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1. Bevezetés és célkituzések

A Meloidogyne fajok a vilag egyik legkarositobb patogénjeiként vannak szamontartva.
Polifag kartevé révén megjelenhetnek zoldség-, gylimolcs-, és diszndvénytermesztésben is.
Karositasuk azonban z6ldséghajtatasban a legnagyobb, ugyanis tropusi kartevo 1évén a hajtatasi
koriilmények a legkedvezObbek a gyokérgubacs-fonalféreg fajok szamara. Jelenleg legtobbet
alkalmazott védekezési modszer ellene a kémiai védekezés, azonban a legtdbbet alkalmazott
kémiai szer, a metil-bromid 2005-ben betiltasra keriilt az Europai uniéban. A felhasznalhato
kémiai szerek, valamint a kdrnyezettudatos ¢életmod terjedésének koszonhetéen célszerti vj,
alternativ védekezési modok utan kutatni. Ilyen alternativ megoldast kinalhatnak a rezisztencia
gének, melyeket precizids nemesitéssel, vagy egyes orszagokban génmodositassal juttatnak be
a novényekbe.

A paprika tapértéke és gazdasagi jelentdsége révén a vilag és Magyarorszag egyik
legjelentdsebb zoldségtermd novénye. Termesztése vilagszerte megkozeliti a 40 millié tonnat.
Hazankban az egyik legnagyobb mennyiségben hajtatott z6ldségndvény. A hajtatott paprika
felillete eléri az 1500 ha-t, Ossztermésatlaga pedig 50 t/ha folotti. Magyarorszag
paprikafogyasztds szempontjabol is kimagasld helyen all a vildgon. Felmérések alapjan az
egyik legtobbet vasarolt, és fogyasztott z6ldségndvényiink a paprika. Ezen szempontok ¢€s a
paprika hdigénye alapjan, kiemelt fontossagl a paprika védelme a gyokérgubacs fonalférgekkel
szemben.

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnologiai Intézet
Alkalmazott Novénygenomikai csoportja évek oOta kutatja a gyokérgubacs fonalféreggel
szembeni rezisztenciat biztosito6 Mel gént. Kutatasaik sordn azonositottdk a Mel gén
kromoszomalis helyzetét, majd térképezési modszerekkel egy ~70 kbp-os régidra sziikitették le
segitségével két gént azonositottak. A diplomadolgozatom sordn a lehetséges génjeldltek

szerepét igyekeztiink igazolni a gyokérgubacs fonalféreg elleni rezisztencia kialakitasaban.

Célkitiizéseink:

e A Mel génjeloltek izoldlasa és amplifikéacioja,

e Gateway modszer segitségével a génjeldltek expresszios vektorba juttatasa,

e Agrobacterium rhizogenes kozvetitette névény transzformacio,

e Génexpresszio kimutatdsa a transzformalt ndvényeken,

e Transzformalt novények gyokérgubacs fonalféreg fertdzése, €s a lehetséges génjeldltek

kiértékelése.



2. Irodalmi attekintés
2.1.Gyokérgubacs fonalféreg (Meloidogyne spp.)

2.1.1. Altalanos jellemzés

A gydkérgubacs-fonalférgek a hengerfélék (Nemathelmintes) torzsébe, a fonalférgek
(Nematoda) osztalyaba, Tylenchida rendbe, és a Meloidogynidae csaladba tartoznak. A
Meloidogynidae csaladba a gyokérgubacs-fonalféreg (Meloidogyne spp.) mellett két masik
nemzetséget sorolunk, a Meloidodorella és a Meloinema nemzetséget. A két utobbi nemzetség
fajai Eurépan kiviil élnek (Farkas és Andrassy, 1988). A Meloidogyne nemzetségen beliil eddig
leirt fajok szdma megkdzeliti a 100-at, ezek koziil 23 fajt talaltak és figyeltek meg Eurdpan
beliil. A 23 faj koziil négy fo fajt lehet kiemelni, a M. arenaria, M. incognita (1. abra), M.
javanica és a M. hapla melyek mez6gazdasagi szempontbodl a legelterjedtebb és legfontosabb
karositoéi a haszonnovényeknek. Hazankban a M. incognita, M. arenaria és a M. javanica
eléfordulasa novényhazakban jellemz6, mig a M. hapla a szabadfoldon figyelhetd meg

(Wesemael et al., 2011).

&
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1. abra: Meloidogyne incognita fénymikroszkéopos képe (httpl)

A kifejlett nOstény a tojasokat egy zselatinszerli anyagba burkolva rakja melyek igy egy
nagy tojastomeget alkotnak. A tojastomegek a gyokér felszinén, vagy egyes esetekben a
gubacsokba, vagy a gyokérszovetbe agyazva helyezkednek el, és akar 1000 tojast is
tartalmazhatnak. A larvak elsd vedlése még a tojason beliil lezajlik, igy a tojasbol mar J2
juvenilis fazisban kelnek ki (Jones et al., 2013). A Meloidogyne fajok 6sszetett taplalkozasi

kapcsolatot alakitanak ki gazdandvénytikkel, és specialis taplalkozasi struktirakat, Ggynevezett



oridssejteket indukalnak, amelyek nélkiilozhetetlenek a fonalféreg taplalkozasahoz ¢és
fejlodéséhez (Bird, 1961). A fertézést a J2 stadiumu larvak okozzak, melyek altalaban a
gyokérsiiveg kozelében hatolnak be a gyokérzetbe. Ehhez a szajszuronyukkal fizikai sebzést,
valamint kiilonb6z6 cellulitikus és pektolitikus enzimeket hasznalnak. Ezutan a larva kialakitja
az allandoé étkezési helyét, ahol fehérjebontd enzimek hatasara indol-vajsav keletkezik, aminek
a gubacsok, valamint az oridssejtek 1étrejottében van szerepe. Az igy kialakult 6ridssejtek adjak
a larva tovabbi fejlodéséhez sziikséges tapanyagokat, melyet a szajszurony segitségével,
szivogatva fogyaszt el. A J2 stadiumu féreg ezutan még haromszor vedlik amig eléri a kifejlett
felnétt stadiumot. Ezekben a fazisokban a larva szuronya fejletlen, ennek okan a J3 és J4
fazisban nem taplalkozik, hanem az eddig felhalmozott tdpanyagokbdl €l és fejlodik. A him
egyedek fonal alaktak, és elhagyjak a gyokeret, mig a néstény az étkezi helyén marad, tovabb
novekszik, és korte alakot vesz fel (Jones etal., 2013). A gyokérgubacs fonalférgek nemi aranya
kiegyenstlyozatlan. A szaporodasi stratégiak kivételes valtozatossagat mutatjak, az ivaros
szaporodastol a sziznemzésig. A legtobb faj partenogenetikus, és a himek csak kedvezdtlen
koriilmények kozott jonnek létre. Fejlddésiik 30-60 napig tart a gazdandvénytdl éEs

hémérséklettdl fiiggden (Chitwood és Perry, 2009).

2.1.2. Fertozése és védekezési modok

A Meloidogyne fajok polifag fitoparazitak, ebb6l adoddan igen széleskorben
karosithatnak. Megjelenhetnek zoldségféleken, gyliimolcsokon, disznovényeken, de akar
gyomndvényeken is. Zoldségtermesztésben kartételiik fliszer- és étkezési paprikan, uborkan,
paradicsomon, valamint a gyokérzoldségféléken jelentds. (Mandoki és Fail, 2007). A
gyOkérgubacs-fondlféreg szlrdsai altal kibocsatott emésztdenzimek hatdsara a sejtfalak
feloldodnak, oriassejtek képzddnek, melyek gatoljdk a novény viz- és tdpanyagszallitasat, igy
a novények gyengén fejlddnek, ami kivételesen nagy karokat okoz abban az esetben, ha a
novény mar palanta korban megfert6z6dott (Bird, 2016). A fertdzott novények levelei
lankadnak, hervadni kezdenek, meleg iddjaras soran a vizhidny tiineteit mutatjak, a viragok
nehezen kotddnek és a terméshozamuk is jelentésen csokkenhet (Jenser et al., 2003). A
gazdandvény gyokerén borsdszem, bors vagy egyes esetekben akar mogyord nagysagu

gubacsokat alkot. (2. dbra)



~ 17 A%
2. abra: Gubacsok a gyokérzeten (http2)

A fertézott novény gyokeérzete feldusul, és intenziv oldalgyokér-fejlodés figyelhetd meg
rajta (Andrassy és Farkas, 1988). A gyokérzoldségfélék esetében a rajtuk keletkezett latvanyos
karkép jelentds mértékben rontja a piacképességiiket, foleg a hajtatott és korai sargarépa
esetében. A paprikatermesztésben néhany hossza tenyészideji faj kiillondsen érzékeny, ilyenkor
a novények cstcsi részén vashidnyos tiinetekhez hasonlé kivilagosodas figyelhetd meg (Biro,
2016). A hajtatott paprika szempontjabol legveszélyesebb M. incognita kartétele szabadfoldon
nem haladja meg a 20 %-ot, ndvényhazban viszont hdigényes ndovények esetében, (mint példaul
a paprika) elérheti akar a 100 %-ot is. Ilyen mértékii karositasra abban az esetben keriilhet sor,
ha az iiveghdzban éveken keresztiil hoéigényes fajok voltak termesztve, illetve, ha a
talajfertStlenités elmaradt, vagy szakszertitleniil lett elvégezve. Jelentds lehet a kartétel abban
az esetben is, ha a talajfert6tlenitést elvégezték, de fert6zott palantakat tltettek. (Farkas és
Andrassy, 1988).

A M. incognita sok esetben jelenik meg Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis,
Trichoderma és Alternaria fajokkal egyiitt, de baktériumok mellett gombakkal is tarsulhat, mint
példaul a Pseudomonas caryophylli (Farkas és Andrassy, 1988).

A gyokérgubacs fonalférgek az egyik legkarositobb patogénekként vannak
szamontartva a vildgon (Trudgil és Blok, 2001). Jelenleg az egyik legmegbizhatobb, és
leghatasosabb védekezési modszer elleniik a kémiai védekezés, mint példaul folyékony
fertétlenitészerek (pl. metdm-ammonium) talajba injektdldsa vagy talajfertotlenitd
granulatumok (dazomet) kiszorasa (Glits et al., 1997). Korabban legtébbet alkalmazott modszer
a talaj fertStlenités volt metil-bromidos gazositassal, &m ennek az alkalmazésat 2005-t6l az
Europai Unio betiltotta (http3). Emiatt sziikségszeriivé valt alternativ védekezési modok utan

nézni, melyek koziil, az egyik legkdrnyezetkimélobb megoldas a rezisztencia nemesités (Dijan-



Caporalino et al., 2007). Ez a modszer hatékonyan szabalyozza a gydkérgubacs fonalféreg
populacidkat, gazdasagilag fenntarthato, valamint artalmatlan az egészségre ¢s a kdrnyezetre.
A rezisztencidért altalaban egy fobb R-gén felel, mely viszonylag konnyen bejuttathato
kultarfajtdkba hagyomanyos nemesitési eljarasokkal (back-cross) és fenotipizaldssal, vagy
marker alapu szelekcidos (MAS) modszerekkel. Ennek okan, ezek az R-gének széleskdrben
hasznaltak gyoOkérgubacs fonalféreg rezisztencianemesitési programokban, azonban
hatékonysaguk veszélyben van az RKN adaptacios képességei miatt (Barbary et al., 2016),
hiszen a rezisztencia gének egy szelekcids nyomast helyeznek a gyokérgubacs fonalférgekre,
ezzel novelve az esélyt, hogy olyan populaciok jelenjenek meg, melyek képesek id6vel attorni
a rezisztenciat (Castagnone-Sereno, 2006). A paprikdban szamos dominans R-gént
azonositottak mar a gyokérgubacs fonalféreggel szemben, ezeket Me géneknek nevezziik.

(Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al., 1999; Thies and Fery 2000).

2.2.Capsicum annuum

A paprika (Capsicum spp.) az egyik legjelentésebb, vilagszerte termesztett
z0ldségnovény, amelyet gazdasagi jelent6sége ¢€s tapértéke miatt nagyra értékelnek.
Rendszertanilag a Solanaceae csaladba tartozik, amely tobb mint 90 nemzetségbdl all, koztiik
olyan mas kereskedelmileg fontos zoldségnovényekkel, mint a paradicsom (Solanum
lycopersicum), vagy a tojasgyiimoéles (Solanum melongena). Géncentruma Kozép- és Dél-
Amerika (Zatyko, 2004). A Capsicum nemzetségbe tobb, mint 30 faj tartozik, ebbdl 6t (C.
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum és C. pubescens) keriilt koztermesztésbe, és
foként étkezési, és ipari célu felhasznalasra (pl.: kozmetikumok) termesztik (Parisi et al., 2020).
A paprika termesztése az elmult 20 évben folyamatosan ndvekedett, termésmennyisége a
vilagon nagyjabol 19 milli6 tonnardl negyvenre, mig a termdfeliilete 2,5-r61 3,8 milli6 hektarra
novekedett. A vilag paprikatermeld orszagai kozott Kina 4all az elsé helyen, mig Europaban
Torokorszag, Spanyolorszag, Hollandia, és Olaszorszag all az élen. Magyarorszag méreteihez
viszonyitva igen kimagaslé helyen all paprika termesztés szempontjabol. A FAOSTAT 2021-
es adatai szerint Magyarorszag tobb mint 90 ezer tonna étkezési paprikat termesztett a 2021-es
évben, amivel olyan, joval nagyobb teriiletli orszagokat hagytunk le, mint Franciaorszag vagy
Németorszag. A paprikatermelés europai atlaga 37 t/ha mig Magyarorszagon ez a szam 56 t/ha
volt 2021-ben (http4). Hazankban az étkezési paprika a legnagyobb feliileten hajtatott
z0ldségnovény, termoteriilete nagyjabol 1500-1600 ha, ezzel szemben szabadfoldi termesztése

600 hektar koriili (http5). Magyarorszagon a paprikafogyasztas igen kimagaslo, hiszen egy



2012-ben elvégzett felmérés alapjan egy haztartas 15,2 kg paprikat vasarolt az évben. Ezt a
mennyiséget csak a hagyma (16,9 kg) és a kaposzta (15,7 kg) mennyisége elézte meg (http6).

2.3.Rezisztencia gének

2.3.1. Novény patogén harc

A novényekbdl hidnyzik az ugynevezett adaptiv immunitds, ami a gerincesekben a
patogének elleni védekezést szolgalja. Sok esetben a védekezési mod eltérd lehet egyes
fajokban, de altalanossagban két védelmi vonalat lehet megkiilonbdztetni a novényeken beliil.
Elsé védelmi vonal a transzmembran receptorok, melyek felismerik a korokozora jellemzo
molekularis mintazatokat réviden PAMP-okat (Pathogen associated molecular patterns),
melyek evoluciosan igen konzervaltak, és sokszor elengedhetetlenck a patogén ¢letben
maradasdhoz, ilyenek lehetnek példaul a baktériumok flagellumai, lipopoliszacharidok, vagy
egyes sejtfal alkot6 strukturalis elemek (DeYoung és Innes, 2006). Felismerés kovetkeztében a
receptorok aktivaljak a novény alapvédelmet, ami nagyban hasonlithat a gerincesekben ismert
velesziiletett immunitasra. Masodik védelmi vonalnak pedig a rezisztencia géneket (R gének)
tekintjiik. Ebben az esetben a ndvény a patogén avirulencia génjei (Avr gének) altal termelt
effektor fehérjéket ismeri fel. Az effektor fehérjék egy evolucios eldrelépést jelentettek a
patogének szamara, mivel segitségiikkel kikeriilhették a PAMP felismerését és/vagy
elnyomhattak a ndvény védelmi valaszait, ezaltal megfertozve, és lathato tiineteket okozva a
novényen. Ennek hatdsara a novények tovabb fejlédve olyan fehérjéket kezdtek el termelni
melyek ezeket az effektorokat ismerik fel, ezt a mechanizmust ugy nevezziik, hogy effektor-
indukalta immunitas. Természetesen ez egy 6rok folyamat, mely soran a patogén ujabb és tijabb
effektorokat kezd el termelni, melyre a névénynek nincs megfeleld receptora, emiatt a ndvény
Ujabb és Ujabb felismerd fehérjéket kezd el termelni, védve magat a patogén ellen. Ezt a

folyamatot nevezziik névény-patogén harcnak (Hammond-Kosack és Kanyuka, 2007).

2.3.2. Rezisztencia gének

A rezisztencia gének a fent emlitett masodik védelmi vonalban jatszanak
elengedhetetlen szerepet, ugyanis ezek a gének kodoljak, a patogén avirulencia génjei altal
termelt effektorok felismeré receptorait. Erdekes modon az egy- és kétszikii novények
rezisztencia génjei kozott igen nagy fokl hasonldsag van, mely azt jelentheti, hogy a patogének
felismerése ¢€s az elleniik valo védekezés alapvetd moddjai a ndvények evolicidja és
diverzifikacioja soran megmaradtak. A rezisztencia gének legreprezentaltabb csoportja az

NBS-LRR osztalyba tartozd gének (Marone et al., 2013). Az NBS-LRR fehérjéket az N-



terminalis végiikon jelenlévé domének alapjan, két fobb alcsoportra oszthatjuk. A TIR-NBS-
LRR (TNL), amelyek Toll/Interleucin-1 doméneket tartalmaznak és CC-NBS-LRR, (CNL)
melyek egy coiled-coil domént tartalmaznak. (Shao et al., 2018). Ezek az NBS-LRR olyan
receptorok, melyek a patogén avirulencia génjei altal termelt effektorokat ismerik fel, a
novénybe jutds utan. Ezt a receptor-effektor kolcsonhatast nevezzikk ’gén a génnel’
rezisztencianak, mely sordn egy specifikus felismerési reakcio és szignal transzdukcids lanc
megy végbe. (Szabadi et al., 2016) A novények a felismerést kovetéen egy védelmi valaszt
inditanak el, melyre jellemz6 a gyors kalcium- és ion fluxusok, extracellularis oxidativ
molekulak felhalmozodésa, transzkripcios atprogramozas a fert6zési helyeken és azok koriil,
valamint a legtobb esetben lokalizalt programozott sejthaldl. Ezt a reakcidt nevezzik
hiperszenzitiv valasznak (Belkhadir, 2004). Genetikai elemzések soran megéllapitottak, hogy a
ndvényi genomok akar tobb ezer NBS-LRR-t kodolhatnak, driasi benniik a diverzitas, valamint
az alcsoportok eloszlasa is igen valtozatos. Ezek az adatok naprdl napra valtozhatnak,
béviilhetnek az tjonnan megjelend kutatasok miatt. (Marone et al., 2013). Az NBS-LRR gének
kromoszomalis eloszlasa a legtobb vizsgalt fajndl nagyon szabalytalannak tiinik, egyes
kromoszdmakra sokkal tobb NBS-LRR jellemzd, mint a tobbire, de az, hogy mely kromoszdéma
az, ahol tobb NBS-LRR talalhatd fajonként valtozhat. Burgonyédnal példaul a 4. és a 11.
kromoszdma tartalmazza a legtobb NBS-LRR-t, ahol a feltérképezett gének 15%-a NBS-LRR
volt, mig a legkevesebb a 3. kromoszdéman talalhatd, itt az NBS-LRR-ek aranya csupan 1 %. A
fajonként eltérd elrendezddést jol mutatja, hogy mig a burgonya esetében a 4. és a 11.
kromoszéman talalhato a legtobb, addig Brassica rapa-ban a 3. és 9. kromoszoman, Lotus
japonicusban a 2. és a 3., Medicago truncatula-ban pedig a 3., 4., és a 6. kromoszoéman. (Mun
et al., 2009, Song et al., 2015, Ameline-Torregrosa et al., 2008). Genetikai mechanizmusok,
mint a duplikécio, crossing over, ektopikus rekombinacid, génkonverziok, és egyéb szelekcios
hatdsok mind hozzajarultak az R gének és az altaluk kodolt rezisztencia fejlodéséhez (McHale

et al., 2006).

2.3.3. Me rezisztencia gének

A gyokérgubacs fonalféreg elleni rezisztenciaért paprikaban a Me, valamint az N gének
felelések. Osszesen 10 darab dominans Meloidogyne spp. rezisztencia gén van a paprikdban
(Mel-t61 Me7-ig, Mechl, Mech2 és N) (Dijan-Caporalino et al., 2007; Fazari et al., 2012). Ezen
gének koziil négy (Mel, Me3, Me7 és N) gyokérgubacs fonalféreg fajok széles kore ellen nyujt
védelmet, mig a tobbi gén csak egy-egy faj ellen biztosit rezisztenciat. (Dijan-Caporalino et al.,
1999, Hendy et al., 1985). A Me és N gének a paprika P9-es kromoszomajan egy 28 cM-es



klaszterbe rendezédve vannak jelen (Uncu et al., 2015). Rezisztencidjuknak két féle folyamata
van, egyes gének, mint a Me3 és a Me7 a fertdzés korai fazisaban biztosit rezisztenciat, mig
mas gének, mint példaul a Mel az oriassejt kialakulasadban részt vevo effektorok indukalnak,
ezaltal a fert6zési folyamat késObbi fazisaban gatoljak a fert6zést (Szabadi et al., 2013). Az
eddig leirt Me gének koziil harom a Mel, Me3, és a Me7 hdstabilnak bizonyult egészen 42 °C-
ig, mely hasznos tulajdonsag lehet a tropusi, illetve iiveghazi klimatikus viszonyok soran
(Dijan-Caporalino et al., 1999).

Egy 2014-es kutatas soran Barbary és munkatarsai a Mel és a Me3 gén hatékonysagat
vizsgaltak. Munkdajuk sordn négy kiilonb6z0 genotipusu paprika fajtdval dolgoztak: a Yolo
Wonderrel (YW) a Doux Long des Landes-sel (DLL), a DH149, és a DH330-as fajtaval. A
DLL nagyon fogékony, a YW részlegesen rezisztens (csokkent tiineteket mutat), mig a DH149
¢s a DH330, melyek a Me3 és Mel géneket tartalmazzak, teljesen rezisztensek. Mindkét DH
fajta kiilon-kiilon keresztezve lett a DLL és a YW fajtaval. A sziikséges back-Ccross
keresztezéseket kovetd vizsgdlatok soran bebizonyitottdk, hogy a rekurrens fajtak genetikai
hattere hatassal lehet a rezisztencia kialakulasara, hiszen nem egyforma mértékii rezisztenciat
kaptak a Me gének bejuttatasa utan sem (Barbary et al., 2014). Egyik legujabb kutatas a
témaban 2022-ben jelent meg, melyben sikeresen izolaltak és klonoztak a Me3 gént. (Liu et al.,
2022).

Az Osszes eddigi kutatas folyaman egyértelmiivé valt, hogy a Me gének koziil a Mel
tlinik a leghatékonyabbnak, hiszen olyan fonalféreg vonalak ellen is rezisztenciat tud nyujtani,
amelyek a Me3 és Me7 rezisztenciajat mér attorték (Castagnone-Sereno et al., 1996, 2001). igy
anemesitési programok nagy figyelmet forditanak a Mel génre, és még nagyobbat olyan parika
vonalakra melyek egylitt hordozzdk a Mel és Me3 gént, melyek igy a legtobb gyokérgubacs

fonalféreg vonal ellen hatékony és stabil védelmet nyujtanak (Dijan-Caporalino et al., 2014).

2.4.Molekularis markerek

2.4.1. Bevezetés

A genetikai markerek egyik elsé felismerdjének Gregor Mendel-t tekinthetjiik, aki
oroklédési szabalyszerliségek tanulmanyozésa soran, a borséndvényeket nem egy egész, €s
emiatt atlathatatlanul bonyolult rendszerként kezelte, hanem csak néhany, jol meghatarozhato
morfologiai marker torvényszerliségeire koncentralt (Pedryc, 2008). Mendel a genetikai
alaptorvények felfedezésével, Morgan és Sturtevant a gének sorrendjének kisérleti tton torténd
meghatarozasaval, valamint szdmos kimagaslo genetikus munkéssaga lehetové tette a genetikai

analizist. A genetika, mint tudomanyag egyik legfontosabb eredménye, hogy a morfologiai
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mutéciokat hordozo egyedek keresztezésével és az utddok genetikai analizisével a géneket
kapcsoltsagi csoportokba lehet sorolni és ezeken beliil a gének sorrendjét, meglehet allapitani.
A genetikai modszerekkel meghatarozott génsorrend grafikus abrazoladsa a genetikai térkép. Az
egyes ¢lolények géntérképei tették lehetdéveé, hogy betekintést nyerjiink az 6rokitd anyag
rejtelmeibe, megtudjuk azt, hogy hozzavetdlegesen mennyi gén van, és azok milyen funkcidval
rendelkeznek, az adott egyeden, fajon beliil (Kiss és Endre, 2004). A klasszikus genetikai
térképezés soran legtobbszor a természetben eléforduld, vagy indukalt morfologiai
kiilonbségeket alkalmaztdk genetikai markerként, majd ezeket kovették a kiilonbozo
masodlagos anyagcsere termékek, mint példaul az antocianinok, vagy fenolok. Ezekrdl a
markerekrél azonban hamar kideriilt, hogy egyaltalin nem hatékonyak, hiszen nagyon
instabilak, sokszor fiiggenek kornyezeti hatasoktol, igen kis szdmban elérhetdek, és sok esetben
kiértékelésiik sem egyértelmii (Kiss és Endre, 2004; Grover és Sharma, 2016; Torjék, 2001).
Az 1970-es évektdl egy rovid iddre a kiilonbozé enzimmarkerek (allozimek és izoenzimek)
nyertek teret, melyek veszte szintén az alacsony szamuk, és megbizhatatlansaguk volt. Egészen
a 80-as évekig probaltak dket alkalmazni, elsdsorban a nemesitési szelekcid soran, mind addig
mig meg nem jelentek a molekularis — DNS — alapt markerek. (Grover és Sharma, 2016;
Tanksley, 1983). ,Definicio szerint molekularis markernek azt a valamilyen moddon
kimutathaté DNS-szakaszt értjiik, amely képes a genomszinti valtozékonysag kimutatasara. A
molekularis markerek nem sziikségszerlien korrelalnak a tulajdonsdgok fenotipusban vald
megjelenésével. A morfologiai markerekhez képest a molekularis markerek altalanosithatod
eldnye a szovettdl, fejlodési fazistol valo fiiggetlenségiik. Egyes markerek esetében viszont,
mint példaul izoenzim-mintdzatok vagy a cDNS szekvenciara épitd eljardsoknal, éppen az adott
ndvényi szervekben vagy az ontogenezis egyes folyamataiban fellépd polimorfizmus rogzithetd
a megfeleld markerrendszer segitségével. A markerek jelenlétét nem befolyasoljak a kdrnyezeti
tényezOk, pleiotrop €s episztatikus hatdsok” (Pedryc, 2008). Az idealis marker legfobb
tulajdonsagai, hogy magas polimorfizmust mutat, kodominans 6roklédésti, vagyis diploidoknal
megkiilonboztethetéek a homo- €s heterozigotak, a teljes genomban egyenletesen €s gyakran
eléfordul, stabil, barmely szovetbdl, és barmely fejlodési allapotban detektalhato, vizsgéalata
gyors, konnyli, megismételhetd, valamint kis mennyiségli mintaval is elvégezhetd és
koltséghatékony. Sajnos jelenleg egyik molekularis markerezési modszer sem elégiti ki teljesen
a felsorolt tulajdonsagokat, igy az adott kutatas megkezdése el6tt fontos végig gondolni, mely
technika lehet a legalkalmasabb figyelembe véve, az infrastruktirat, a koltségvetést, a szakmai

hozzaértést, és természetesen a kutatas céljat is (Gyorgy, 2013, 2022).
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2.4.2. Molekularis markerek tipusai

Molekularis markereket tobbféleképpen csoportosithatjuk, az egyik legaltalanosabb
csoportositas szerint megkiilonbdztethetiink dominans és kodomindns csoportokat aszerint,
hogy segitségiikkel diploid névényeknél meg lehet-e kiilonboztetni a homo- és heterozigdta
egyedeket (Hartl, 1988). A legtobbet alkalmazott dominans markerek k6z¢é soroljuk a Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR), Sequence
Characterised amplified regions (SCAR), és az Amplified Fragment Lenght Polymorphism
(AFLP). Ko-dominans markerek koziil pedig a Restriction Fragment Lenght Polymorphisms
(RFLP), Mikroszatellitek (SSR), és a Cleaved amplified Polymorphism (CAPS) a
legelterjedtebbek (Idrees és Irshad, 2014).

24.2.1. RAPD

A PCR technika felfedezése és elterjedése utan, az egyik els@ markerezési eljaras az
RAPD volt, melyet egymastol fliggetleniil Williams és munkatarsai, valamint Welsh és
McClelland publikaltak 1990-ben. Lényege, hogy rovid (6-12 bp hossziisagu) random primerek
segitségével kiillonbozo eredetti DNS-ek polimorfizmusait mutathatjuk ki. Abban az esetben,
ha két primer kotédési helye csak néhany kbp-nyi tavolsagra van egymastol, végbemegy
kozottik az amplifikdcio, igy a polimorfizmus a két DNS kozotti amplifikéciok kozotti

kiilonbségekbdl, valamint azok meglétébdl vagy hianyabol mutathatoak ki (Gyorgy 2013).
24.2.2. 1SSR

Az ISSR egy, a mikroszatellit régiokra alapuldé markerezési eljaras. Elséként 1994-ben
Zietkiewicz és munkatarsai irtak le. Ellentétben az SSR markerekkel, nem sziikséges hozzajuk
szekvencia ismeret, hiszen itt a primereket magara a mikroszatellit régiora tervezzik. A
primerek altalaban 15-30 bp hosszsagak, és a 3’ vagy az 5° végikon talnyltlnak a
mikroszatellit régidn, ezzel biztositva azt, hogy egyetlen szakaszrol ne késziiljon egynél tobb
termek ezzel fals eredményt mutatva. Az ISSR markereket legtobbszor genetikai diverzitas
vizsgalatra, fajta megkiilonboztetésre, valamint genetikai térképek szerkesztéséhez hasznaljak

(Fang ¢s Roose, 1997, Moreno et al., 1997).
24.2.3. AFLP

Az AFLP moédszer Iényegében az RFLP és a PCR technika egybeolvasztasa. Els6
1épésben restrikcids enzimmel emésztjiik a DNS-t, majd az emésztés utan olyan adaptereket
ligalunk a végiikre, melyeknek a szekvenciajuk ismertek, igy lehetséges rajuk a primer tervezés.

A PCR soran az adapter régiokra tervezett primerekkel az emésztési helyek kozotti szakaszokat
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szaporitjuk fel. A polimorfizmus ezeknek a szakaszoknak a méretkiilonbségébdl adddik.
Genetika térkép, DNS-ujjlenyomat készitéséhez, fajta elkiilonitésre, valamint genetikai

diverzitas vizsgalatara hasznaljak (Paun és Schonswetter, 2012).

24.2.4. RFLP

Az RFLP modszer az els6 markerezési eljaras volt, és az egyetlen, ami hibridizacios
eljarason alapszik. Alkalmazasa soran itt is restrikcios enzimmel emésztjiik a DNS-t, melyet ez
utan agardz, vagy poliakrilamid gélen elvalasztunk. majd Southern hibridizaci6 soran a DNS-
fragmentumokat egy membranra vissziik at, ezutan pedig DNS-probaval hibridizaljuk.

Alkalmazzéak allélpolimorfizmus kimutatdsara, fajtaazonositasra és térképezésre (Nadeem et

al., 2018).
2.425. SSR

A SSR, vagy masnéven mikroszatellit markerek, a DNS nem kddol6 szekvenciaiban
talalhatoé 2-5 bp hosszusagu, ismétlddd és nagy polimorfizmust mutaté szekvencidkra épiild
markerezési eljaras. A mikroszatelliteket hatarold szekvencidk fajon belill altaldban igen
konzervaltak, igy ezekre a régidkra tervezett primerekkel a kozbeesé mikroszatellit régiok
PCR-rel felszaporithatoak. Magas poliformizmusuknak koszonhetden széleskorben
alkalmazhatdak, leginkabb populacidgenetikai vizsgalatokra, kapcsoltsagi térképek készitésére
¢s fajtaazonositasra hasznaljak oket. Hatranyuk, hogy a primertervezés igen koltség- és
munkaigényes, valamint sokszor 2 vagy 4 bazispar kiilonbség van a fragmentumok kozott, igy
nagy felbontoképességli poliakrilamid gélen kell Oket elvalasztani, és a pontos

fragmentummeéret meghatarozasa is koltséges lehet (Gyorgy, 2013, 2022).
24.26. SCAR

A SCAR markerek altalaban az RAPD markerekbol indulnak ki, de hasznalhatoak
hozza a ISSR ¢és az AFLP markerek is. Lényege, hogy az adott markerezési eljarasbol a
szamunkra értékes fragmentumot kivagjuk a gélbdl, visszatisztitjuk, majd szekvenaljuk, igy

egy mar ismert szekvenciara tudunk primert tervezni (Gyorgy, 2022).

24.2.7. CAPS

A CAPS markerek az RFLP modszerhez hasonldan, restrikcidos enzim hasznalatan
alapszik, azzal a kiilonbséggel, hogy mig az RFLP-nél az egész DNS-t emésztjiik, itt, csak egy
altalunk kivalasztott fragmentumot. Lényege, hogy a hossz-polimorfizmus a restrikcios helyen
egy SNP vagy indel jelenléte vagy hidnya miatt jon létre. A genom barmely génje vagy

fragmentuma hasznalhat6 CAPS markerezésre, ahol a restrikciés helyen kordbban
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azonositottak mar SNP-t vagy indel-t. Elsésorban genotipizalasra, genetikai térképezésre, vagy

fajtaazonositasra alkalmazzak (Gyorgy, 2022).

2.4.3. Genetikai térképezés

Genetikai térképezésnek azt a folyamatot nevezzik, mikor kiilonféle molekularis
markerek segitségével meghatarozzuk egyes gének egymashoz viszonyitott helyzetét és
tavolsagat a genomon. A legelsd genetikai térkép T.H. Morgan és Alfred Sturtevant nevéhez
kothetd, akik hat, nemhez kapcsolhatd gént térképeztek fel a gytimolcslegyek kromoszomain,
1911-ben (Semagn et al., 2006). Egy részletes genetikai térkép magas szintli genomi
lefedettséggel az els6 1épés a marker alapi novénynemesités soran (Tanksley et al., 1989), és
fobb céljai, hogy:

e Lehetdvé teszi a mindségi és mennyiségi tulajdonsagok részletes genetikai elemzését,
mellyel lehetévé valnak a gének lokalizacidja (Yim et al., 2002),

e A szamunkra értékes gének introgresszidjanak eldsegitése marker asszisztalt szelekcid
soran,

o Lehetévé tesz Osszehasonlitd térképezést kiilonbozo fajok kozott, annak érdekében,
hogy egyes gének, valamint azok sorrendje és funkcidja kozott a hasonlosagokat, és
kiilonbségeket vizsgaljuk (Paterson et al., 2000),

Ahhoz, hogy egy kapcsoltsagi térkép teljes mértékben hasznosnak bizonyuljon
egyszertien kivitelezhetdnek, gyorsnak, koltséghatékonynak, és megismételhetonek kell lennie
(Lorieux et al., 2000).

A genetikai térképezés azon az elven alapul, hogy a gének (illetve a markerek vagy a
lokuszok) kromoszoma-rekombinacio utjan szegregalodnak a meidzis (azaz ivaros szaporodas)
soran, igy lehetdvé valik az utddokban torténd elemzésiik (Paterson, 1996). A meidzis soran a
homolog kromoszémak parokba rendezddnek, majd megtorténik kozottiik a crossing over, igy
az egyik gén alléljainak szegregacidja fliggetlen a masik gén alléljaitdl. Ezt Mendel mésodik
torvénye mondja ki, és a fliggetlen 6roklddés torvényeként ismert. A fliggetlen 6roklédés
torvénye mindig érvényes a kiilonb6z6 kromoszémakon talalhat6 génekre, de nem mindig igaz
azokra a génekre, amelyek ugyanazon kromoszoman talalhatok. Abban az esetben, ha két gén
kozel van egymashoz ugyanazon a kromoszoéman, nem rendezddnek el egymastol fiiggetleniil,
azaz egymashoz kapcsoltnak nevezziikk d6ket. Az egymashoz kozelebbi vagy szorosan
kapcsolodo gének gyakrabban 6roklédnek egyiitt, mint a nem kapcsolt gének (Semagn et al.,
2006).
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Jelenleg tobbféle modszer is 1étezik térképezési populaciok kialakitdsara, ilyen példaul
az F2, back-cross (BC), dihaploid (DH), rekombinans beltenyésztett (RIL), valamint a near
1sogenic (NIL) vonalak. Ezen modszerek koziil a legtdbbet alkalmazott térképezési populacio
az F2 nemzedék. Lényege, hogy az F2 populaciot két homozigoéta sziilé egyed keresztezésébol
1étre jott F1 nemzedék Onbeporzasaval allitjuk eld, ahol az utdédok lokusza 1:2:1 aranyban

hasadnak (Kiss és Endre, 1994).
2.4.4. Szintérkép

Egy altalanos grafikai térkép szerkesztése soran a ndvényeket és a hozzdjuk tartozo
lokuszokat tablazatba helyezziik, ahol a vizszintes sorban a névény egyedeket taldlhatoak, mig
fliggdlegesen a vizsgalt lokuszok. Az igy kitoltott tablazatbol egyértelmiien meghatarozhaté a
kapcsoltsag, és a lokuszok genotipusa. Az egyszerl atlathatosag érdekében a genotipusokat
szamokkal jelolik, ahol az 1: anyai homozigoéta, 2: heterozigdta, 3: apai homozigota, 4: nem
anyai homozigota, 5: nem apai homozigota, és a 0: genotipus nem ismert. Viszont a térképezés
elérehaladéasaval ez az adathalmaz fokozatosan egyre nagyobb lesz, és az 6ridsi tablazatban a
szamjelolések atlatasa egy id6 utan igen nehézkessé valhat, ebben segit a szintérkép 1étrehozasa,
mely sordn a szdmokat, szinekkel helyettesitjiik, igy még egyszeriibbé téve a genotipusok

pontos meghatarozasat (3. abra) (Kiss és Endre, 1994).

Genotipus kategoriak

Genetikai marker

3

™M1 1T 1 1
I:I Anyai homozigota L b
SCAR-CD 1 1

TMB 1 1
™3 1 1
Heterozigota Me1 genotipus 1
741A 11
SSR9 1
™5 1

T™M4
Vizsgalt novények
szama

- Apai homozigéta

- Nem anyai homozigota

o
Yl |~|o |~

3. abra: Mel rekombinans utédok szintérképe

2.5.Genetikai transzformacio

2.5.1. Altalanos géntranszfer

A genetikai transzformacié egy DNS szakasz bejuttatasat jelenti az €16 sejt genomjaba.
A transzformaci6 igy lehet6vé teszi, hogy egy korlatozott hosszusagu DNS-szakaszt épitsiink

be a ndvény genomjaba, ugy, hogy az stabilan 6roklédjon. A géntranszfer torténhet mas fajbol
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szarmazd DNS-szakasszal, de akar a sajat faj genomjabdl is. Az utdbbi esetben lehetséges lenne
keresztezéssel bejuttatni a szamunkra fontos DNS-szakaszt, de ebben az esetben kevésbé lenne
preciz az atvitel, €s nem tudnank szabadon valtoztatni a gén szabalyozasat. A precizitas mellett
egy masik érv a genetikai transzformacido mellett, hogy a bejuttatni kivant DNS-szakasz
szarmazhat szinte barmilyen €l61énybdl, tehat a genetikai tavolsadg kisebb mértékben jelent
akadalyt, mint a hagyomanyos keresztezéses modszernél. Természetesen minden esetben
figyelembe kell venniink, hogy a bevitt gén megfeleloen mikodjon egyiitt az
anyagcsererendszer tobbi elemével. A sikeres transzformaciohoz nem elegendo a kivalasztott
DNS-szakasz, hanem egy ugy nevezett transzgén konstrukciot kell 1étrehoznunk, mely harom
6 elembdl épiil fel: a promoter régidbol, a kodold szakaszbdl, valamint a terminator régiobol.
A promoter a géniink kifejezédéséért és miitkodéséért felel, a kodold szakasz az altalunk
kivalasztott gén, mig a terminacids régiod az RNS atirasnak a lezarasat jelzi az RNS-polimeraz
szamara. A bejuttatds modja szerint megkiilonboztetliink kdzvetett, és kozvetlen modszereket.
(Olah és Zok, 2013). Kozvetlen modszer soran a transzgént mi magunk juttatjuk be a célszovet
sejtjeibe. Sokféle kozvetlen modszerrel értek mar el sikeres génbevitelt, tobbek kozott
génpuskaval, protoplasztok PEG-es kezelésével, szilikon-karbid rostokkal, mikro- ¢és
makroinjektalassal, illetve vakummal. A szamos publikalt kozvetlen technika koziil azonban a
biolitikus mddszer a legtobbet alkalmazott a kultarndvények korében. Kozvetett modszer
esetében viszont nem magunk, hanem egy masik €16 szervezet (virus, baktérium) segitségével
juttatjuk be a transzgént a ndvény sejtjébe. Jelenleg leghatékonyabb modja a kozvetett

géntranszfernek, az agrobaktérium kozvetitett transzformacié (Heszky, 2011).

2.5.2. Agrobaktérium kozvetitett genetikai transzformacio

Az agrobaktérium fajok a Rhizobiaceae csaladba tartoz6 Gram-negativ, talajlako és
novénypatogén baktériumok. Az Agrobacterium alcsalad két, szamunkra legfontosabb tagja az
Agrobacterium tumefaciens, és az Agrobacterium rhizogenes. Az Agrobacterium fajok kétszik
novényeket fertéznek, azok sebzési feliiletein keresztiil. A fertdzott ndvényeken az A.
tumefaciens tumorndvekedést indukal. Zaenen és munkatarsai 1974-ben bizonyitottak be, hogy
az A. tumefaciens altal kivaltott tumorképzddés, valamint az opinszintézis Osszefiigg egy nagy
plazmid, a tumorindukalo, roviden Ti-plazmid jelenlétével (Agrawal és Rami, 2022). Késobb
tobb laboratorium is igazolta, hogy a Ti-plazmid egy kis része az iigynevezett transzfer DNS
(T-DNS) a baktériumfertézés soran atkeriil a névényi sejtekbe, ahol stabilan integralodik a
sejtmag DNS-ébe. A sériilt novényi részek kiillonbozé fenolvegyiileteket (pl.: acetosyringon)

bocsatanak ki, melyek aktivaljak a baktérium Ti-plazmidjan elhelyezked6 virulencia génjeit. A
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virulencia gének hatasara a plazmidbol a T-DNS szakasz kivagodik, és a baktérium tovabbi
génjeinek segitségével bejut a novényi sejtekbe, ahol a T-DNS bal- és jobboldali
hatarszekvenciak segitségével integralodik a novény sejtmagi DNS-ébe (Heszky és Dudits,
2014). Ahhoz, hogy az agrobaktériumot gyakorlatban is hasznalhassuk géntranszformalasra,
sziikséges volt azok plazmidjainak ’lefegyverzése’, vagyis a T-DNS két hatarszekvenciai
kozotti szakaszokat, melyek a tumor indukalasért feleldsek kivagtak, hogy helyettiik,
kiilonbozé gazdasagilag fontos gének, valamint markergének legyenek beépithetoek. Az
agrobaktériumos géntranszformacié legnagyobb eldnye a kézvetlen modszerekkel szemben,
hogy alacsony kopiaszam jut be a sejtmagi DNS-be, igy kisebb az esélye a késobbi
géncsendesités kialakuldsanak. Nagy molekulatomegli DNS vihetd be, ezzel lehetévé téve,
hogy egy Iépésben tobb gént épitsiink be, valamint viszonylag egyszer és koltséghatékony az

alkalmazasa (Heszky, 2011).

2.5.3. Agrobacterium rhizogenes

Az Agrobacterium rhizogenes kozvetitette transzformacid nagyban megegyezik az A.
tumefaciens-nél leirtakkal. A kiilonbség a két faj kozott, hogy az A. rhizogenes-ben a Ti-
plazmid helyett egy Ri-plazmid talalhat6, amely a novények gyokereibe juttatja be a T-DNS-t,
ezaltal tumor helyett hajszalgyokér novekedést indukal. Hasznalata lehetéséget nyujt
gyokérben miikodd és kiilonbozd gyokérspecifikus korokozokkal szembeni rezisztenciat
biztositd gének mikodésének, valamint gyokér-patogén interakciok vizsgalatara (Alpizar et al.,
2006). Egyik legnagyobb elénye a transzformacid gyorsasaga és technikai egyszeriisége,
valamint, hogy az A. tumefaciens kozvetitette transzformaciot koveté 4-6 honapos noévény
regeneracios id6 helyett a transzgénikus gyokerek fejlodése csak 6-8 hetet vesz igénybe (Veena
és Taylor, 2007). Az. A. rhizogenes altal kozvetitett transzformacié6 soran a
gyokértenyészetekbdl kozvetleniil regeneralhatéak novények, igy elkeriilhetéek az A.
tumefaciens alkalmazasanal megjelené szomaklonalis variabilitds okozta problémak
(Roychowdhury et al., 2012). A paprika névények rekalcitransok az A. tumefaciens-el t6rténd
transzformaciora, valamint az in Vitro ndvényregeneraciora nézve is, igy jelenleg a
gyokérpatogén fajok ellen rezisztenciat biztositdo gének vizsgalatara paprika fajokon, az A.

rhizogenes nyujtja a leghatékonyabb megoldast (Kifle et al., 1999, Hwang et al., 2000).
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3. Anyag és modszer

3.1.A munka elé6zményei

Diplomamunkdm soran a Genetika ¢és Biotechnologia Intézet Alkalmazott
Novénygenomikai csoportjanak a Meloidogyne fajokkal szemben rezisztenciat biztosito Mel
génnel kapcsolatos kutatasaba kapcsolédtam be. Az elmualt néhany évben sikeresen
azonositottak a Mel gén kromoszoémalis helyzetét. Ezt kovetdn a csoport 1étrehozott egy 4500
darab F2 egyedbdl allo térképez6é populaciot, mely szegregal a Mel génre. A térképez6
populaciot a szenzitiv Fehér6zon fajta és a rezisztens P1201234 keresztezésébdl szarmazo F1
populacié ontermékenyitésével allitottak eld. A sziilé egyedek genomjat szekvenaltak, majd a
rekombinans utdédok segitségével a Mel génhez kapcsolt sajat fejlesztésii markerek
paprika genom adatbazisok és bioinformatikai modszerek segitségével két gént azonositottak,
melyek koziil az egyik jelolt gén egy olyan fehérjéket kodol mely NBS (Nucleotide-Binding
Site) - LRR (Leucine-Rich Repeat) motivumokat tartalmaz (NBLR1), a masik pedig egy
feltehetden sejtfolyamatokat szabalyozo transzkripcios faktor (TF1). 2022 végén az NCBI
adatbazis paprika referencia genom szekvenalasi és szekvencia illesztési eredmények alapjan,
a Softberry FGENESH génpredikcids algoritmusat hasznalva még egy génjeloltet sikeriilt
prediktalni (NBLR2), mely szintén egy NBS-LRR motivumokat tartalmazo gén. Ezt a
feltételezést RNS szekvendlasbol szarmazo readek segitségével erdsitették meg. Az NBLR2
gén elején és végén talalhatod szekvencidk olyan repetitiv szakaszokat tartalmaznak, amelyek
nagyban hasonlitanak az NBLR1-es génhez, ezért amplifikacidja nehézkes és jelenleg is

folyamatban van.

3.2.Novényi mintak feldolgozasa

A DNS és RNS izolalashoz a kivalasztott novény egyedek fiatal leveleirdl 1 g
levélmintat gyijtottiink. A levélkorong mintakat DNS izolalds esetében homogenizator
segitségével roncsoltuk szét a sejtfal felnyitasanak és a DNS feltarasanak érdekében. Az RNS
mintdk izolalasdhoz  dorzsmozsarban folyékony nitrogén segitségével poritottuk
finomszemcséjlire a ndvénymintakat eldre lehiitott eszkozokkel, a lehetd legjobb mindségii

poritas érdekében.
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3.2.1. DNS-izolalas

A novényi mintdkat a Mini-Beadbeater-96 (BioSpec Products) homogenizatorban
roncsoltuk 2400 RPM-en 1 percig. DNS-izolalashoz a Zenogene novény DNS tisztito kitjét
hasznaltuk a gyartd utasitasai alapjan. A tisztitasi folyamatot kovetden a mintakat 80 pl
végtérfogatii elualé oldatba oldottuk le, majd Nanodrop késziiléken ellendriztik a

koncentraciojukat. A mintakat -20 °C-on taroltuk.

3.2.2. RNS-izolalas

RNS-izoléalashoz a rezisztens sziil6 gyokér mintdit hasznaltuk. 1 g mennyiségli mintat
elére lehlitott dorzsmozsarban, folyékony nitrogén segitségével 2-3 percig dorzsolve poritottuk.
Minden mintahoz 1j steril eszkozoket (dorzsmozsar, pisztillus, iivegpalca) hasznaltunk, a
mintak keveredésének, és az ebbdl szarmazd kontaminacid elkeriilése érdekében. Az RNS-
izolalast a Promega SV Total RNA Isolation System kitjével végeztiik a gyartd utasitdsai

alapjan. Az RNS-mintakat -80 °C-on taroltuk.

3.2.3. ¢cDNS szintézis

Ahhoz, hogy az el6zdleg kivont RNS-mintakbol PCR segitségével fragmentumot
tudjunk amplifikalni eldsz6r cDNS-¢ kellett irnunk Oket. A CDNS-szintézist a Thermo
Scientific™ RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit-tel végeztiik a gyartd utasitasai
alapjan. A reakciot 20 ul végtérfogatban folytattuk le reverz transzkriptaz segitségével. A

mintakat -20 °C-on taroltuk a kovetkez6 munkafazis megkezdéséig.

3.2.4. Szekvenalas

A génjelolteket tisztitott PCR termékként vagy plazmidba juttatva kiildtiik szekvencia
meghatdrozasra, amelyet a Biomi Kft. végzett. A mintdkat és a sziikséges primereket 10 pl
térfogatba kiildtiik le. A bekiildott mintdkat ABI 3130XL késziilék segitségével szekvenaltak,
majd a kapott szekvenciakat in silico elemeztiik DNA STAR SeqMan software segitségével.

3.3.Szekvenciak molekularis vizsgalata

3.3.1. PCR

Az E. coli és agrobaktérium telepek ellendrzésére alkalmazott kolonia PCR-hez,

valamint a rekombinéns utédok genotipus ellendrzésére hagyomanyos Tag polimerazt, mig a

crer

hasznaltunk.
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3.3.1.1. Kolonia PCR

A Kolonia PCR sordn az ellendrizni kivant telepeket pipettaheggyel szedtiik le a
taptalajrol, majd ovatosan athuztuk a master plate-re. A pipettahegyeket ezutan a PCR csévekbe
helyeztiik, igy a pipetta hegyen maradt baktériumok a reakcidelegybe keriiltek, mint templat
DNS. A reakciot 12 ul végtérfogatban folytattuk le hagyomanyos Taqg polimeraz segitségével.
A reakcidhoz kolonianként 1,2 ul DreamTaq 10x puffert, 0,3 ul ANTP-t (10mM), 1-1 ul primert
(10 pmol/ul), 1,2 ul Taq polimerazt és 8 ul steril Milli-Q vizet mértiink. A PCR program
beallitasai: elédenaturacid 95 °C, 5 perc; (denaturacié 95 °C, 30 masodperc; primer kotédés 72

°C, 30 masodperc; lanchosszabbitas 72 °C, 30 masodperc) x 25 ciklus.

3.3.1.2. Rekombinans egyedek genotipus ellendrzése

A térképezd populacid genotipus ellendrzése soran a rekombinans egyedekrdl szarmazo
DNS mintat, a sajat fejlesztésti markerek tesztelésére pedig a sziild egyedek DNS-ét hasznaltuk
templatként. A reakciot 12 pl végtérfogatban folytattuk le hagyomanyos Taq polimeraz
segitségével. A reakciohoz mintanként 1 pl templat DNS-t (~50 ng/ul), 1,2 ul DreamTaq 10x
puffert, 0,3 ul ANTP-t (10mM), 1-1 pul primert (10 pmol/ul), 1,2 ul Taq polimerazt és 7 pl steril
Milli-Q vizet mértiink. A PCR program beallitasai: elédenaturacio 95 °C, 5 perc; (denaturacid
95 °C, 30 masodperc; primer kotédés 72 °C, 30 masodperc; lanchosszabbitas 72 °C, 20

masodperc) x 35 ciklus.

3.3.1.3. Génjeldltek amplifikacidja

crer

polimerdz enzimet alkalmaztuk, mely egy rendkiviil gyors €s pontos atirast biztosito ,,hot-start”
polimeraz. A reakcidt a gyart6 utmutatasa alapjan allitottuk Gssze.

A NBLR1-es gén amplifikalasahoz a rezisztens sziild genomi DNS mintéjat hasznaltuk
templatként. A reakciot 25 pl végtérfogatba allitottuk ossze. A reakcidhoz mintanként 12,5 pl
CloneAmp premixet (puffer és polimeraz), 1 ul DNS templatot (~50 ng/ul), 1-1 ul primer part
és 9,5 ul MilliQ vizet mértiink. A PCR program bedllitasai: elédenaturacié 95 °C, Sperc
(denaturacié 98 °C 10 masodperc; primer kdtddés 60 °C, 10 masodperc; lanchosszabitas 72 °C,
1 perc 35masodperc) x 35 ciklus.

A TFl-es génjelolt klonozdsdhoz a rezisztens sziild RNS mintaibol irt cDNS-t
hasznaltuk templatként. A reakcio Osszetétele megegyezett a NBLR1-es gén amplifikalasahoz

hasznalt reakcioval a templat kivételével. A PCR program beallitasai: elédenaturacio 95 °C,
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Sperc (denaturaci6 98 °C, 10 mésodperc; primer kotdédés 60 °C, 10 masodperc; lanchosszabitas

72 °C, 20 masodperc) x 35 ciklus.
3.3.2. Gélelektroforézis

A PCR reakciokat agaroz gélelektroforézis segitségével értékeltiik. A mintak
futtatasdhoz 1 %-os agaroz gélt hasznaltuk melyet 1X-es TAE pufferben oldottunk fel és 140
V fesziiltségen futtattuk. A térképezéshez hasznalt markerek esetében gyakran toményebb
agardz hasznalata sziikséges, igy ilyen célra 1,5 esetleg 2 %-os agardz gélt hasznaltunk. A DNS
mintakat etidium-bromid segitségével festettiik meg ¢és a mintak felviteléhez 6x Loading Dye
(Thermo Fischer) festéket hasznaltunk. A géleket a GeneGenius (SynGene) késziilékben

vizsgaltuk GeneSnap szoftver hasznalataval.

3.4.A génjeloltek klonozasa
3.4.1. Taptalajok

3.4.1.1. Baktérium taptalajok

LB: Az E. coli és agrobaktérium felszaporitasahoz szilard és folyékony LB (Luria-
Bertani) taptalajt hasznaltunk. Az E. coli baktériumhoz hasznalt taptalajokhoz 100 mg/I
spektinomycin antibiotikumot, mig az agrobaktérium felszaporitasahoz hasznalt taptalajokhoz

30 mg/l rifampicin és 100 mg/l spektinomycin antibiotikumot adtunk (1. Melléklet).

3.4.1.2. NOvény taptalajok

MS20: A steril magvetés és a transzformacié soran antibiotikummentes MS20 taptalajt
hasznaltunk (2. Melléklet).

MPGY: A kokultivaciot kdvetden a novényeket paprika gyokereztetd MS taptalajra
helyeztiik, melyhez 400 mg/l cefatoximot, 60 mg/l kanamicint és 0,5 mg/l Indol-ecetsavat
adtunk (3. Melléklet).

3.4.2. Génjeloltek izolalasa a klonozashoz

A két génjelolt izolalasara két kiilonbozé moddszert alkalmaztunk. A NBLR1-es
génjeloltet genomi DNS-bAI izolaltuk. Erre azért volt lehetéségiink mert ennek az NBS-LRR
génnek a nyilt leolvasasi kerete egy exonbol all. A genomi DNS-t a rezisztens sziil6fajtabol
amplifikaltuk fel, olyan specifikus primerparral, melyek tartalmazzdk a Gateway-BP
reakcidhoz sziikséges attenuacios (att) kotohelyeket. A TF1l-es génjeloltet cDNS-bol
amplifikaltuk fel, mivel a gén négy exont tartalmaz, igy a genomi DNS-b6l amplifikalt a

fragment mérete meghaladna a 7000 bazispart, ami meglehetdsen megnehezitené a klonozast.
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Ezt a gént kétféle formaban klonoztuk expresszids vektorba. Hasznéltuk a nyilt leolvasasi
keretet, amely csak a kodold szakaszt tartalmazza, és hasznaltuk teljes mRNS-ként, ami a
kodolo szakasz mellett tartalmazza az UTR régiot is. Ennek az oka, hogy szakirodalmi forrasok
alapjan a transzkripcids faktor ortologjainak kifejezddését kisRNS alapu szekvencidk is

szabalyozhatjak, melyek a predikcidk alapjan a gén UTR régidihoz is kapcsolodhatnak.
3.4.3. A génjeloltek tisztitasa PCR termékbol

Annak érdekében, hogy az izolalt fragmentum melldl eltavolitsuk a reakciobol hatra
maradt szennyez6 anyagokat (pl.: sk, enzim maradvanyok, primer dimerek) a mintakat PCR
tisztito kit segitségével tisztitottuk. A tisztitdshoz a QIAGEN cég QIAquick PCR Purification
Kit-jét hasznaltuk a gyartd altal megadott instrukciok alapjan. A PCR tisztito kit egy szilika
membrant tartalmazo oszlopon megkdti a DNS-t, mig a 60 bp alatti szekvencidk és egyéb
anyagok, alkoholos mosast kdvetden az oszlopon atfolyva tavoznak. A protokoll 2-es (DNS
membranra kotése) és 5-0s (elualas) 1épését kétszer végeztiik el az atfolyt eleggyel, a nagyobb
toménység elérésének érdekében. A tisztitds, utdn a termék tisztasagat €s toménységét
Nanodrop (Thermo Scientific) késziilék segitségével ellendriztiik, majd a mintakat -20 °C -on

taroltuk a kdvetkezd munkafazis megkezdéséig.

3.5. Gateway klonozas

Az 1990-es évek végén az Invitrogen cég kifejlesztett egy sajat restrikcids hasitas
nélkiili technologiat. Ez a klonozasi rendszer a lambda fag helyspecifikus rekombinacidjanak
elvén alapszik, ahol a DNS szakasz beépiiléséért rovid, specifikus bazissorrendii szakaszok
felelnek. Ilyen szakaszok példaul a lambda-fag attP €s baktérium attB (attachment site) régioi.
A gateway rendszerben a bakteriofag életciklusat hasznaljuk ki: amikor a fag lizogén allapotba
Az enzim a fag cirkularis DNS-¢€t, egy adott helyen (attP) felnyitja, és egyesiti a baktérialis
genom egy specifikus helyével (attB). Az attP és attB szekvenciak dsszekapcsolddasaval hibrid
szekvenciak keletkeznek, méghozza attL és attR. (Zeke, 2013). A rekombinacio 1étrejottéhez
két fokomponens sziikséges: a DNS rekombinacios szekvenciak (att helyek), valamint az enzim
(klonaz) amely a rekombinacids eseményt segiti.

A klénozas soran specialis attB kotohellyel rendelkezé primerparral amplifikaljuk a
klénozni kivant fragmentumot. Az igy izolalt és felszaporitott fragmentumunk tartalmazni fogja
a recipiens donor vektorral kompatibilis att kotohelyeket és a rekombinaciot kdvetden 1étrejon
az entry klon (BP reakcid), amelyen a beépiilt fragmentumunk két végén a rekombinécio

hatasara hibrid att kotéhelyek jonnek 1étre. Ezt kdvetden az entry klon és a recipiens destination
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vektor kombinalasaval kapjuk meg a transzformaciohoz hasznalt expresszids vektort (LR
reakcio). A rendszer legfobb elénye, hogy nagyon rugalmas, mivel az att kotShelyeknek
koszonhetden emésztés és ligalas nélkiil at lehet helyezni a klonozott DNS fragmentumokat
eltéro kutatasi célt szolgald expresszios vektorokba. A Gateway moddszer tovabbi elonye, hogy
a donor és destination vektoron jelen van egy cCDB gén is, amely a legtobb E. coli torzsre nézve
letalis, igy a baktérium transzformacié utdn csak olyan telepek képesek felszapordni,
melyekben végbement a rekombinacié. A ccDB gén jelenléte miatt az iires donor €s destination
vektorok fenntartasahoz DB3.1 E. coli torzset kellett hasznalnunk.

Az altalunk hasznalt pPDONR™ 221 vektor tartalmaz egy spektinomycin rezisztencia
gént a szelekciora, valamint az attP1 és attP2 szekvenciak altal hatarolt ccDB gént (4.
Melléklet).

A transzformacidhoz hasznalt PK7WG2D expresszids vektor tartalmaz egy
spektinomycin rezisztencia gént a baktérium szelekcidhoz, egy kanamicin rezisztencia gént a
novény szelekcidohoz, egy GFP gént melyet rolD promoter hajt a transzformacio detektalasdhoz,

¢s a sajat génjeloltiinket tartalmazo kazettat 35S promoter altal hajtva (5. Melléklet).
3.5.1. BP reakci6

A BP reakci6 soran a klonozni kivant fragmentum és a donor vektor k6zott megy végbe
reakcid, melynek végén megkapjuk az LR reakcidohoz sziikséges entry klont. Az entry klon
eldallitasahoz a megfeleld attB felismerdhelyeket tartalmazo primer parral amplifikalt, majd
tisztitott fragmentumokat, és a pPDONR™ 221 donor vektort hasznaltuk. A reakcid soran, ha
sikeresen végbe megy a rekombinacio a klonozni kivant fragmentum beépiil a donor vektorba,
mikozben az amplifikdlt PCR termék attB és a donor vektor attP szekvencidinak
Osszekapcsolodasaval attL hibrid szekvenciak keletkeznek. A reakciot 10 ul végtérfogatba
allitottuk Gssze a gyartd utasitdsai alapjan. A reakcidhoz 150 ng PCR terméket €s donor vektort
mértiink, majd 8 pl-re t6ltottiik fel TE puffer (Tris-EDTA, 1:1, pH: 8.0) hozzdadaséval. A
kapott elegyhez vortexelés utan 2 pul BP Clonase™ II enzimet mértiink, majd ismét vortexeltiik
az elegyet. Az enzimet folyamatosan jégen tartottuk, majd hasznalat utan egybdl visszatettiik -
80 °C-ra, nagy hoéérzékenysége miatt. A reakciot 18 orat inkubaltuk 25 °C-on. A 18 ora
leteltével, a reakciot 1 pl Proteinase K oldat hozzaadasaval allitottuk le, majd PCR gépben
inkubaltuk 10 percig 37 °C-on. A reakcioelegyet DH5a kompetens E. coli-ba transzformaltuk.
A koloniakat PCR-rel és szekvenalassal ellendriztiik. A szekvenalas soran megbizonyosodtunk

arrol, hogy az entry klonunk tartalmazza a klonozni kivant fragmentumot, és az att-helyek
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szekvencidjan nem tortént mutacid. Az ellendrzések utdn a pozitiv telepekbdl plazmidot

izolaltunk (3.5.4.), mely végén megkaptuk az entry klénokat.
3.5.2. LR reakcio

Az LR reakcid sordn a BP reakcié alkalméval dsszeallitott entry klon €s a célvektor
kozott megy végbe a rekombinacio. A reakcid eredményeképp sikeres rekombindcio esetében
létrejon a kivant expresszids vektorunk, mely tartalmazza a klonozott fragmentumunkat a
rekombinalddott att-helyekkel hatarolva. Az LR reakci6 sordn az entry klonon 1évé attL és a
destination vektoron talalhato attR helyek attB helyet generalnak. A reakciot 10 pul
végtérfogatba allitottuk Gssze a gyartd utasitdsai alapjan. A reakcidhoz 150 ng entry klont és
destination vektort mértiink, majd 8 pl-re toltottikk fel TE puffer (Tris-EDTA, 1:1, pH: 8.0)
hozzaadasaval. A kapott elegyhez vortexelés utan 2 pul BP Clonase™ II enzimet mértiink, majd
ismét vortexeltiik az elegyet. Az enzimet folyamatosan jégen tartottuk, majd hasznélat utdn
egybdl visszatettiik -80 °C-ra, nagy héérzékenysége miatt. A reakciot 18 orat inkubaltuk 25 °C-
on. A 18 ora leteltével, a reakciot 1 pl Proteinase K oldat hozzaadasaval allitottuk le, majd PCR
gépben inkubaltuk 10 percig 37 °C-on. A reakcidelegyet DHSo kompetens E. coli-ba
transzformaltuk. A kolonidkat PCR-rel ellendriztiik. A pozitiv telepekbdl plazmidot izolaltunk
a 3.5.4-es fejezetben leirtak alapjan, aminek végeredményeként megkaptuk az expressziods

vektort, melyekbdl agrobaktérium transzformaciot inditottunk.

3.5.3. Konstrukcio transzformalasa E. coli-ba

A reakcidban sikeresen létrejott expresszios vektorunk felszaporitasahoz az Escherichia
Coli baktérium DH5a. térzsét hasznaltuk. 100 ul kompetens sejtet 6sszemértiink 10 ul BP vagy
LR reakcideleggyel majd 20 percig inkubaltuk jégen. Az inkubaciot kovetden a
baktériumsejteket hdsokknak vetettiik ala 42 °C-os vizfiirddben 45-50 méasodpercig, majd ezt
kovetden egybdl jégre tettiik. A hOmérséklet hatasara, a kompetens sejtek felveszik a
plazmidokat, melyekbdl csak a rekombinansak tudnak felnéni. A hésokk utan a csébe steril
fillke alatt belemértiink 900 ul folyékony LB steril taptalajt, és masfél oran keresztiil
novesztettiik, 37 °C-on razoinkubatorban (Sanyo) 200 rpm-en. Ezalatt az id6 alatt a baktérium
el tudja kezdeni rezisztenciagénjeinek expresszidjat. A razatast kovetden a tapoldatban 1évo
sejteket 2000 RPM-en 10 percig centrifugaltuk. A feliiluszobol 800 ul-t lepipettaztunk és 100
ul transzformalt sejtszuszpenziot antibiotikum tartalmu szelektiv LB taptalajra szélesztettiink
steril liveggolyok segitségével, majd 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk termosztatban

(Heraeus). Transzformacié utan, a pozitiv telepekb6l mindig glicerines torzsoldatot
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készitettiink, amit 850 pl overnight novesztett sejtszuszpenzio és 350 pl 87 %-0s glicerin

Osszemérésével allitottunk eld.

3.5.4. Plazmid izolalas

A plazmidok izoladlasdhoz a pozitiv baktérium koloniakbol folyékony tenyészetet
inditottunk, melyeket overnight ndvesztettiik 37 °C -on 200 RPM-en razatva (Sanyo). A
folyékony tenyészethez a felndtt baktériumokat pipetta heggyel leszedtiik a taptalajrol majd 4
ml megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB téptalajba helyeztiik 6ket. A felndtt tenyészetekbdl
2 ml-es eppendorf csébe oOntottiik (2-szer) a szuszpenziot, majd 13000 RPM-en 3 percig
centrifugaltuk. A feliiluszé taptalaj ledntése utan a baktérium pelletbol az Agilent cég
StrataPrep Plasmid Miniprep Kit segitségével izolaltunk plazmidokat, a gyartd instrukcioit
kovetve. Az izolalt plazmidokat 35 ul végtérfogatba oldottuk vissza és -20 °C-on taroltuk dket.
A mintak tisztasagat és toménységét Nanodrop késziilék segitségével mértiik, majd

szekvenalasra kiildtiik az izolalt plazmidokat.

3.6.Génbevitel transzformacioval

3.6.1. Kompetens agrobaktérium készitése

A transzformaciohoz hasznalt ARqual Agrobacterium rhizogenes torzset a
Novénygenomikai ¢és Novény-Mikroba Interakcid Csoport munkatarsai bocsatottak
rendelkezésiinkre. A kapott torzsbdl sajat torzset, valamint az expresszids vektorunk
befogadasdhoz sziikséges kompetens sejteket készitettiink. A rifampicin tartalmu taptalajon
felnott telepekbdl folyékony overnight tenyészetet inditottunk 30 °C-fokon 200 RPM razatas
mellett. A felndtt tenyészetbél 2 ml szuszpenziot 50 ml folyékony friss LB taptalajba
pipettaztunk, majd 5-6 6ran at ndvesztettiikk 30 °C-on amig az ODeoo értéke 0,5 és 1 kozé esett.
A sejtszuszpenzidt lehiitéttiik majd 5 percig centrifugaltuk 4 °C-ra hiitott centrifugaban 3000 g
er6vel. Innentdl kezdve folyton jégen tartottuk a szuszpenziot. A feliiltiszo taptalajt ledntottitk
a baktérium pelletr6l majd 20 ml 20mM téménységii CaCl, oldatban reszuszpendaltuk a
baktériumokat. A folyadékot 4000 g erdvel centrifugaltuk 10 percen keresztiil hiitott
centrifugaban majd a feliiluszo oldatot eltavolitottuk a cs6bdl. A baktérium pelletet 1 ml 20mM
toménységii CaClz oldat hozzaadasaval oldottuk vissza, és a szuszpenziobol 100 pl
mennyiséget mértiink ki 6sszesen 10 darab eppendorf csébe. A kimért csovekhez 30 pl 87 %-

os glicerint mértiink, majd -80 °C-os hiitében taroltuk dket a transzformacio megkezdéséig.
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3.6.2. Agrobaktérium transzformacio

Expresszios vektorunk A. rhizogenesbe torténé bejuttatasara az tigynevezett ,,Freeze-
thaw” protokollt hasznaltuk. A kompetens agrobaktérium sejtekhez 1 pg ellendrzott
expresszids vektort mértiink. A csoveket ezutdn folyékony nitrogénben fagyasztottuk par
percig. A fagyasztast kovetden 37 °C-os vizfiirdobe tettiik 6ket 12 percre. A homérséklet
valtozasainak hatasara, a kompetens sejtek felveszik a plazmidot. A vizfiird6t kovetéen 1 ml
folyékony LB steril tapoldatot mértiink az eppendorf csébe, majd két oran keresztiil
novesztettilk a baktériumokat 30 °C-on rdzdinkubdtorban (Gallenkampf), mely id6 alatt
aktivalodnak a baktérium antibiotikum rezisztencia génjei. A két ora elteltével a csoveket
centrifugaltuk (3000 RPM-en 5 percig). A feliiluszobol 900 pl-t lepipettdztunk és a maradék
folyadékot felszuszpendaltuk. 100 pl transzformalt sejtszuszpenziét antibiotikum tartalma
szelektiv LB taptalajra szélesztettiink steril liveggolyok segitségével. A feln6tt telepeket
kolonia PCR segitségével ellendriztiik, majd a pozitiv telepekbdl az E. coli transzformacional

leirtak alapjan glicerines torzsoldatot készitettlink.

3.7.Novény transzformacio

3.7.1. Steril magvetés

A transzforméciohoz a szenzitiv sziil§ fajtankat a Fehér6zon paprikafajtat hasznaltuk.
A sterilizalas el6tt a transzformaciohoz hasznalt novények magjait steril Milli-Q vizben aztattuk
3 oran keresztiil a magasabb csirdzasi szazalék érdekében. A sterilizalast 10 %-os kalcium-
hipokloritos oldatban végeztiink 20 percig 120 RPM-es razatas mellett PSU-20i (Biosan)
razdgépen. A sterilizald oldathoz 3 csepp Tween20-at is adtunk a sterilizalas hatékonysaganak
novelése érdekében. A sterilizalast kovetden a magokat haromszor mostuk steril Milli-Q
vizben, majd MS20 taptalajra helyeztiik Oket. A sterilizalast és a magvetést végig sterilfiilke

alatt végeztiik.

3.7.2. A. Rhizogenes fertozés

A transzformacidohoz sziikséges agrobaktérium torzsbdl 50 pl sejtszuszpenzidt
sz¢lesztettiink antibiotikum tartalmu szildrd LB téptalajra steril iiveggolyok segitségével. A
vektort hasznaltuk kandidans génjeldltjeink nélkiil, {ires allapotban. A baktériumokat két napig
novesztettik 30 °C-on termosztatban (Heraeus). Két nap utan a taptalajon egybefiiggd

agrobaktérium gyep keletkezett.
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A paprika novények fertézését steril wolfram ti segitségével végeztilk. Tobbféle
modszert is alkalmazhatunk, viszont a csoport korabbi kutatasai soran a wolfram tiivel torténd
fert6zés mutatta a legnagyobb hatékonysagot, mivel a vékony, sima felszinii tii a lehet6 legkiseb
sebzési feliiletet ejti a novényen. A szikleveles allapotban 1év6é novények gyokerét steril

szikével levalasztottuk a hipokotil alatt (4. abra).

4, abra: Szikleveles novény a gyokér levalasztasa utan
A transzformaciohoz a novények hipokotiljat fertdztik. A wolfram tit finoman

megforgattuk a baktériumgyepben majd a ndvények hipokotiljanak alsé felét vertikalisan

megszartuk 5-6 ponton (5. abra).

5. abra: A hipokotil fertézése
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A modszer esetében kiilondsen figyelni kell a hasznalt baktérium mennyiségére, hiszen
tul kevés baktérium esetében mozaikos, vagy elégtelen expressziot lehet tapasztalni, mig tal
sok baktérium hasznalata tilzott baktériumndvekedéssel ezaltal a névény pusztulasaval jarhat.
A sebzés hatdsara a baktérium bejut a ndvénybe €s serkenti a ndvény hajszalgyokér képzését,
ami az emlitett ,,Hairy root” fenotipus kialakuldsahoz vezet. A hairy root fenotipus egyfajta
vizualis indikatornak is szamit a fert6zés sikerességérél, azonban a fenotipus kialakulasahoz
nem sziikséges a konstrukcios-kazettank bejutasa, igy elengedhetetlen a gyokereket
fluoreszcens mikroszkop alatt is megvizsgalni, hogy tényleges képet kapjunk a transzformacio
sikerességérdl. A fertdzott novényeket antibiotikummentes MS20 taptalajt tartalmazo steril
liveg tenyésztocsovekbe helyeztiik. A 24mm atmérdji €s 15cm magassagu tenyésztocsovekbe

nagyjabol 12 ml taptalaj keriilt és a novények individualisan lettek a csovekbe iiltetve (6. abra).

E— /“_,,,

T 2 258 2.

6. abra: Fert6zott novény a steril tenyésztécsében

A fert6zést eddig két konstrukcioval tudtuk elvégezni a PK7WG2DNBLR1-¢l és a
PK7WG2DTF1CDS-el. A PK7TWG2DTF1CDS konstrukci6 esetében eddig 110 darab novényt
sikertilt fertdzniink melybdl 20 darab kontroll ndvény volt. A PK7WG2DNBLR1 fertézését 60
darab névényen sikeriilt lefolytatni melybdl 15 darab kontroll névény volt.

A fertézott novényeket ezutan fényszobaban 4 napig tenyésztettik egyiitt a
baktériummal. A kokultivaciot kovetéen a novényeket paprika gyOkerezteté taptalajra
helyeztiik. Az atrakas soran a novényeket 500 mg/l cefatoximot tartalmazo steril vizben mostuk
az 1j taptalajra helyezés elott. Egyszerre tiz ndvényt helyeztiink a vizbe, ahonnan egyesével
helyeztiik 6ket a gyokereztetd taptalajra, ezaltal tobb ndvényt tudtunk egyszerre kezelni, a
dehidratacio veszélye nélkil. A ndvényeket két hetente 1) gyoOkereztetd taptalajra
transzplantaltuk a folytonos antibiotikum €s hormon ellatas érdekében. Az expresszids vektoron

talalhatd kanamicin rezisztencia gén a novény gyokereire gyakorol szelekciés nyomast
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(transzformans gyokerek promotalasa), mig a cefatoxim a ndvény szamdra veszélytelen,
azonban megakadalyozza a baktérium ndvekedését. Mivel az elsé atrakas alkalmaval nem
érzékeltliink baktériumndvekedést, igy a tovabbi transzplantacidok alkalmaval a ndvényeket

cefatoxim nélkiili steril vizben tartottuk az atrakas folyamata alatt.

3.8. Transzformans novények detektalasa
3.8.1. Transzformacio sikerességének ellenérzése

3.8.1.1. Génexpresszid kimutatasa molekularis szinten

A sikeres transzformaciot kovetéen a novényeket gyokérgubacs fonalféreggel
fertézziik, annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a génjeldltek rezisztenciaban betoltott
szerepét. A gyokérgubacs fonalféreg fertdzést kdvetden a ndvények gyodkereit poolozva fogjuk
leszedni. A poolozott gydkerekbdl elészor RNS-t izolalunk, majd ¢cDNS-¢ irjuk 6ket, hogy
molekularis szinten is igazolni tudjuk a génjeldltjeink expressziojat. Mivel a ndvények
transzformacioja még folyamatban van, a génjeloltek expresszidjanak molekularis kimutatasara

még nincs lehetdségiink.

3.8.1.2. GFP

A riportergének olyan specidlis enzimfehérjéket kddolnak, melyek miikodése lehetoveé
teszi annak vizualizacigjat. A riportergének a transzformacio sikerességérdl, vagy a szamunkra
altalunk hasznalt vektor konstrukciokban a GFP riportergént alkalmaztuk. A GFP gén egy z6ld

fluoreszcens fehérjét kodol, mely UV-fényben zolden fluoreszkal. A kontroll ndvények

crer

c gy

sikerességérdl is informaciot szolgaltat. A gyokereken a GFP jelet egy Leica MZ10 F
fluoreszcens sztereomikroszkop (Leica, Wetzlar, Németorszag) segitségével vizsgaltuk, 480

nm hullamhosszu GFP szir6t alkalmazva.
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3.8.2. Fertozés fonalféreggel, kandidins gének fenotipusanak
kiértékelése

A konstrukcidkba épitett génjeloltek rezisztencidban betoltott szerepét a transzformalt
novények gyokérgubacs fonalféreg fertdzésével tervezziikk vizsgalni. A fertdzéshez
Meloidogyne incognita allomannyal fert6zott gyokérdarabokat izolalunk, melyeket
homogenizator segitségével apré darabokra zizunk. A roncsolds hatasdra a gydkerekbol
kiszabadulnak a J2 stadiumban 1év6 fonalférgek. A roncsolt gyokérmintdkat 50 pm-es szliron
atfolyatjuk igy csak a fonalférgek tudnak atjutni a szliron. A sziirt elegyen fénymikroszkop alatt
elvégezziik a jelenlévd fonalférgek szaméanak meghatarozasat. A kiiiltetett ndvények tovéhez
kozel azonos (~500-1000 darab) J2 stadiumu fonalférget juttatunk ki. A fertézési fenotipus
kialakuldsaig 2 honapot varunk, majd a novények gyokerét kibontjuk, és rajtuk elvégezzik a
gubacsok megszamlalasat. A tojasok megszamlalasa utan a ndvények gyokérmintaibol total

RNS kivonast készitiink.
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4. Eredmények és kiértékelésiik

4.1.Génjeloltek

Az NBLR1 génjeldlt szekvenciaclemzése soran megallapitottuk, hogy a rezisztens és
szenzitiv sziléi genomban a gén kodold szakaszan egy 22 bazisparos eltérés taldlhato. Az
eltérések 14 aminosav cserét eredményeznek, amelyek szerepet jatszhatnak a Meloidogyne

fajokkal szembeni rezisztencia kialakitasaban (7. dbra).

470 0 260 g70 890 i0 o4
Jowmalaoemalanaclaacaaaladssnslosaelasanlacanls savalennsl cacalea Jasaalanaua
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7. abra: Rezisztens és szenzitiv sziil6 alléljainak aminosav eltérései az NBLR1 génjelolt esetében.

A gén a CC-NBS-LRR géncsaladba tartozik. A fehérje predikciok alapjan a gén idedlis
jelolt lehet a rezisztenciaért felelds tulajdonsag kialakitasaért.

A transzkripcids faktort kodold génjeldlt kezdetben nem keriilt latoteriinkbe, mivel
elozetes elképzelésiink alapjan a rezisztencia forrasa egy NBS-LRR csaladba tartozo gén lehet,
hiszen a legtobb eddig kimutatott gydkérgubacs fonalféreg rezisztencia gén ennek a csalddnak
a képviseldje. A gén a meghatarozott Mel régionk sz¢lén taldlhatd, a felsé hatarold markeriink
kozelében. Cabrera és munkatarsai 2015-ben egy kutatas soran fonalféreg rezisztenciaban
résztvevo gének expresszidjat vizsgaltak. Kutatasuk soran a TF1 géniink Arabidopsis thaliana-
ban talalhat6 ortologjat is vizsgaltak. Eredményeikben a transzkripcios faktor mikroRNS-ek
altali leszabalyzasat figyelték meg a fonalféreg fertdzés alatt. A gén szekvenciajanak izolalasa,

reisztens €s szenzitiv sziild alléljei kozott (8. abra).

0 d 230
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8. abra: Rezisztens és szenzitiv sziil6 alléljainak aminosav eltérései a TF1 génjelolt esetében.

A fent emlitett cikk adatait alapul véve, a gén teljes mRNS szekvencigjat is
konstrukcioként hasznaltuk, mivel a kutatasban predikalt kisSRNS szekvencidk egy része a gén
UTR régioit célozta. A TFIMRNS konstrukcié a munkafolyamatok soran felmertiilé nehézségek

miatt még a klonozas fazisaban tart.
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4.2.0ligok tervezése a klénozashoz

A génjeloltek amplifikalasdhoz és klonozasadhoz specialisan a Gateway technoldgiahoz
tervezett primerpart hasznaltunk. A génekre tervezett forward primerek az attB1 szekvenciaval
indulnak 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3" ¢és a gén start kodonjara
tapadnak ki egy 23 bp-os szakaszra. A sziikséges reverz primerek tervezésénél az oligo
szekvencia az attB2 szekvenciaval indult 3’-ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC-
5’ és a gén stop kodonjara tapadt ki egy 23 bp hosszu szakaszra. Az attB1 és attB2 helyek miatt
rekombinacidé utdn a génilink csak egy orientacidban épiilhet be a klonozott vektorba. A
génjelolteket, valamint térképezéshez és klonozashoz hasznalt DNS szekvencidkat a kutatassal
kapcsolatos esetleges kompeticiok és titoktartas miatt nem tiintettiik fel a diplomamunkaban.

Az emlitett okok miatt a génjeldltek nevei is sajat azonositoval lettek ellatva.

4.3.A régio tovabbi sziikitése molekularis modszerekkel

A célzott régionk tovabbi sziikitéséhez a 326-os szdmu rekombinans F2 egyedbdl
szarmazo6 F3 ontermékenyitett magokbol 60 darabot vettetiink el. Az ismert Mel régionkra a
szenzitiv €s rezisztens szekvenciat felhasznéalva jabb kodominans molekularis markereket
terveztiink annak reményében, hogy tovabb sziikitsiik a kromoszémalis régionkat. A ndvények
tesztelése soran, nem talaltunk megfeleld utodot, ami feltehetdleg annak koszonhetd, hogy
vizsgalt régionk mar meglehetdsen sziik ezért rekombinacios események ritkabban fordulnak
eld. A markerek tervezésénél komoly gatat jelent régionk repetitiv jellege, ezért a legtobb

Ujonnan tervezett markeriink legalabb két lokuszrol amplifikalt.

4.4 Klonozas
4.4.1. Génjeloltek amplifikacioja és izolalasa

A két génjeldlt klonozasahoz elészor amplifikaltuk és izolaltuk a gének fragmentumait
a sziikséges attB helyekkel, majd kitisztitottuk dket kit segitségével. Mivel a primerek eldzetes
tesztelése soran a fragmentumokat sikeriilt tisztan amplifikdlnunk, ezért tisztitdshoz PCR
terméket hasznaltuk. Az agar6éz gélen 2 pl mintat futtatunk meg ellenérzésre. A reakcio
maradékat a QTAGEN PCR tisztito kit segitségével tisztitottuk.

Az NBLR1-es génjeloltet genomi DNS-b6l amplifikaltuk és egy 2838 bp méretii
fragmentumot vartunk (9. abra).

Predikciodink szerint a TF1-es génjeldlt nyilt leolvasasi keretének és teljes mRNS-ének

mérete kozott 546 bp kiilonbség van. A csak kodold szekvencidt tartalmazd konstrukcid
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esetében egy 766 bp hosszusagh fragmentumot vartuk, mig a teljes mRNS esetében 1312 bp
méretii PCR termékre szamitottunk (9. abra).

9. abra: Génjeloltek amplifikaciéja (1 %-os Et. Br. festett agaréz gélen, Generuler 1kb
molekularis létra)

4.4.2. BP reakcio

A Gateway reakcio soran a vektorokon jelenlévé ccDB gén miatt elméletben csak a
transzformalt és rekombinalddott sejtek képesek felndni a taptalajon. A reakcid sordn azonban
megtorténhet, hogy a cCDB gén kiesik a fragmentum beépiilése nélkiil, ezaltal a taptalajon olyan
telepek is felndhetnek, melyek nem tartalmazzak a szamunkra értékes fragmentumot tartalmazé
plazmidokat. A rekombinacié soran eléfordulhat az attenudcios helyek mutacidja is, ami
megakadalyozza az LR reakcid sikeres végbemenetelét. Az emlitett okokbol kifolydlag
elengedhetetlen a baktérium telepek és plazmidok ellenérzése PCR-rel és szekvenalassal is.

Az NBLR1-es génjelolt esetében Osszesen 24 darab telepet valasztottunk ki kolonia
PCR-rel val6 ellendrzésre, melybél mindegyik telep pozitiv eredményt mutatott a reakcio

alapjan (10. abra).
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10. abra: A BP reakcié kolonia PCR eredménye az NBLR1 génjelolt esetében (1 %-0s Et. Br. festett
agaroz gélen.)

A TF1CDS konstrukcio esetében dsszesen 5 darab telepet kaptunk, melybdl 4 pozitiv

eredményt mutatott 8 PCR ellendrzés soran (11. abra).

11. abra: A BP reakci6 kolonia PCR eredménye a TF1CDS konstrukci6
esetében (1 %-os Et. Br. festett agar6z gélen.)

A TF1ImRNS konstrukcié baktérium transzformacidja utan mindossze 4 telepet

kaptunk, melyekbdl mindegyik pozitiv volt PCR ellendrzés alapjan (12. abra).

12. abra: BP reakcié kolonia PCR eredménye a TRImRNS
konstrukcio esetében (1 %-os Et. Br. festett agaroz gélen)

A pozitiv telepek mindegyikét leoltottuk folyékony taptalajba plazmid izolalas céljabol.
Az izolalt plazmidok szekvencidjat a szekvendlds utdn DNA STAR Seqman, Chromas, és
Multalin szoftverekkel ellendriztiik. A szekvenalas alapjan meggy0z6édtiink arrdl, hogy a
fragmentum beépiilt a vektorba és az attenuacids helyek teljesen intaktak. Azok a donor

vektorok melyeken az attenuacios hely teljesen intakt és tartalmazza a klonozni kivant

34



szekvenciankat is, sikeresen létrehozott ,.entry clone”-oknak szamitanak. Egy-egy ellendrzott
entry clone felhasznalasaval E. coli torzset és LR reakciot inditottunk.

A TFImRNS konstrukcio esetében eddig nem sikeriilt az LR reakciot lefolytatnunk,
mivel az elvégzett hat reakcid esetében egyszer sem kaptunk telepeket. Mivel a szekvenalas
alapjan az izolalt entry clone-okban az att helyek sértetlenek és génkonstrukcionk is jelen van,
igy az LR reakcio eddigi sikertelensége mogott feltehetden az UTR régidkon taldlhatod

szekvenciak konformacios sajatossagai jatszanak szerepet.

4.4 3. LR reakcio

Az NBLR1 és TF1CDS konstrukciok LR reakciodi utan, a transzformaciot kovetden 16-

1011213149516 K1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 K
R — e o o o o S
= TF1CDS
g.....- - e - et -
13. abra: Az LR reakcio kolénia PCR eredménye (1 %-os Et. Br. festett agaréz gélen).

A koldénia PCR eredményei alapjan a kivalasztott telepek koziill mindegyik pozitivnak
bizonyult mindkét génjeldlt esetében, ezért 10-10 darabot leoltottunk folyékony tenyészetbe
plazmid izoldlashoz. Az izolalt plazmidok szekvenciajat a szekvendlds utin DNA STAR
Seqman, Chromas, ¢és Multalin szoftverekkel ellendriztik. A szekvendlds alapjan
meggy0zddtiink arrdl, hogy a fragmentum beépiilt a vektorba és az attenuécids helyek teljesen
intaktak. Azok a destination vektorok melyeken az attenuaciés hely teljesen intakt és
tartalmazza a kloénozni kivant szekvencidnkat is, sikeresen létrehozott expresszios vektornak
szamitanak. Az expresszios vektorok koziil kivalasztottunk egyet, majd E. coli torzset és

agrobaktérium transzformaciot inditottunk vele.

4.4.4. Agrobaktérium transzformacio

Az LR reakcido eredményeként kapott expresszios vektorokat folyékony nitrogén
segitségével (,,Freeze-thaw”) juttattuk be a kompetens A. rhizogenes sejtekbe. A transzformacio
sikerességét kolonia PCR-rel ellendriztiik.

Az NBLR1-es génjelolt esetében 9 telepet, a TF1CDS-es génjel6ltnél pedig 10 darab
telepet kaptunk, ezek mindegyikét ellendriztiik kolonia PCR alkalmazasaval.

A PCR eredményei alapjan a kivalasztott telepek koziil a TFICDS esetében mindegyik
pozitivnak bizonyult, mig az NBLR1 esetében 8 lett pozitiv (14.4bra).

35



14, abra: Az A. Rhizogenes transzformacio kolonia PCR eredménye.

A pozitivnak bizonyult agrobaktérium telepekbdl kivalasztottunk konstrukcionként 6
darabot plazmid izolalas céljabol. Az izolalt plazmidok szekvenciajat a szekvenalas utan DNA
STAR Seqman, Chromas, és Multalin szoftverekkel ellendriztiik. A génjeloltjeinket tartalmazo
plazmidok koziil kivalasztottunk konstrukcionként egyet, mellyel ujra elvégeztik a
transzforméaciot, majd folyékony agrobaktérium torzset készitettiink beldle a késébbi ndovény

transzformaciokhoz.

4.5.Novény transzformacio

crer

érdekében. Elséként a PK7WG2DNBLR1-es konstrukcioval fertdztiink. A fertézést 60 darab
novényen sikeriilt elvégezniink, melybol 15 darab kontroll ndvény volt. A mésodik koérben a
PK7WG2DTF1CDS konstrukcioval fertéztiink egy hét csuszassal az elsé konstrukcioval
tortént fert6zéshez képes, ezért a tovabbi atrakasok egymadst kovetd hetekre estek. A fertdzést
ebben az esetben 110 névényen sikeriilt elvégezniink melybdl 20 darab kontroll novény volt.

A novények egy-masfél hét elteltével érték el a transzformaciohoz sziikséges allapotot.
A szikleveles novények tul nagy sebzése, a novény pusztuldsdhoz vezethet, ezért a fertdzés
soran tigyelni kellett a pontos sebzési feliilet kialakitasara. A sebzett ndvényi részeken enyhe
sejtnekrozis €s sejtburjanzas volt megfigyelhetd. A friss gyokérhajtasok fokozottan
sériilékenyek, igy az atrakasok soran tigyelni kellett a ndvények dvatos kezelésére a gyokerek
kialakulasatol.

A csoport eldzetes kisérletei alapjan eléfordult, hogy az agrobaktérium tilszaporodott a
tenyésztdcsovekben, ezért minden alkalommal sziikség volt 500 mg/1 cefatoxim tartalmu vizes
mosasra a baktérium elolésének érdekében. Esetiinkben mar az els6 atrakas soran sikertilt eloIni
a baktériumot, igy a késébbi atrakasok soran antibiotikummentes steril vizben taroltuk a

novényeket. A novények a masodik gyokereztetd taptalajra torténd atrakas idépontjaban
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kezdtek gyokerezni. Az elsé korben inditott PK7WG2DNBLR1 konstrukcid ndvényeit
2023.05.10-én terveztiikk foldbe iiltetni, mig a PK7WG2DTF1CDS konstrukcioval inditott
novények kitiltetését 2023.05.17-re terveztiikk. Azokat a ndvényeket melyeknek nem sikeriilt
gyokerezniiik a kiiiltetés idodpontjaig, tovabbra is gyokereztetd taptalajon tenyésztjiik. A csoport
el6zé kisérletei soran a Global paprika fajtat hasznalta a transzformacidhoz, azonban
kisérletiinkben a Fehér6zon fajtaval dolgoztunk, hogy a szenzitiv sziilén tudjuk vizsgélni a
génjeloltek kifejezddését. A transzforméciod soran azt tapasztaltuk, hogy a Fehér6zon ndvények
joval lassabban gyodkereznek az eldzd kisérletekben tapasztaltakhoz képest, igy a kiiiltetés
idépontjat nagy valdszinliséggel 1-2 héttel a tervezett idopont utdn tudjuk végrehajtani. A
gyoOkerek lassu novekedése miatt, tobb ndvény még nem rendelkezett megfeleld gyokérzettel
az elsé mikroszkopos vizsgalat soran.

A két génjelolttel 6sszesen 170 darab novény fertdzését sikertilt elvégezniink, melybdl
a folyamatos munkalatok sordn 4 darab novény pusztult el baktérium vagy gomba fertdzés
kovetkeztében, mely feltehetSleg az atrakas soran tortént kontaminacié eredménye. fgy végsé
soron a PK7WG2DNBLR1 konstrukciobol 59 novényt tudtunk vizsgalni 15 darab kontroll
novénnyel, mig a PK7WG2DTF1CDS konstrukci6 esetében 107 novényt tudtunk gydkereztetni
melybdl 20 darab kontroll névény volt.

4.6.Expresszio kimutatasa

A fert6zott novényeken szabad szemmel kiértékelhetd az A. Rhizogenes fert6zésre
jellemz6 hairy root fenotipus kialakulasa (15. abra), azonban a csoport el6zetes kisérleteinek
tapasztalatai alapjan el6fordulhat, hogy fert6zés hatasara a novényeken megjelenik a hairy root
fenotipus, azonban a génkonstrukcid6 nem épiil be a névénybe, ezért elengedhetetlen a
konstrukcioban miikodd gének expresszidjanak kimutatasa az egyes gyokerekben mikroszkop

¢s molekularis modszerek segitségével.

15. 4bra: Hairy root fenotipus transzformalt gyokéren
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4.6.1. GFP

A GFP jel detektalasat eldszor a transzformaciot kovetd otodik €s hatodik héten
végeztikk, a gyokerek megjelenésének idejében fluoreszcens mikroszkop segitségével. A
transzforméans gyokerekben a fertézést kovetden alacsony ¢és gyenge GFP expressziot
tapasztaltunk az els6 vizsgalt idépontban, mely feltehetéleg arra utal, hogy a fert6zés soran az
inokulalt baktérium mennyisége elégtelen volt. A PK7WG2DNBLR1 konstrukcié esetében
vizsgalt novények koziil 1 darab volt pozitiv (16. abra), 39 darab negativ, és 4 darab esetében
még nem indult meg megfeleléen a gyokeresedés. A kontroll novények esetében a 15

névénybdl 5 volt pozitiv. A konstrukeid kiértékelését az 1. tablazat tartalmazza.

16. abra: GFP jelet emittalé gyokérzet a PK7WG2DNBLRI1 konstrukcié esetében (A: normal
megvilagitas, B: UV-fény megvilagitas)

A PK7WG2DTF1CDS konstrukcid esetében (2. tablazat) a 87 vizsgalt novénybol 21
lett pozitiv (17. abra), 58 negativ (18. abra) és 8 darab még nem tudott megfelelé gyokérzetet

képezni. A kontroll ndvények esetében a 20 ndvénybdl 5 volt pozitiv.

17. abra: GFP jelet emittalé gyokérzet a PK7WG2DTF1CDS konstrukcié esetében (A:
normal megvilagitas, B: UV-fény megvilagitas)
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18. abra: Transzformalatlan gyokerek autofluoreszcenciaja (A: normal megvilagitas, B: UV-
fény megvilagitas)

1. tablazat: A PK7WG2DNBLRI1 konstrukcioval fert6zott novények mikroszkopos
kiértékelésének eredménye (A fekete szinnel jelolt cellak azokat a n6vényeket reprezentailja
melyek kiértékelését még nem végeztiik el, a piros szinnel jelolt cellak az adott szempontra

negativ, a zold szinnel jelolt cellak pedig az adott szempontra pozitiv novényeket jelolik)

Azonositok | Hairy root |GFP jel| Nem gyokerezett Nem gyokerezett

Azonositok | Hairy root | GFP jel
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2. tablazat: A PK7WG2DTF1CDS konstrukcioval fert6zott novények mikroszkopos
kiértékelésének eredménye (A fekete szinnel jelolt cellik azokat a novényeket reprezentalja
melyek kiértékelését még nem végeztiik el, a piros szinnel jelolt cellik az adott szempontra

negativ a zold szinnel jelolt cellak pedig az adott szempontra pozitiv névényeket jelolik)

Azonositok| Hairy root | GEP jel | Nem gyokerezett AzonositékiHainf root | GEP jel | Nem gyokerezett Azonositék Hairy root | GFP jel | Nem gyokerezett
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4.6.2. Fonalféreg fert6zés és molekularis ellenérzés

A Kkiiiltetett novények gyOkérgubacs fonalféreg fert6zését Meloidogyne incognita
allomannyal a 2023.05.24. és 2023.05.28. kozotti intervallumban terveztiik elvégezni a
ndvényeken, azonban a kisérleti eredmények alapjan elképzelhetd, hogy ez az idépont 1-2 héttel
a tervezett idépont utanra fog esni. A gyokérgubacs fonalféreg fertdzés tilineteinek
megjelenéséig mintegy masfél - két honap sziikséges cserépben torténd fertdzés esetében. A
fert6zést kovetéen a gyoOkereken megszamlaljuk a gubacsokat, valamint fluoreszcens
mikroszkdp segitségével megvizsgaljuk ezen gydkerek GFP expressziojat. A GFP jelet emittalo
és nem emittald konstrukcios gyokerek, valamint a kontroll novények fertézési fenotipusa
egylittesen informaciot szolgaltat a gén fondlféreg fertdzésben betoltott szerepérdl. Ha a gén
fonalféreg rezisztenciat okoz, a konstrukciot tartalmazo gyokereken nem, vagy csak nagyon kis
mértékben képzddnek gubacsok, mikdzben a kontroll ndvények GFP-t emittald gyokerei a
szenzitiv fenotipusra jellemzo tiineteket mutatjak. A fert6zés eredményének értékelése utan, a
gyokérmintakbol poolozva RNS-t izolalunk, majd PCR segitségével is igazoljuk a génjeldltiink

expressziojat.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A transzformalt gyOkerek mikroszkopos vizsgalata soran a ndvények a vartnal
gyengébb hatékonysagu transzformacidot mutattak. A gyenge transzformacid oka, nagy
valoszinliséggel a fert6zés soran hasznalt elégtelen inokulum mennyiség kovetkezménye,
azonban a transzformacio hatékonysaga kiilonboz6 névényfajtaknal is valtozo lehet. A wolfram
tlivel torténd fertdzés sordn nincs lehetdségilink pontosan kiszamitott inokulum mennyiséget a
tire vinni, ezért a fertéz€s soran az egyéni tapasztalat is kozrejatszik a megfeleld
baktériummennyiség eltaldlasaban. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a tal nagy baktérium
mennyiség alkalmazasanak esetében jelentds novénypusztulds figyelhetd meg. A fertdzott
novényfelillet késébb is hozhat transzformans gyokereket igy a tenyészté csoveket
rendszeresen figyelemmel kisérjiik a jovOben is mikroszkop alatt, amig kiiiltetésre nem
keriilnek.

A gyokérgubacs fonalféreg fertdzésével kapcsolatos kutatdsok egyik komoly nehézsége
a patogén hosszu fertézési ideje. Csoportunk jelenleg cserépbe iiltetett novényeken végzi a
fert6zést, fert6zott foldet és gyokérdarabokat felhasznélva. Foldbe iiltetett paprika novények
esetében a fonalféreg fertdzés tiineteinek megjelenéséig legalabb masfél-két honap sziikséges.
Az in vitro korilmények kozott torténé fertdzés felgyorsithatja a fert6zési fenotipus
kialakulasat. A novények steril koriilmények kozt torténd fertdzésének esetében a tiinetek 20-
30 nap lefolyasa alatt megjelenhetnek a ndvényen. Csoportunk jelenleg is dolgozik egy
konnyen alkalmazhat6 gyokérgubacs fonalféreg sterilizalasi eljarason.

A génjeloltek esetében eldnyOs kutatdsi perspektiva lehet azok miikodésének és
interakcids partnereinek vizsgéalata. Ugyan az NBS-LRR gének miikodése ismert, a
gyokérgubacs fonalféreggel kapcsolatos kutatasok szamara hasznos informacié lehet a
kiilonbozd effektor molekulak azonositasa. A transzkripcios faktor esetében, ha ez a gén
bizonyul a rezisztencia forrasanak, a rezisztencia kialakuldsdnak moédja komoly tudomanyos
eredmény igéretét hordozza. A Mel gén azonositisa utan annak, sejten beliili kifejez0dését egy
fluoreszcens riporter fehérjével kapcsolt konstrukcio segitségével vizsgalhatjuk. A gén
interakcids partnereinek azonositasdhoz példaul ugynevezett ,,pull down assay” és €lesztd két-
hibrid rendszert is hasznalhatunk. A gén interakcids partnereinek vizsgalata kozben, a
rezisztencia gén ¢és annak partnereivel torténd fehérjekdlcsonhatdsokrol is informaciot
nyerhetiink. Mivel jelenleg a gén aktiv részét képezi novénynemesitési programoknak, igy

pontos genetikai jellemzése fontos informacioval szolgéalhat 1 fajtak létrehozasahoz. Az eddig
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dokumentalt legtobb fonalféreg rezisztencia génnel ellentétben a Mel szélesspektrumu és
hoéstabil, eddig at nem tort rezisztenciaja mas novényekbe bejuttatva is eldnyokkel szolgalhat.

A jelen kutatas folytatasaként az NBLR2 és TFImRNS konstrukcioink esetében is
szeretnénk megismételni a fertézést. Mivel az NBLR2 gén az NBLR1 génhez hasonléan NBS-
LRR motivumokat tartalmaz, igy elképzelhetd, hogy fontos szerepet jatszik valamely patogén
elleni rezisztencia kialakitasaban, igy ez a gén is alapot szolgaltathat késobbi rezisztencia

génekkel kapcsolatos kutatas inditasara.
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6. Osszefoglalas

A gyokérgubacs fonalféreg fajok vilagszerte jelentds karokat tudnak okozni a
novénytermesztésben, kiillondsen a melegigényes fajok esetében és hajtatott koriilmények
kozott. A fold felmelegedésének koszonhetden kartételilk szélesebb korben is elterjedhet a
jovoében. A paprika a vilag egyik legjelentsebb zoldség novénye, termesztése és fogyasztasa
Magyarorszagon kiemelkedd jelentdségli. Hazank legnagyobb felilleten hajtatott
zoldségndvénye, ezért fontos cél lehet rezisztens fajtak termesztése.

Diplomamunkdmat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika 6és
Biotechnolédgiai Intézet Alkalmazott Novénygenomikai csoportjanal irtam a Gydkérgubacs
fonalféreg (Meloidogyne spp.) szembeni rezisztencia genetikai hatterének kutatasarol paprika
novényen. A csoport évek ota kutatja a gyokérgubacs fonalféreg szembeni rezisztenciat
biztositd Mel gént. Kutatasaik sordn azonositottak a Mel gén kromoszomalis helyzetét, majd
térképezési modszerekkel egy ~70 kbp-os régiora sziikitették le a Mel régiojat.

A csoport a genomi région paprika adatbazisok és bioinformatikai modszerek
segitségével két gént azonositott, egy rezisztenciagénekre jellemzd géncsaladba tartozé6 NBS
LRR gént (NBLR1), valamint egy transzkripcids faktort kodold gént (TF1). A két gén ideélis
jelolt lehet a rezisztens jelleg kialakitdsara, mivel a rezisztens és szenzitiv sziilok alléljaiban
tobb aminosav cseréje is megtalalhato. Kutatdsunk célja a két lehetséges génjelolt szenzitiv
paprika novény (Fehérozon) gyokereibe juttatdsa volt, A. Rhizogenes kozvetitette
novénytranszformacié felhasznalasaval. A transzformalt gyokerek Meloidogyne incognita
allomannyal torténd fertdzése utan kiértékeljiikk a fertdzést, ezaltal informaciot kapunk a
génjeloltjeink fonalféreg rezisztencidban betoltott szerepérdl. A klonozashoz sziikséges
konstrukciokat Gateway modszer felhasznéalasaval hoztuk létre. A PK7WG2DNBLRI1
konstrukcio esetében 60 ndvényen, mig a PK7TWG2DTF1CDS konstrukcio esetében 110
ndvényen sikeriilt elvégezni a transzformacid folyamatat. A transzforméans novények gyokerein
sikerrel detektaltuk a konstrukcidban hasznélt GFP riportergén kifejez6dését.

A transzformacion atesett novények még nevelési fazisban vannak, jelenleg a kitiltetésre
érett allapot elérést varjuk a cserébe iiltetéshez. A kiiiltetés és fertdzés idotartama alatt a
transzformaciot a PK7WG2DTFImRNS konstrukcioval is szeretnénk elvégezni, valamint a
transzformacios kisérletekbe a Global cseresznyepaprika fajtait is bevonni, amely a

Fehér6zonhoz hasonldan szenzitiv fenotipussal rendelkezik fonéalféreg fert6zéssel szemben.
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9. Mellékletek

1. melléklet: LB baktérium taptalaj receptje

LB 1000

ml

Tripton 10g
Eleszté kivonat 5g
NaCl 5¢g

pH <7
Bakteriolégiai agar I5g

(szilard)

2. melléklet: MS Mikro és MS Makro oldatok 6sszetevoi, MS20 névényi taptalaj receptje

MS Mikro 1000X | 100 ml | MS Makro 10X | 1000 ml MS20 1000 ml
H;BO; 630 mg NH4NO; 16,5¢g MS makro 100 ml

MnSOs x HO | 1560 mg KNO; 19g MS mikro 1 ml
ZnS04 x 7T H2O 860 mg | CaCl; x 2 H,O 44 g KI 0,83 mg
NaMoOsx 2H;O | 25 mg | MgSOsx 7THO | 3,7 ¢ NaFe-EDTA | 36,7 mg
CuSOsx5H:0 | 2,5mg KH;PO,4 1.7¢g Myo-Inositol | 100 mg
CoClzx 6 H;O 2,5mg Thiamin-HCI | 0,1 mg
Pyridoxin-HCl | 0,5 mg
Nikotinsav 0,5 mg

Glicin 2 mg

Szacharoz 20g

Oxoid agar 58¢g

pH 5.8
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3. melléklet: MPGY paprika gyokerezteté taptalaj receptje
MPGY 1000 ml
MS makro 100 ml
MS mikro 1 ml
KI 0.83 mg

NaFe-EDTA 50 mg

Myo-Inositol 100 mg

Thiamin-HCI 0,5 mg
Pyridoxin-HCl 0,5 mg

Nikotinsav 0,5 mg
IAA 0.5 mg
Szachar6z 10
Gliikoz 10

0

8

g

ig=]

Maltoz 1

i1

Oxoid agar 5
pH 5.8

a9

4. melléklet: pDONRTM 221 donor vektor térképe

(4756} Pcil Nspl (4760}

(4654) Drdl BspQI - SapI (111)
(4583) BssSI

(4456) PspFI \ \
(4452) BseYl NN \ BsaHI (327)

BbsI (437)
Hpal (501}
7 AL (554)
PspOMI (563}
Eco01001 (564}
—— Apal (567)

(4214) Acul

— Xmnl (1052)

Pstl (1167)
pDONR221 ~ BfuAI - BspMI (1170)

4762 bp

(3581) AsiSI - Pwvul

Bsal (1278)
— BstXI (1305)

BmgBI (1354)
— BsaBl* (1405)
" TspMI - Xmal (1416}
Smal - Srfl (1415)

(3493) EcoNI ——

(3238) Nrul —
BbvCI (1561)

BStZ17I (1754)
BssHII (1791)
BamHI (1832)
Scal (1875)

(2999) EcoRY

Btgl - Ncol - Styl (1387)

(2599) BsaAl

BpmI (2172}
(2z92) BspEl EcoRI (22z&8)
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5. melléklet: pK7WG2D destination vektor térképe

(12 598) Stul BspHI (150}
| Asel (3z6)

(12 oo1) PshAI Swal (509)

(10 545) BbvCI

(10402) SrfI
(10 289) BSEXI -

(9769) Aatll
{9767) Zral —o
{9759) ECo01091°
PK7IWG2D

(3546) Bsu36l —— 12 794 bp

(8767) RsPI1™

(8557) AL~

(8372) MauBl ™

.
BsiWI (4693)

EcoNI (51z22)

(7540) BStEIT \
Agel (5303)

(6866) Hpal

BspDI* - Clal* (4889)

53



Szent Istvan Campus, Godollé
M/;\\WE Cim: 2100 Godollo, Pater Karoly utca 1.
MAGYAR AGRAR £S Tel.: +36-28/522-000
el L Honlap: https://godollo.uni-mate.hu

4. sz. fiiggelék — Hallgatéi és konzulensi nyilatkozat minta

NYILATKOZAT
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