nagy mennyiségben vannak jelen a genomban, és véletlenszerten

oszlanak el. Az RFLP elemzés azonban munkaigényes, id6igényes és magas technoldgiai
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felszereltséget igényld eljaras. Nagy mennyiségd és nagy molekulatdmegt tisztitott DNS-t igényl
eljaras. Ezenkiviil az RFLP markerelemzés nem automatizalhaté. Az RFLP mara elavult moédszer
a kisebb technologiai felszereltséget igényl6 és olcsébb polimeraz lancreakcion (PCR) alapulé DNS

marker profilalkotasi technologiak kifejlesztése miatt.
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

A CAPS technoldgia az RFLP mddszer kiterjesztése. A CAPS vizsgalat amplifikalt DNS
fragmenteket hasznal, amelyeket restrikciés endonukleazzal emésztiink. Az RFLP-hez hasonlban a
CAPS is azon az elven mukédik, hogy az egyedek kozotti genetikai killonbségek restrikcids
endonukleaz hasitasi helyeket hozhatnak 1étre vagy sziintethetnek meg, és ezek a kulonbségek az

emésztés utani DNS fragmentum hosszaban is kimutathatok.
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A RAPD protokoll tetszbleges, altalaban 8-15 nukleotid hosszasagy, révid oligonukleotid
primereket hasznal, amelyek PCR segitségével véletlenszertien amplifikaljak a genomi DNS egyes
szakaszait. A RAPD analizisben az el6zetes DNS szekvencia informacié nem fontos kévetelmény
tetszOleges primerek hasznalata miatt. Amennyire lehetséges, a RAPD-hez kivalasztott
primerszekvencianak legalabb 40%-os (de inkabb 50-80%) GC-tartalommal (guanin és citozin) kell
rendelkeznie. Ennél a GC tartalomnal a primer képes lesz hatékonyan muikoédni azon a
hémérsékleten, amelyen a PCR végbe megy. Ezenkivill a primerben nem lehet palindrom
szekvencia. A PCR termékek konnyen elvalaszthatok agardz-gélelektroforézissel. A gélt etidium-
bromiddal megfestik és ultraibolya megvilagitassal teszik lathatova.

A RAPD széles korben alkalmazott, alacsony koltségigényl technika. Az eljaras
automatizalhaté és gyors. A véletlenszer(i primerek hasznalata miatt nincs sziikség el6zetes
szekvencia informacidkra. Csak kis mennyiségl tisztitott, nagy molekulatémegi DNS-re van
szitkség. Kozepesen polimorfak, azonban nem lokuszspecifikusak. Rendkivil fontos, hogy
elkeriiljiik a minta DNS templatokkal torténé szennyezédését. Ez azért fontos, mert a RAPD
eljaras soran hasznalt r6vid random primerek kénnyen amplifikaljak a kilonféle organizmusokbol
szarmaz6 DNS  fragmenteket. A RAPD profilok reprodukalhatésaga azonban nagyon
problematikus, ezért elengedhetetlen a nagyon szigoru és kovetkezetes PCR reakciokorilmények

fenntartasa.
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

A SCAR a RAPD tovabbfejlesztett valtozata. Egy PCR alapu technika, amely egyetlen
l6kuszon azonosit egy DNS szakaszt egy par specifikus, 15-30 bp hosszusagu oligonukleotid primer
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segitségével, amelyeket klonozott, polimorf RAPD fragmentekbdl szarmazé nukleotid
szekvenciakbdl terveztek.

A SCAR marker eljarasok technikailag egyszertek és konnyen végrehajthatok. A RAPD
primerekhez képest a SCAR primerek hosszabbak, ezért kevésbé érzékenyek a
reakciokorilményekre, igy a folyamat reprodukalhatdsaga is nagyobb. Csak kis mennyiségtt DNS-
re van szikség. Legnagyobb hatranyuk azonban az, hogy a RAPD-k polimorf fragmentumabdl

szarmazo6 szekvencia adatokra van sziikség a SCAR PCR primerek tervezéséhez.
SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Az SNP-k olyan genetikai polimorfizmusok, amelyek egy vagy tobb kilonb6z6 fajok
egyedei kozott a DNS szekvencidk egy bazisparos kiilonbségeibdl erednek. Mas genetikai
markerekhez képest az SNP a DNS szekvencia-polimorfizmusok leggyakrabban el6forduld
formdja az organizmusokban. Az SNP-k a genom kédolé és nem kodold régidiban is
megtalalhatéak valtozé mennyiségben, altalaban 100-300 bazisparonkénti gyakorisaggal. Az egy
nukleotid az alapvetd és legkisebb 6r6kl6dé genetikai egység az organizmusokban. Az SNP-k
jelenléte vagy hianya mutacidés események, példaul transzlaciok vagy transzverzidk, valamint
inszerciok vagy delécidk eléfordulasan keresztiil kovetkezik be. Igy az SNP-k restrikciés enzim
felismerési helyeket hozhatnak létre vagy sziintethetnek meg a DNS kiilonb6z6 pontjain, ami eltéré
hossziusagt DNS fragmenteket eredményez a gélekben az enzimes emésztés utin torténd
elektroforetikus elvalasztas soran. Az SNP-ket gyakran restrikcids emésztés helyett kvantitativ PCR

eljarassal detektaljak.
SSR (Simple Sequence Repeats)

Az egyszerl szekvencia ismétlédések (SSR), olyan DNS szakaszok, amelyek rovid, tandem
ismétl6d6é mono-, di-, tri-, tetra-, penta- vagy hexanukleotid motivumokbdl allnak. A leggyakrabban
el6fordulé motivumok a mono-, di-, tri- és tetranukleotidok. Az SSR markereket széles korben
alkalmazzak a névénygenetikai kutatasokban. Jelen vannak a fehérjét kédold génekben. Fé elénye
a magas szintd polimorfizmus és a megbizhatésag. Hatranya, hogy az SSR elemzés koltséges és
idéigényes folyamat, killénosen akkor, ha konyvtar létrehozasara van szitkség (AMITEYE, 2021).

Az 5. tablazat a paprika virusrezisztencia nemesitésében felhasznalt markerek listajat

tartalmazza.
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5.tablazat Virusrezisztencia markerek listaja.

(Forrds: BARKA — LLEE, 2020 nyom:n)

Rezisz- Krom Marker .
Betegség tencia 0, 0" Marker/ gén ,a ¢ Szulék Oroklés Forras
l()kusza Szoma tlpusa
Pere:jmal Sinel PFLIEGER et
CMV 12 A5.1 RAPD ne'e al,,
Yolo dominant 1999
Wonder ( )
E35/M48- ‘Maor’ X BEN CHAIM
cmvll.1 1 101 AFLP | o enniar | QT et al., (2001)
E33i/31;448‘ 1 x CARANTA et
cmvi12.1 12 F40/N47. | AFLP Vi QTL (2%152)
262
CaTm-int3-
HRM, .
Crmrl 2 CaT1616BA | SNP | ‘Bukang® | ,on8l KANG etal,
C dominant (2010)
CMV 240H02sp6
gcmv.hb- BJO747 X YAO etal.,
o 11 UBC829 RAPD X]0630° QTL 2013)
PBC6S8’ X GUO etal,
qCmr11.1 11 Indel-11-64 InDel ‘G29’ QTL (2017)
Marker62010
qcmvll.1 26
qemv11.2 11 Marker34090 | g\p | BJOTAT X QTL | Lletal, (2018)
T 28 XJ0630
qemvis. Marker17652
00
Affy4, . s .
cmr2 8 IBP160, snp | Tand32x ) Single CH(;OIS al.,
emvAFLP Teju recessive ( )
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Rezisz-

Betegség tencia Kro,mo- Marker/gén N{arker Szulék Oroklés Forras
l6kusza széma tipusa
Pvrl-§, pvrl- CAPS Rand S Single YEAM et al,,
R1, pvrl-R2 accessions recessive (2005)
IF4E.- Yol? \X/ond’er X
AG14G CM334,
pvrl 4 G325 A, ARMS- ‘Perennial’ X Single RUBIO et al.,
(= pvr2) ) 236G ) PCR “Yolo Y’, recessive (2008)
200 A, ‘Perennial’ X
) ‘Florida VR2’
‘Habanero’ X Single HOLDSWORTH -
KASP_pvrl | KASP ; ) g MAZOUREK,
PI159234 recessive
(2015)
Purd-CADPS CAPS ‘Yol? Wond’er X Slngle CARANTA etal,
PepMoV CM334 dominant (1999)
¢ > . ARNEDO-
SCUBC19 | SCAR | SCMBH ¥ ) Siogle ANDRES
olo wonde omina etal., (2002)
Pvr4
(= Pvr7) 10 CM334 X Single KIM et al
HpmsE031 SSR ‘Chilsungcho dominant (2011)
‘SR-231" Single DEVRAN etal.,
Myt42l SNP xX‘CM334 dominant (2015)
SNP-H2.4, .
SNP-H15, | SNP 9093’ X Jeju’ Single VENKATESH
SNP-H1.6 dominant et al., (2018)
elF(iso)4E .
gene-based | InDel | DH218 X ‘F’ Smglie RUFI;]OEé‘GCt al,
PVMV pvr6 3 marker recessive ( )
‘Dempsey’ X Single HWANG etal.,
Pvi6-SCAR | SCAR ‘Perennial’ recessive (2009)
211.24M, > ¢ >
A339, SCAR, | ROSVONDN' o te TOMITA et al.,
L3 1 197AD5R, SNP PI159236 x dominant 2008
PMMoV : 151839247 | “omInAn (2008)
(TMV 253A1R
, L3-SCAR, . Single LEE etal,,
f;fgji;‘ 14SCAR | SCAR Cultivars dominant (2012)
L3, L4 i L3-HRM, | oo %UI:chZfS Single YANG etal,
LA-HRM oy JPECRL T dominant (2012)
Myoung-sung
‘Cupra’ X Single KIM et al.,
TSWV Tsw 10 SCAC568 CAPS Baltasar dominant (2008)
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2.6. Ujgeneracios szekvenalasi technolégia (NGS)

Sanger és kutatétarsai az 1970-es években fejlesztették ki a fragmentacion és
lancterminacién alapuld DNS szekvenalasi technikat, amely lehetévé tette eleinte teljes gének, majd
teljes genomok vizsgalatat. Az eredményeik meghataroztdk a molekularis bioldgia iranyvonalat és
szamos kutatocsoport igyekezett a Sanger-szekvenalas ateresztOképességét novelni. A jelenleg
elérhet6 Ujgeneracios szekvenalasi technologiak (next generation sequencinging - NGS) a DNS
szekvenalas eddig még nem tapasztalt korszakat hoztak el. Az NGS moddszerek k6z6s jellemzbje a
parhuzamositas, mely lehetévé teszi az egyidSben t6rténé bazissorend meghatarozast akar
szazezres, millibs nagysagrendben is. A sorrend meghatarozas kozvetlen detektalassal, azaz
gélelektroforézis nélkul torténik. A megnévelt ateresztéképesség miatt nagyméretd genomi
tertletek vizsgalata is gyorsabban zajlik, mikézben a koltségek jelentésen csokkentek. Az NGS
technologiak alkalmazasaval egyszertbbé valt tobbek kozott a fenotipus és  genotipus
kapcsolatanak vizsgalata, 0j gének, markerek és ritka allélok azonositasa populaciokbol (SINGH et
al., 2021).

Mind az NGS, mind a Sanger-szekvenalas soran a DNS polimeraz nukleotidokat ad hozza
a novekvé DNS templat szalhoz. A kiilonbség viszont a szekvenalasi mennyiség. A Sanger modszer
egyszerre csak egy DNS fragmentumot képes szekvenalni, mig az NGS esetében ez a szam tobb
millié is lehet. Az NGS lehet6vé teszi tobb minta koltséghatékony szirését és tobb varians
kimutatasat a genom célzott teriletein - ez a megkozelités a Sanger-szekvenalassal koltséges és

idéigényes lenne (CHENG et al., 2023).

2.6.1. NGS folyamata SbS technol6giaval

A mintak el6készitése kulcsfontossagti az NGS munkafolyamat sikeréhez. Ez a 1épés a DNS
vagy RNS mintakat ugy késziti el6, hogy azok kompatibilisek legyenek a szekvenald eszkozzel. A
szekvenald konyvtarakat jellemzéen a DNS fragmentalasaval és specialis adapterek hozzaadasaval
hozzak létre. Az Illumina szekvenalasi munkafolyamataban ezek az adapterek komplementer
szekvenciakat tartalmaznak, amelyek lehetévé teszik a DNS fragmentumok kotédését az aramlasi
cellahoz. A fragmentumok ezutan felerdsithet6k és tisztithatok. Az eréforras takarékossagi
szempontbdl tobb konyvtarat is 6ssze lehet vonni és egy menetben szekvenalni. Fontos a konyvtarak
egyedi jelolése a megkilonboztethetéség érdekében. Az NGS munkafolyamat szekvenalasi 1épése
soran a konyvtarakat egy aramlasi cellaba toltik, és a szekvenaloba helyezik. A DNS fragmentumok
klasztereit a klasztergeneralasnak nevezett folyamat soran felerdsitik, ami az egyszala DNS t6bb millié
példanyat eredményezi. A szintézissel torténd szekvenalasnak (sequencing by synthesis - SBS) nevezett

folyamat soran a kémiailag médositott nukleotidok természetes komplementaritas révén kotédnek a
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DNS templat szalhoz. Minden nukleotid tartalmaz egy fluoreszcens cimkét és egy reverzibilis
terminatort, amely blokkolja a kovetkez6 bazis beépiilését. A fluoreszcens jel jelzi, hogy melyik
nukleotid keriilt hozzaadasra, a terminator pedig lehasad, igy a kévetkez6 bazis meg tud kétédni. Az
eléremend DNS szal leolvasasa utan a leolvasott adatokat kimossuk, és a folyamat megismétlédik a
forditott szal esetében. Ezt a modszert paros végu szekvenalasnak nevezik. A szekvenalas utan a
miszer szoftvere azonositja a nukleotidokat, valamint a bazishivasok (base calling) elére jelzett

pontossagat (MCCOMBIE et al., 2019).
2.6.2. Transzkriptomika

Transzkriptomnak nevezziik egy adott sejt, szOvet vagy szervezet RNS készletét (beleértve
az mRINS-t, rRNS-t, tRNS-t és barmilyen mas, nem kédolé RNS-t is) egy id6pillanatra vetitve. A
transzkriptom Osszetétele folyamatosan valtozik az egyes gének megnyilvanulasanak fiigegvényében.
A transzkriptomika a transzkriptom elemeinek strukturalis és funkcionalis vizsgalata, mely
segitségével azonosithatova vallnak a szervekben, szévetekben kilonb6zé mértékben
megnyilvanulé gének. Akar az eltéré kornyezeti-, és élettani korilmények kozotti helyzetre adott

RNS szintl valasz is (KAHL, 2015).
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3. Anyag és modszer
3.1. Novényanyag

Minden névényanyag a Zoldségtermesztési Kutatd Intézet Zrt. (ZKI) kecskeméti
telephelyén, tveghazi koértilmények koézott lett felnevelve. A vizsgalatokhoz hasznalt fajtak és
genotipusok a ZKI tulajdonat képezték. A CMV rezisztencia vizsgalatokhoz a Karpat és Temes
rezisztens fajtakat hasznaltuk. A TMV rezisztencia vizsgalatokhoz az 1.3 TMV rezisztenciagént
tartalmazo6 62894 és 62560 nemesitési vonalat, illetve az .4 TMV rezisztenciagént tartalmazo6 62917
nemesitési vonalat és a Century nevi fajtat hasznaltuk. Minden genotipus vizsgalata két ismétlésben

tortént.
3.2. Fertozési tesztek

A fert6zések a ZKI dohanyban fenntartott izolatumaival torténtek. A fertézésekhez 6-8
hetes novények kifejlett leveleit hasznaltuk. Ehhez, fél gramm el6zetesen fertézott és tlineteket
mutaté dohanylevél 1 mLL 50 mmol/L (pH 7,5) koncentraciéji kalium-foszfat pufferrel mozsarban
torténé zuzasa utan, az oldat két réteg gézen at lett sziirve, majd karborundummal meghintett

levelek szinén tivegspatulaval finoman bedorzsélve.
3.3. Molekularis vizsgalatok

A molekularis vizsgalatokhoz kozvetleniil a fert6zések el6tt, illetve a fertézések utan 2, 24
¢és 48 oraval tortént mintavétel a fertézott levéllel atellenes levélrSl. A fertézés el6tt vett minta
szolgal kontrollnak, melyhez a fert6zés utani mintak transzkripcios adatait viszonyitjuk (7. tablazat).
A kisérletek soran mock tipusu fertézési eljarast alkalmaztunk, vagyis a kontroll névények
ugyanolyan kérilmények kozott, ugyanazon reagensekkel lettek kezelve, mint a fertézott névények,
kivéve, hogy nem voltak kitéve a virusnak.

A levélmintak aluféliaba csomagolva folyékony nitrogénben le lettek fagyasztva, majd

telhasznalasukig -80°C-on lettek tarolva.
3.3.1. RNS tisztitas és konyvtar készités

A kontroll és fert6zott levélmintakbol 50 mg-ot 100 pl. TRIzol reagenssel (Invitrogen,
USA) 2 ml-es reakciécsévekben egy DNS malom (Retsch, Németorszag) segitségével zuztunk,
majd 400 pl. TRIzol hozzaadasa utan a Direct-zol RNA Miniprep kittel (Zymo Research, USA) a
gyartdé utmutatasa szerint végeztilk a teljes RNS tisztitast. A 3 fertézési idépontban szedett

levélmintakbol genotipusonként bulkot készitve végeztiik az RNS tisztitast. A teljes RINS-bdl
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Poly(A) RNA Selection kit (Lexogen, Ausztria) segitségével végeztiik a mRINS-ek izolalasat. Az
RNS integritasat (RIN (RNA integrity number) érték) Labchip késziiléken teszteltik.

A gyakorlatban csak RIN 5 feletti értékeknél (6. tablazat) varhaté az expresszids
kilonbségek Gsszehasonlitasara is alkalmas minéségl szekvenalas. Mivel esetiinkben ezt az értéket
néhany mintanal nem sikertilt elérni, ezért a rendelkezésre all6 levélmintak erejéig tObbszoz, - a fent
leirtak mellett két masik modszert is alkalmazva, - megismételtitk az RNS tisztitast. Eredményeink
arra utaltak, hogy a konnyen degradalodé RNS a levelekben még a mintak folyékony nitrogénbe
keriilése el6tt részben fragmentalodhatott, azaz mar nincs jelen ép formaban a szévetekben. Ennek
ellenére az Osszes mintanal az RNS szekvendlosok elvégzése mellett dontottink, mivel bar az
expresszios szintek hiteles Osszehasonlitisa nem lesz lehetséges, azonban a leolvasisokbodl
rekonstrualhaté transzkriptek szekvenciaja tovabbra is lehet6vé teszi a szekvenciaszintd gén, illetve
motfvum azonositast, ami a tovabbi vizsgalatok szempontjabol értékes informacio.

A szekvenal6 kényvtarakat NEXTFLEX Rapid Directional RNA-Seq kit 2.0 (PerkinElmer,
USA) kittel végeztiik el a gyarté dtmutatasai szerint.

A szekvenalast egy NextSeq 500 (Illumina, USA) tipust szekvenalon végeztik. A
szekvenalasokhoz High Output 150 kiteket (Illumina, USA) hasznaltunk, 20 milli6 read-re allitva

be az egyes mintak leolvasasi szamat.
3.3.2. Szekvenciaadatok feldolgozasa

A rezisztencia gének azonositasahoz a nyilvanos NCBI GenBank adatbazisban keresést
végeztink Capsicum fajokbodl azonositott TMV és CMV rezisztencia gén szekvenciakra. Az elérhetd
rezisztencidhoz kot6dé gének szekvenciajat letoltve és  Osszeflzve kialakitottunk —egy
génszekvencia-referenciat. A paprika fajtak RNS szekvenalasi adataiban BWA (LI és DURBIN,
2009) program ’mem’ algoritmusa segitségével szirtiik a rezisztencia referenciankhoz illeszked6
szekvencia leolvasasokat (readek), amiket illesztettiink a génszekvencidkhoz. Az illeszked readeket
SAMtools (LI et al, 2009) program segitségével rendeztiik és flztik Ossze. Az illesztésbdl a
SAMtools (LI et al., 2009) program ’consensus’ opcidjaval nyertik ki a fajtakra jellemz6 konszenzus
szekvenciat. Végil ezen konszenzus szekvenciakat hasonlitottuk 6ssze a GenBank adatbazisbol
letoltott génszekvenciakkal az BLAST+ programcsomag "BLASTN’ program (ALTSCHUL et al.,
1990) segitségével.
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4. Vizsgalati eredmények és értékelésiik

Az anyag és modszer résznél leirtaknak megfelel6en, azokat a genotipusokat, ahol az egyes
izolatumok RIN értékei 5 alattiak, - akar a kontroll (K), akar a fert6zott (B) - nem tudtuk
felhasznalni tovabbi vizsgalatokhoz. A 6. tablazat adatai alapjan a Karpat és a Century fajtaknal
felelt meg mind a kontroll, mind a kezelt a minimum feltételeknek, igy csak e fajtak transzkriptom

adatainak elemzését tudtuk elvégezni.

6. tablazat A vizsgalatokhoz hasznalt névényanyagbdl tisztitott RNS RIN értéke és
koncentracioja.

(Forrds: sajdt munka)

legjobb izolatumok koncentracié
N .. RIN
Osszesitése (ng/npl)
Karpat K 5,8 47,98
Karpat_B 7.2 85,43
Temes_K 66,59
Temes_B 5,5 84,98
62894_K 48,88
62894 B 6,3 73,77
62560_K_2 5,2 53,606
62560_B_2 - 107,32
62917_K_2 81,30
62917_B 7 74,44
Century_K_2 5.10 43,09
Century_B 6,2 79,15

Mivel sem az internetes adatbankokban, sem pedig a szakirodalomban nem talaltunk izolalt
CMV rezisztencia gén szekvenciakat, igy az el6bb emlitett mindkét paprika fajta transzkriptom
adataiban csak TMV rezisztencia génekkel kapcsolatos szekvencia motivumokat kerestiink. Az
altalunk szekvenalt és az elemzésekhez felhasznalt transzkriptomok f&bb statisztikai adatait a 7.

tablazat tartalmazza.
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7. tablazat A transzkriptomok f6bb statisztikai adatai.

(Forris: sajdt munka)

Azonosit6 Fajta | Konyvtar Seclvencia Readek szama
(Gbp)
Century_B_I.001 Century 1.001 2.15 14 491 586
Century_B_1.002 | Century| L1002 2,15 14 219 108
Century_B_I1.003 | Century| 1003 2,18 14 453 360
Century_B_1.004 | Century| 1004 2,16 14 287 226
Century_K_2_1.001 | Century| 1001 1,88 12 448 008
Century_K_2_1.002 | Century 1.002 1,84 12 198 864
Century_K_2_1.003 | Century 1003 1,87 12 397 770
Century_K_2_1.004 | Century 1.004 1,85 12 243 288
Karpat_B_1.001 Karpat 1.001 2,04 13 525 500
Karpat_B_L002 Karpat L.002 2,00 13 277 708
Karpat_B_1003 Karpat L.003 2,04 13 495 304
Karpat_B_L004 Karpat L004 2,01 13 338 794
Karpat_K_1.001 Karpat L1001 2,32 15 338 478
Karpat_K_1.002 Karpat L1002 2,27 15 008 770
Karpat_K_1.003 Karpat 1.003 2,81 15 289 216
Karpat_K_1.004 Karpat L1004 2,28 15 087 708

Az azonositok elnevezéseiben a B a fert6z6tt, a K a kontroll névények transzkriptjeit jel6li.

Az NCBI adatbazisaban 4 annotalt TMV rezisztenciagént, és 45 feltételezett TMV
rezisztenciagén analdgot taldltunk. Ezen gének szekvencia adatait illesztettiik az altalunk szekvenalt
Karpat és Century transzkriptomok szekvencia adataira. Az eredményeket tablazatokban foglaltuk
Ossze. Az egyes gének az els6 oszlopban génbanki azonositéjukkal vannak feltiintetve.

A 8. tablazatban a fert6zott Century fajta transzkriptomjara illesztett I. gének adatai

lathatok.

8. tablazat Osszefoglal6 tiblazat az L. génekkel (génbanki azonosité) valé hasonlésigkeresés
eredményeirdl a fert6zo6tt Century (Century_B) fajta transzkriptom adataiban.

(Forrds: sajdt munka)

génbanki lefedettség | hasonlésag | hossz | mismatchek | deléciok
azonosit6 (gén) (%) (%) (bp) szama szama
AB523372.1 (1) 97 93,369 3874 214 8
AB523375.1 (1.2) 85 98,976 2372 245 4
AB523370:1 (1.3) 84 92,235 3523 247 B
AB523377.1 (14) 99 96,191 3938 144 1

A 9. tablazat a fert6z6tt Karpat fajta transzkriptomjara illesztett L gének adatait tartalmazza.

Az AB523370.1 azonositéju L3 génnel azonos mérett és csaknem teljesen megegyezé szekvenciaju
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transzkriptiink feltehetéen az 1.3 gén, vagy pedig annak egy analdgja. A Karpat fajta transzkriptom
adatait eredetileg CMV rezisztencia génekkel kapcsolatos vizsgalatokhoz szerettik volna
felhasznalni, azonban az eredményekbdl latszik, hogy TMV rezisztencidhoz kapcsolhaté génekkel
és rezisztenciagén analégokkal is j6 egyezést mutat. Ennek magyarazata, hogy a hagyomanyos
nemesités soran valdszintleg mar beépitették az emlitett géneket, illetve a velik hasonld
szekvenciaju gének bdsége miatt kaptuk ezen eredményeket. A 8. és 9. tablazatban bemutatottak
szerint, a transzkriptjeink és az adatbazisokban szereplé L1-L4 szekvencidk kozott teljes

azonossagot nem talaltunk.

9. tablazat Osszefoglal6 tablazat az 1. génekkel (génbanki azonositd) valé hasonlosigkeresés
eredményeirdl a fert6zo6tt Karpat (Karpat_B) fajta transzkriptom adataiban.

(Forrds: sajdt munka)

génbanki lefedettség | hasonldsag | hossz | mismatchek | deléciok
azonosito (gén) (%) (%) (bp) szama szama
AB523372.1 (1) 99 92,546 3944 271 7
AB523875.1 (12) 59 94,077 3867 257 3
AB523370.1 (L3) 100 98,219 3987 65 1
AB523377.1 (14) 64 92,804 3741 273 4

Ugyanakkor, a 10-13. tablazatokban felsorolt, a traszkriptjeinkkel nagyfoka hasonlésagot
mutaté feltételezett TMV rezisztenciagének bdésége - illetve kozilik a virusfertézés hatasara
indukalédo gének - arra enged kovetkeztetni, hogy a paprikiban eddig még nem bizonyitott
funkciéju gének is részt vesznek a virusfertézésre adott stresszvalaszban. A Century fajtanal néhany
(XM_016700798.2, XM_016704817.2 és
XM_016704813.2) csak a fert6zott transzkriptek kozott szerepel (10-11. tablazat). Ebb6l arra

feltételezett, TMV rezisztenciat biztositdé gén
kovetkeztethetiink, hogy ezek a gének a fert6zés hatasara expresszalodhattak. Az UniProt BLAST
funkciéjat hasznalva mindharom szekvenciara lefuttattunk egy keresést. Az XM_016704813.2
azonositoju, 4244 bp hosszisagu szekvencia, amely 100%-o0s hasonlésag mellett 98%-os
lefedettséget mutat az adatbankbdl kigytjtott szekvenciaval, a j6vében tovabbi vizsgalatok targyat
képezheti. Az eredmények azt mutatjak, hogy az emlitett szekvencia a masodik kromoszéman
helyezkedik el és egy C. annuum eredeti TMV rezisztenciaban szerepet jatszo fehérjét kodol, mely
a stresszvalaszban szignal-transzdukcios funkciot végez. Szerepe van még az abiotikus és a biotikus
stresszvalasz kialakulasaban is. A masik két szekvencia altal kédolt molekula is ugyan ezen funkciok
betoltésében vesz részt. Az XM_016700798.2 kodu transzkript egy a hatodik kromoszéman
elhelyezkedd, C. baccatum eredetd, az XM_016704817.2 jelzést transzkript pedig egy a masodik
kromoszéman elhelyezkedd, C. annuum eredett fehérjét kodol. Azonban a szekvencia rovidsége és

a gyenge lefedettség miatt nem alkalmasak tovabbi vizsgalatok elvégzésére.
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A Karpat transzkripteknél is talaltunk szekvencidkat (XM_016700798.2  és
XM_047394940.1), amelyek csak a fert6z6tt mintakban fejez6dtek ki (12-13. tablazat). Azonban a
rovid szekvenciaméret és kis lefedettség miatt, ezek az adatok csak korlatozottan hasznalhatod

informacioét nyujtanak a tovabbi kutatasokhoz.
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10. tablazat Osszefoglalé tablazat a feltételezett L génekkel (génbanki azonosito) vald
hasonlésagkeresés eredményeirdl a fert6z6tt Century (Century_B) fajta transzkriptom adataiban.

(Forris: sajdt munka)

. . ... | lefedettség | hasonlésag | hossz | mismatchek | deléciok
génbanki azonosit6 %) %) (bp) L .

XM_047396683.1 96 99,803 5077 10 0
XM _047396655.1 82 99,000 2970 63 3
XM_016684783.2 n.a. 97,804 758 16 1
XM_016684790.2 n.a. 93,592 932 58 0
XM_016700798.2 18 100,000 226 0 0
XM_016700800.2 73 99,599 3750 16 0
XM_047413669.1 99 99,474 1902 10 0
XM_016700824.2 n.a. 98,896 6816 34 1
XM_016700883.2 100 99,632 2172 8 0
XM_047408888.1 n.a. 97,982 892 15 1
XM_016704817.2 27 99,890 1137 1 0
XM_016704813.2 98 100,000 4244 0 0
XM_047401712.1 n.a. 92,710 345 27 0
XM_047401487.1 n.a. 94 444 72 4 0
XM_047401049.1 n.a. 96,000 125 4 1
XM_016696219.2 97 100,000 3824 0 0
XM_047400584.1 61 100,000 667 0 0
XM_016717069.2 n.a. 91,717 3123 223 10
XM_047400583.1 n.a. 93,903 1258 66 9
XM_047400582.1 n.a. 94,127 1348 77 1
XM_047400580.1 n.a. 95251 1537 63 2
XM_047400579.1 n.a. 93,871 1134 56 2
XM_047394940.1 2 100,000 62 0 0
XM_047405852.1 n.a. 97,797 5539 112 3
XM_047405846.1 n.a. 97,784 2076 43 2
XM_047405191.1 n.a. 98,463 556 12 0
XM_047405172.1 n.a. 96,121 1059 51 1
XM_047404776.1 91 100,000 1271 0 0
XM_047403849.1 100 99,607 1272 5 0
XM_047403848.1 100 99,431 1405 4 1
XM_047402976.1 n.a. 95,622 2330 88 5
XM_047402975.1 n.a. 95,550 2382 92 5
XM_047402853.1 n.a. 96,106 642 25 0
XR_0070430061.1 n.a. 93,982 4108 23 8
XR_001676811.2 n.a. 94,091 4584 21 8
XR_001674168.2 n.a. 91,784 2029 146 6
XM=016704818.2 4 99,338 187 2 0

n.a. = nincs adat
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11. tablazat Osszefoglal6 tiblazat a feltételezett L. génekkel (génbanki azonositd) valé

hasonlésagkeresés eredményeirél a kontroll Century (Century_K_2) fajta transzkriptom

adataiban.

(Forris: sajdt munka)

| ! L lefedettség | hasonlésag | hossz | mismatchek | delécidék
£Enbankd aonosio ¢0) (%) (bp) szama szama
XM_047396683.1 100 99,354 5262 34 0
XM_047396655.1 n.a. 97,748 1951 37 3
XM_016684783.2 36 99,720 1747 6 1
XM_016684790.2 n.a. 97,626 414 17 0
XM_016700800.2 71 99,025 3207 44 0
XM_047413669.1 93 99,337 1791 16 0
XM_016700824.2 n.a. 98,894 6754 22 2
XM_016700883.2 99 99,676 2162 7 0
XM_047408888.1 n.a. 98,444 900 11 1
XM_016704813.2 98 99,976 4253 1 0
XM_047401712.1 n.a. 89,904 380 36 0
XM_047401487.1 n.a. 93,056 72 5 0
XM_047401049.1 n.a. 96,000 125 4 1
XM_016696219.2 98 99,974 3803 1 0
XM_047400584.1 n.a. 98,913 708 3 0
XM_016717069.2 n.a. 91,137 3081 250 4
XM_047400583.1 n.a. 92,040 872 71 6
XM_047400582.1 n.a. 91,040 1144 100 2
XM_047400580.1 n.a. 92,893 956 47 6
XM_047400579.1 n.a. 92,056 957 47 2
XM_047394940.1 21 100,000 585 0 0
XM_047405852.1 84 99,314 5840 106 1
XM_047405846.1 97 99,292 2120 12 1
XM_047405191.1 n.a. 98,364 434 7 0
XM_047405172.1 n.a. 94,601 1218 64 0
XM_047404776.1 87 100,000 1208 0 0
XM_047403849.1 100 99,607 1272 5 0
XM_047403848.1 100 99,431 1405 4 1
XM_047402976.1 n.a. 95,648 2321 96 3
XM_047402975.1 n.a. 95,382 2382 96 5
XM_047402853.1 n.a. 96,094 512 20 0
XM_047402412.1 n.a. 96,522 115 4 0
XR_007043061.1 n.a. 94,072 4052 23 8
XR_001676811.2 n.a. 90,485 4697 60 8
XR_001674168.2 n.a. 92,957 1892 111 3

n.a. = nincs adat
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12. tablazat Osszefoglalé tablazat a feltételezett L génekkel (génbanki azonosito) vald
hasonlésagkeresés eredményeirdl a fert6zott Karpat (Karpat_B) fajta transzkriptom adataiban.

(Forris: sajdt munka)

| . ... | lefedettség | hasonlésag | hossz | mismatchek | delécidk
génbanki azonosit6 ) %) (bp) L L
XM_047396683.1 97 99,374 5110 30 1
XM_047396655.1 n.a. 96,779 2342 115 4
XM_016684783.2 n.4. 08,515 1618 25 3
XM_016684790.2 n.a. 95,851 1187 57 0
XM_016725232.2 99 99,983 5978 1 0
XM_016700798.2 7 100,000 97 0 0
XM_016700800.2 o1 99,528 3603 17 0
XM_047413669.1 100 99,948 1921 1 0
XM_016700824.2 n.a. 08,783 6854 57 1
XM_016700883.2 96 09,142 2098 18 0
XM_047408888.1 n.a. 95,531 895 37 1
XM_016704817.2 13 100,000 564 0 0
XM_016704813.2 98 100,000 4237 0 0
XM_047401712.1 n.a. 94,514 759 42 0
XM_047401049.1 n.a. 93,074 403 7 8
XM_016696219.2 99 99,974 3836 1 0
XM_047400584.1 n.a. 08,146 809 14 1
XM_016717069.2 n.a. 94,682 3328 196 8
XM_047400582.1 n.a. 92,953 1117 51 5
XM_047400581.1 n.4. 95,620 788 21 3
XM_047400580.1 n.a. 91,063 1262 101 0
XM_047400579.1 n.a. 05,135 991 24 2
XM_047394940.1 n.a. 08,237 708 8 0
XM_047405852.1 83 99,398 5755 91 2
XM_047405846.1 n.a. 97,648 2083 34 5
XM_047405191.1 n.a. 92,699 765 35 1
XM_047405172.1 n.a. 96,375 1464 64 1
XM_047404776.1 n.a. 96,854 672 32 0
XM_047403849.1 100 99,607 1272 5 0
XM_047403848.1 100 09,431 1405 1
XM_047402976.1 n.a. 05,923 2330 81 5
XM_047402975.1 n.a. 96,012 2382 81 5
XM_047402853.1 n.a. 96,689 604 20 0
XM_047402412.1 n.a. 96,491 114 4 0
XR_007043061.1 n.a. 90,956 4095 35 8
XR_001676811.2 n.a. 93,047 4615 34 2
XR_001674168.2 n.a. 92,679 1798 119 3

n.a. = nincs adat
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13. tablazat Osszefoglalé tablazat a feltételezett L génekkel (génbanki azonosito) vald
hasonlésagkeresés eredményeirél a kontroll Karpat (Karpat_K) fajta transzkriptom adataiban.

(Forris: sajdt munka)

! : ,.. | lefedettség | hasonlésag | hossz | mismatchek | deléciok
génbanki azonosit6 %) %) (bp) o i
XM_047396683.1 93 99,548 4941 25 0
XM_047396655.1 n.a 97,720 2392 95 3
XM_016684783.2 n.a 98,155 1945 50 0
XM_016684790.2 n.a 93,154 481 28 0
XM_016700800.2 56 99,688 2353 3 0
XM_047413669.1 99 100,000 1907 0 0
XM_016700824.2 n.a 98,947 6330 24 1
XM_016700883.2 100 99,401 2172 13 0
XM_047408888.1 n.a 97,877 895 16 1
XM_016704817.2 16 99,799 699 2 0
XM_016704813.2 97 100,000 4208 0 0
XM_047401712.1 n.a 88,462 208 24 0
XM_047401487.1 n.a 98,113 53 1 0
XM_016696219.2 94 100,000 3654 0 0
XM_047400584.1 97 99,622 1058 4 0
XM_016717069.2 n.a 92,943 2833 191 8
XM_047400583.1 n.a 94,630 1103 38 2
XM_047400582.1 n.a 95,6603 1113 52 0
XM_047400581.1 n.a 93,267 1247 60 5
XM_047400580.1 n.a 93,881 1079 42 2
XM_047400579.1 n.a 96,276 879 15 2
XM_047405852.1 80 99,395 5596 59 1
XM_047405846.1 n.a 97,069 2115 46 6
XM_047405191.1 n.a 95,288 1204 49 1
XM_047405172.1 n.a 98,065 2304 32 0
XM_047404776.1 34 99,792 481 1 0
XM_047403849.1 100 99,607 1272 5 0
XM_047403848.1 100 99,431 1405 4 1
XM_047402976.1 na 96,079 2321 86 3
XM_047402975.1 n.a 95,634 2382 90 5
XM_047402853.1 n.a 96,510 573 20 0
XM_047402412.1 n.a 96,262 107 4 0
XR_007043061.1 n.a 91,124 4124 22 8
XR_001676811.2 n.a 91,126 4671 22 8
XR_001674168.2 n.a 92,486 1841 125 3

n.a. = nincs adat
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

A paprika L1 gén (GenBank ID: AB523372.1) szekvenciaja csak részlegesen ismert. Ezen
ismert, 3.947 bp méretd kédold szekvenciat 100%-ban lefed6 és azzal 100%-o0s hasonlésagot, azaz
szekvencia azonossagot mutatd, de szintén csak részlegesen ismert szekvenciaja, viszont pontosan
nem ismert funkciéju paprika rezisztenciagént Osszesen 16 darabot talaltunk az NCBI
adatbazisban. Emellett, t6bb mint szaz olyan rezisztencia fehérjét azonositottunk, melyek
hosszukat tekintve 100%-ban fedték le az altalunk szekvenalt transzkripteket, 98%-ot meghaladé
hasonlésag mellett. T6bbek kozott ilyenek voltak az L1c gén (AB523374.1), valamint a szintén csak
részlegesen ismert szekvencidju L2 (AB523375.1), L2b (AB523376.1) és L4 (AB523377.1) gének,
valamint a mar teljes hosszaban izolalt 1.3 (AB523370.1) gén. A rokon termesztett Solanaceae fajok,
példaul a paradicsom vagy a burgonya genom méretének tObbszorése a paprika genom.
Ugyanakkor ismert, hogy a paprika genom 80%-ot meghaladé mértékben ismételt szekvenciakboél
all. A hasonl6 szekvenciak e b&sége lehet igaz a paprika rezisztenciagénekre is, mely megallapitast
jol illusztralja az L. gének nagyfoka hasonlésaga. Az L. gének szekvencia kiilénbségei feltehetSleg a
TMYV virussal parhuzamos evolucié termékei. E feltételezés érvényes a nagyszamu és az L. génekkel
nagyfoku hasonlosagot mutatd, de pontosan nem ismert funkciéjy, fentebb emlitett rezisztencia
tehérjékre is.

Az Eredmény fejezet tablazataiban bemutatott L. gének és azok analdgjaival hasonlosagot
mutaté transzkriptek tényleges szekvenciajat célzott kisérletekkel lehetne megallapitani. Bar az itt
alkalmazott SbS szekvenalasi technologia elénye a nagyfoku pontossag, azonban a vizsgalt RNS
mintaink szekvenalhatésagi hatarérték  kozeli mindségéb6l fakadé RNS  rekonstrualasi
pontatlansagok is lehetnek okai az L. génektdl valé szekvencia szintl eltéréseknek. Tekintettel a
TMV rezisztenciagének minimalis szkvencia eltéréseire, és a veliik igen hasonlé rezisztenciagén
anal6gok béségére a paprikaban, természetesen, nem zarhat6 ki, hogy a vizsgalt transzkriptjeink
ujabb, eddig nem azonositott génanalégokat, izoformakat reprezentalnak. E kérdés tisztazasa
tovabbi, els6sorban kapillaris szekvenalason és kvantitativ PCR eljarason alapul6 vizsgalatokat
igényel.

A CMV rezisztens Karpat fajta transzkriptjeit rezisztenciagénekre jellemzé szekvencia
motfvumokra tervezzik sztrni, amihez Solanaceae rezisztenciagéneket és RGA-kat (resistance gene

analogue) fogunk hasznalni.
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6. Osszefoglalas

Dolgozatom & célkittzése volt a TMV és CMV rezisztencia molekularis genetikai
hatterének vizsgalata paprikaban, a fert6zéssel el6idézett génexpresszios vizsgalatok elemzésével.

Munkank soran elvégeztik a ZKI-bdl szarmazé névényanyag RNS tisztitasat. Sajnos arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a mintdk egy részében az RNS degradalédhatott, igy
korlatozottan alkalmas tovabbi vizsgalatokhoz val6 felhasznalasra. A transzkriptom szekvenalast a
rendelkezésre allo Gsszes mintan elvégeztiik, azonban a tovabbiakban csak a rezisztens Karpat és a
Century paprika fajtdk transzkriptom adatait vizsgaltuk. A kapott adatokat bioinformatikai
modszerek segitségével elemeztik, mely soran TMV rezisztencia génekkel kapcsolatos szekvencia
motfvumokat kerestink. Az ismert rezisztenciagénekkel nagyfokd hasonldsagot mutaté géneket
szerettink volna a rezisztens vonalakban azonositani. Ehhez a nyilvanos NCBI GenBank
adatbazisaban megtalalhaté rezisztencia gén szekvencidkat hasznaltunk. Néhany szekvenciat igen
nagy pontossaggal sikeriilt azonositanunk az altalunk szekvenalt transzkriptomokban, azonban
teljesen azonos, szazszazalékos lefedettégl szekvenciat nem talaltunk. Ennek egyik oka lehet a
vizsgalt mintakbdl izolalt RNS-ek nem megfelel6 mindsége. Tovabba néhany feltételezett TMV
rezisztenciagén analdgot csak a fert6zott mintak transzkriptomjaiban azonositottunk, amib6l arra
kovetkeztetink, hogy a fert6zés hatasiara expresszalodhattak. Ennek és a tobbi kérdésnek a
tisztazasahoz tovabbi részletes és atfogd vizsgalatok elvégzésére van sziikség.

Az elmult években a genomika gyors novekedése lehetévé tette 1) megkozelitések
megvaldsitasat a korokozokkal szembeni rezisztenciat megalapozé molekularis mechanizmusok
megértésére. A kovetkez6 generacios szekvenalasi technologiak alkalmazhatok a koérokozok teljes
genom szekvenalasanak biztositasara, valamint nagy ateresztOképességli molekularis markerek
tejlesztésére QTL-térképezéshez és génfelderitéshez. A hagyomanyos molekularis megkozelitések
faradsagosak és id6igényesek. A technologia fejlédésével a nemesitési programok hatékonyabbak
lehetnek a pontossiag és az eredmények elérésének gyorsasaga tekintetében. Az NGS alapu
genotipizalas tébb ezer SNP-t hoz létre, amelyek lehetévé teszik a koérokozokkal szembeni
rezisztenciaban részt vevé lokuszok kimutatasat. A genomi alapi nemesités mellett az NGS
alkalmazhaté a korokozo torzsek genomszekvencidinak sokféleségének feltarasara, specifikus
virulencia gének azonositasara. Ezenkivil alkalmazhaté a kérokozoé virulencidjahoz kapcsolodo
szekvenalt transzkriptomok nagy adathalmazanak el6allitasara vagy az effektor fehérjék
expresszidjanak vizsgalatara a fertézés korai szakaszaban. Az NGS j6véje a teljes genom
szekvenalasa felé tolodik el, lehetévé téve a virulencia gének muikodésével, a rezisztencia

mechanizmusaval és a korokozok evolacidjaval kapcsolatos kulcskérdések megoldasat. A
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platformokhoz valé hozzaférés, valamint az adatok egyszerGbb elemzése ¢és kezelése

megfizethetévé teszi ezen technoldgiak hasznalatat a genetikusok és nemesiték szamara.
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Kijelentem, hogy az altalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jelleg(, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkajabdl vettem at, egyertelmuen
megjeldltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem. )

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zarévizsgabdl kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az 4altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznalasdra, hasznositdsara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltéltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kbvetSen

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

Kelt: 70279 év A A hé 0 9 nap
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Allaga D4vid (hallgaté Neptun azonositdja: PRD7Y7) konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A diplomadolgozatot a zardvizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat dllam- vagy szolgdlati titkot tartalmaz: igen ne

Kelt: Keszthely, 2023. november 09.
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