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Az alma legjelentésebb gombds betegsége a venturids varasodds (kérokozoja: Venturia inaequalis).
A betegség elleni védekezés egyik lehetdsége varasoddsrezisztens almafajtdk termesztése (melyek
tobbségiikben az Rvi6 rezisztenciagént hordozzdk), azonban ezek hatékonysdga kérdésessé valt a
kérokozé j virulencidval rendelkezd rasszainak feltlinésével, illetve térnyerésével. E gazdasdgilag
jelentds folyamatok megértésének céljabdl szitkséges a kdrokozd populdcidgenetikdjinak vizsgs-
lata. Jelen kutatds célja hazai V. inaequalis izoldtumok genetikai vdltozatossdgdnak vizsgdlata volt.

A kutatds alkalmdval 21 V. inaequalis izoldtumot vizsgdltunk. Az izoldtumok négy kiilonbozd
telepiilésrdl szdrmaztak tiz kiilonbozd almafajtdrdl, koztitk hdrom izoldtum az Rvi6 rezisztens
"Remo’ fajtdrdl. A vizsgdlat alkalmdval nyolc mikroszatellit markert alkalmaztunk, melyek koziil
6 mutatott nagy variabilitdst (h=0,76-0,882). Eredményeink alapjdn a kiilonbozé foldrajzi helyek-
18l szdrmazé mintdk kozt jelentds a géndramlds méreéke. A teljes variancia nagyobb része (69%)
populdciékon beliil volt megfigyelhetd, csak kisseb rész (31%) oszlott meg a mintdk foldrajzi
szdrmazdsa szerinti populdciok kézt. A budai arborétumi Malus x purpurea-rél szirmazé mintdk
elkiiloniiltek a tobbi mintdtdl mely jelenség magyardzatdban a kiilonb6z8 gazdandvény hatdsanak
is szerepe lehet. A kordbbi kutatdsokkal ellentétben a markerek nem mutattdk az Rvi6 virulens és
nem virulens populdcidk kiildnbozdségét.

Kulcsszavak: varasodds, SSR, Vf
Bevezetés

A Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter egy heterotallikus aszkuszos gomba, az alma legjelentésebb
gombds betegségének a ventirids varasoddsnak a kérokozdja. A gomba pszeudotéciuma telel 4t az Gsszel
lehullott levelekben. Igy a betegség elleni védekezés egyik lehetdsége a pszeudotéciumok kialakuldsanak
megakadalyozdsa, illetve a primer fert8z6 forrds megsziintetése (lehullott levelek megsemmisitése,
vagy lombhulldskor torténd lombferttlenités). Ezt kdvetden az aszkospérak kiszéréddsakor, majd a
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konidiumok fert8zésének megakaddlyozdsa céljabol is rendszerint permetezni kell (Glits és Folk 2000).
A kdrnyezeti tényezék fiiggvényében akdr évi 15-22 alkalommal is sziikséges lehet permetezni (Holb
etal. 2005). A védekezés alternativ lehetdségét jelentik a varasoddsrezisztens almafajtdk, melyekkel
a fungicides kezelések szdma minimalizdlhaté. Ennek kovetkeztében e fajtdk kiemelt jelentdséggel
birnak az 6koldgiai gylimolestermesztés szdmdra. A varasoddsrezisztens almafajtdk hazdnkban kii-
16n6sen népszertiek, a KSH 2017-es adatai szerint a ‘Remo’, ‘Florina’ és ‘Relinda’ rezisztens fajtdk a
teljes alma termésmennyiség kozel 14%-4t teszik ki (KSH 2017).

A rezisztens fajrdkkal t6rténd védekezés hatékonysdgdt azonban nagyban hdtrdltatja, a kéroko-
z6 j virulencidval rendelkezd rasszainak felttinése illetve terjedése, mely végsd soron a kordbban
ellendllé fajtdk megbetegedését eredményezi. A folyamat sordn jellemz8en a gazda rasszspecifikus
{8 rezisztenciagénje elvesziti hatdsdt, amint a 8 rezisztenciagénnel a fertézés szempontjdbol szoros
osszefliggésben 4116 avirulencia gén médosul a kérokozéban (Jones és Dangl 2006). A kereskedelmi
forgalomban 1év8 rezisztens fajtdk dontd tobbsége (egyes becslések szerint tdbb mint 90%-a) a Malus
Sfloribunda Sieb. ex Van Houtte 821-es szelekcidjatol szarmazd Rvi6 (régi nevén VF) f6 rezisztenciagént
hordozza (Brown és Maloney 2013). A viligon el8sz6r Németorszdgbdl jelentették Rvi6 rezisztens
fajta fert8z6dését, 1993-ban (Parisi et al. 1993). Magyarorszdgon Rvi6 rezisztens fajta fertéz8désérdl
elséként Holb (2007) tett emlitést. Bdr az els8 generdcids Rvi6 rezisztens fajtdk kifejlesztéséért felelSs
amerikai nemesit6k szerint gyenge tiineteket mdr egészen kordn megfigyeltek a rezisztens Prima’
fajedn, de ebbdl nem kovetkeztettek arra, hogy a kérokozé 4ttorte volna a rezisztencidt (Crosby et
al. 1992). Az amerikai kontinensen a rezisztencia 4ttérésérél csak sokkal késébb érkezett tudésitds
(Beckerman et al. 2009, Papp et al. 2020).

A V. inaequalis éves életciklusa egy ivaros és szdimos ivartalan ciklusbél tev8dik ossze, ami a po-
puldcidk nagyfoka sokszintiségét vonja maga utdn. A V. inaequalis populdcidk véltozatossdga szoros
osszefliggésben 4ll azok rezisztens fajrdkhoz t6rténd alkalmazkoddképességével, és igy a helyes véde-
kezési stratégia megvélasztdsdval. A éma nagy gazdasdgi jelentdsége miatt szdmos kutatds célozza a
vildg kiilsnbozd régidiban megtaldlhatd V. inaequalis populdciok valtozékonysdginak felmérését és
evolucidbioldgiai folyamatainak megértését (Guérin és Le Cam 2004; Guérin et al. 2004; Guérin
et al. 2007; Ebrahimi et al. 2016; Kaymak et al. 2016; Lemaire et al. 2016; Passey et al. 2016;
Michalecka et al. 2018; Sitther et al. 2018; Mansoor et al. 2019)

Egyes populdciégenetikai vizsgalatok sordn a V. inaequalis izoldtumok genetikai diverzitdsa nem
4llt szoros osszefliggésben az izoldtumok foldrajzi szdrmazdsdval, illetve azzal, hogy mely fajtdrdl
gytijtoteék az izoldtumot (Kaymak et al. 2016; Sitther et al. 2018). A szokatlan eredményt a kutatdk
a kiilonbozd fajtdkon illetve foldrajzi helyeken taldlhaté populdcidk kozti nagymértéki géndramldssal
magyardztdk. A forrdsok szerint a populdcidk kozti géndramldsban az emberi hatds is szdmottevd
lehet, mely folytdn a kérokozé kénnyebben tesz meg nagyobb tdvolsdgokat. Ugyanakkor mds tanul-
miényok differencidléddst mutattak ki az Rvi6 virulencia illetve avirulencia fliggvényében, tehdt azzal
kapcsolatban, hogy az izoldtumok Rvi6 rezisztens fajtdrdl szdrmaztak-e vagy sem. Ezen populdcidge-
netikai vizsgdlatok szerint az Rvi6 virulens V. inaequalis rassz nem egy friss mutdcié eredményeként
jott létre, hanem az tobb ezer éve létezett vadalma dllomdnyokban, anélkiil, hogy keveredett volna a
nemes almdn betegséget okozé populdcidval (Guérin és Le Cam 2004; Guérin et al. 2004; Guérin
et al. 2007; Lemaire et al. 2016; Michalecka et al. 2018). A legtjabb eredmények alapjdn a virulens

rassz eurdpai terjedése azonban utat nyithatott a két vonal kozti keresztez8désnek, kiilonésen olyan
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iiltetvényekben, ahol a rezisztens és nem rezisztens fajtak egyiitt is megtaldlhatéak (Michalecka et al.
2018). Ez a virulens rassz agresszivitdsinak névekedését vonhatja maga utdn.

Jelen kutatds célja a hazai V. inaequalis populdcié genetikai sokféleségének vizsgdlata volt, SSR
(mikroszatellit) marker analizis ttjdn. Amellett, hogy az alkalmazott markerekrdl is informdci6t
kaptunk, genetikai alapon hasonlitottuk 6ssze a hazai Rvi6 virulens és nem virulens izoldtumokat.

Anyag és médszer
Venturia inaequalis izolitumok el8éllitdsa
Varas almalevél mintdkat gy(jtottiink monospdrés izoldtumok elé4llitdsa céljdbol 2017-t81 2020-ig

(1. tdbldzat). A fertézote leveleket papirzacskdban szdllitottuk, majd 4°C-on tartottuk az izoldldsig.

1.tdbldzat. A vizsgdlt izoldtumok és jellemzdik

Izolitum  Gazdanévény Gytijtés helye zz:ll]:;;:;(;? onga
190 Golden Delicious Julia major (Borzavdr) 1987.07.
001 Gala Soroksér (Budapest) 2017.06.
002 Gala Soroksér (Budapest) 2017.06.
003 Malus x purpurea Budai Arborétum (Budapest) 2017.07.
004 Malus x purpurea Budai Arborétum (Budapest) 2017.07.
005 Angold Soroksdr (Budapest) 2017.06.
006 OR45T132 Soroksér (Budapest) 2017.07.
007 Gala Soroksér (Budapest) 2018.05.
008 Gala Soroksér (Budapest) 2018.05.
009 Golden spur Soroksér (Budapest) 2017.06.
010 Golden Delicious Soroksdr (Budapest) 2018.05.
011 Golden Delicious Soroksdr (Budapest) 2018.05.
012 Golden Delicious Soroksér (Budapest) 2018.05.
013 Golden Delicious Soroksér (Budapest) 2018.05.
014 Geneva Soroksér (Budapest) 2018.06.
015 Remo Csenger 2018.07.
016 Remo Csenger 2018.07.
017 Remo Csenger 2018.07.
018 Idared Csenger 2018.07.
019 Idared Csenger 2018.07.
020 Jonagold Csenger 2018.07.

Table 1. The investigated isolates and their characteristics
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DNS izolalds, PCR amplifikdcié és gélelektroforézis

Burgonyadextréz agarral vagy viz agarral kiontott Petri-csészék felsd oldaldra ragasztottuk a levelekbdl
kivdgott [ézidkat majd a lezdrt Petri-csészéket egy napig inkubdltuk (Papp et al. 2020). Steril fiilkében
mikroszkép alatt tdrtént a csirdz6 konidiumok izoldldsa egy tithegy segitségével. Az Gj burgonyadextrdz
agarra helyezett konidiumokat legaldbb négy hétig inkubdltuk 20°C-on éllandé megyvildgitis alatt.
Hosszti tavii tdrolds esetén a tenyészeteket paraffinolaj ald helyeztiik és 4°C-on tartottuk. Osszesen 20,
hdrom kiilonbozd helyszinrdl szdrmazé izoldtumort dllitottunk eld a kiilonboz8 almafajtdk leveleird]
illetve a Borzavérrél szdrmazé 190-es izoldtumot Hevesi Mdria bocsdjtotta a rendelkezésiinkre, tehdt
osszesen 21 izoldtumort vizsgdltunk 4 kiilonbozd gytjési helyrdl (1. tdblézat).

Az izoldtumok DNS-ének kivondsdhoz a tenyészetekbél 0,5 cm? felitlet(i darabokat vdgtunk
ki. Ezeket az agartdl megtisztitottuk, majd folyékony nitrogén alatt egy mozsdrban elddrzsoltiik.
Az {gy el8készitett mintdkbdl az E.Z.N.A.® plant DNA kit (Norcoss,USA) segitségével kivontuk
a DNS-t az titmutatd el8irdsai szerint.

A DN szakaszok felszaporitdsét Thermal Cycler 2720 PCR-késziilékkel (Applied Biosystems,
Foster City, USA) hajtottuk végre. A PCR mix végtérfogata 16 pl volt és a mix dsszedllitdsdhoz
DreamTaq™ Green PCR Master Mix-et (Fermentas, Waltham, USA) haszndltunk. Az SSR allélok
felszaporitdsa céljabél nyolc kiilonbdzd primer pdrt alkalmaztunk (2. tdbldzat). Az SSR primerek
fluoreszcens festékkel (FAM) voltak jelslve. A PCR program bedllitisa Guérin et al. (2004) alapjén
toreént a 2. tébldzatban részletezett olvaddsi hémérsékletek figyelembevételével.

2. tdbldzat. A kutatds soran alkalmazott SSR markerek

Olvadasi F d ori R .
Marker hémérséklet orwar P rimer everse [?nmer Referencia
°C) szekvencia szekvencia
Lt o TCGAGATCCTC TCGAGATCCT Tenser. 1999
o AAACTTCCTT CAAACTTCCTT enzeh
CGATTGGGGATA CGATTGGGGAT
1 T
lrelb 62 TGAAGACTT ATGAAGACTT enzer, 1999
Lt o TCACTCAACAA TTTCACGGTAG Termer. 1999
<8 TACAGTTTCTTACG CGATAGGAG enzeh
AGCGCTAGGTC TTTCTGAAGTGT
laac3b 62 GTG TC GTGGGACAT Tenzer, 1999
GAAGAGGTTGG GAACCGAATCT
Vitg11/70 60 Guerin et al.2004
irgl1/7 AGTGGTTG GTACAGGAC uerin eta
, TGTCAGCCACG CACCGGAC .
Vicacg8/42 60 CTAGAAG GAATCATGC Guerin et al.2004
CCTCCTTCCTAT CTGAAGCGAAC
Vical0/154 60 Guerin et al.2004
ical 0715 TACTCTCG CTATGTCC uerin et a
CCAGACCTCCT CATGCCGTCTT
M42 in et al.2004
60 TATTCACG CAGGAGTTA Guerin et al.200

Table 2. SSR markers used in the study
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Az SSR fragmensek méretének meghatdrozdsa gélelekeroforézissel tértént. A mintdkat 2,5-t8l
4%-o0s SFR (szuper nagy felbontdst) agaréz gélen (Amresco, Solon, USA) futattuk kiilénbézd
bedllitdsok mellett akdr négy 6rdn keresztiil TAE (Trisz-ecetsav-EDTA) vagy TBE (Trisz-bordt-
EDTA) puffert alkalmazva. A gélhez 10 ul GR Safe (Lab Supply Mall, Innovita Inc., Gaithersburg,
USA) nukleinsav festéket adtunk. A fragmenshossz meghatdrozdséhoz 50 bp felosztdst DNS létrdt
(Invitrogen, Carlsbad, USA) haszndltunk. A gélképeket UVP (Cambridge, UK) géldokumentdcios
rendszerrel készitettiik.

Statisztikai értékelés

A GenAlEx 6.5 Excel applikdcié segitségével kiszdmitottuk a markerekre vonatkozé populdcidge-
netikai mutatékat (I6kuszonkénti allélszdmot és a haploid géndiverzitds mutatéjdr), molekuldris
variancia analizist (AMOVA) és {8 koordindta analizist (PCoA) végeztiink (Peakall és Smouse 2006,
2012). A f8 koordindta analizis eredményét R-ben a ggplot funkcié segitségével vizualizaltuk.

Eredmények és megvitatdsuk

A 21 V. inaequalis izoldtum 8 SSR markerrel torténd vizsgdlata sordn az egyes I6kuszokon tapasztalt
diverzitdst az allélok szdmdval és a haploid géndiverzitdssal jellemeztiik (3. tdbldzat). Hirom marker
esetében tobb mintdndl sem kaptunk PCR terméket. Ezt hidnyz6 adatként kezeltiik, ami esetenként
alacsonyabb mintaszdmot eredményezett. A haploid géndiverzitds 0-t6l 0,882-ig véltozott. A nyolc
molekuldris markerbdl hat mutatott nagyfoku variabilitdst. Ezen markerek magas géndiverzitdsa
megfelel mds kutatdsok eredményeinek (Tenzer et al. 1999; Guérin et al. 2004; Koopman et al.
2017). Az 1aac3b csupén egyetlen allélt szaporitott fel, igy géndiverzitdsa 0-nak tekinthetd. Tenzer
etal. (1999) mds markerekhez képest szintén alacsonyabb allélszdmot tapasztalt az 1aac3b marker
esetében; egy mdsik munka sordn azonban a marker relativ nagy variabilitdst mutatott (Mansoor
et al. 2019). Annak ellenére, hogy esetiinkben csupdn 0,32 volt a géndiverzitdsa, a Vitgl1/70
markernél kordbban 0,835-6s géndiverzitdst is megfigyeltek (Guérin et al. 2004).

3. tdbldzar. Diverzitdsi mutatdk dsszegzése minden 16kuszon

ltcla 1tclb ltclg  laac3b  Vitgl1/70  Vicacg8/42  Vical0/154 M42

N 18 21 21 21 20 21 16 20
Na 10 8 9 1 2 9 11 7
h 0,802 0,789 0,77 0 0,32 0,811 0,882 0,76

N - mintaszdm, Na - allélszdm, h - haploid géndiverzitds
N - number of samples, Na - number of alleles, h — haploid gene diversity

Table 3. Summary of the diversity indices for all loci

A molekuldris varianciaanalizis (n=999 permutdci6) eredménye szerint a teljes variancia nagyobb
része (69%) populdcidkon beliil volt megfigyelhetd, csak kisseb rész (31%) oszlott meg a mintdk
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foldrajzi szdrmazdsa szerinti populdciok kozt (PhiPT=0,306; p<0,01). Ezen eredmény jelentds
géndramldst feltételez a populdcidk kozt, azok kevésbé tekinthetdek izoldltnak. Mds szerz8k még
kisebb foku differencidléddst tapasztaltak a foldrajzi szdrmazds fiiggvényében, csupdn a variabilitds
7%-a volt a populdciék kozt megfigyelhetd irdni és dél-afrikai kutatdsok szerint (Ebrahimi et al.
2016; Koopman et al. 2017). Ugyanakkor Izrael partvidékén genetikailag teljesen egyontet dllo-
mdnyokrol is beszdmoltak, mely valdszintleg a kérokozé dttelel konidiumaibél torténd klondlis
szaporoddsdnak eredménye (Boehm et al. 2003).

A {8 koordindta analizis alapjdn a csengeri izoldtumok gyengén elkiiloniilnek a soroksdri min-
tdktdl, azonban az Rvi6 rezisztens ‘Remo’ fajtdrdl szdrmazé mintdk a tobbséget jelentd soroksdri
mintdkkal csoportosulnak, nem alkotnak kiilon csoportot (1. dbra). A Budai Arborétumbdl a Malus
x purpurea (Barber) Rehder diszalmdrdl szdrmazé izoldtumok szintén nagy genetikai tévolsdgra
vannak a mds fajtdrél, illetve més helyszinrdl szdrmazd izoldtumok t5bbségétdl. Ennek részben
ellentmondanak azon kutatdsok, melyek szerint sem a gazda (kiilonbozd almafajtdk vagy -fajok,

melyekrél az izolitmokat nyerték) sem az izoldtumok foldrajzi szirmazdsa nem mutat dsszefiiggést
a genetikai véltozatossdggal (Kaymak et al. 2016; Sitther et al. 2018).

1.dbra. F8 koordindta analizis eredménye nyolc SSR marker alapjdn. Az 1. koordindta az eltérés
56,29%-dt a 2. koordindta az eltérés 29,44%-4t magyardzza. A kiilonbozd alakt pontok kiilén-
b6z8 szdrmazisi helyet jelolnek.

A
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1. koordinata (56,29%)

Figure 1. Result of the principal coordinate analyses based on eight SSR markers. The first
and second coordinate explains 56,29% and 29,44% of the variation, respectively. Points of
different shapes indicate different locations of origin.
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Kovetkeztetések

Els6 alkalommal vizsgaltuk hazai V. inaequalis izolitumok (n=21) genetikai sokféleségét, és a nem-
zetkozi adatokkal 6sszhangban az izoldtumok nagy véltozatossdgdt tapasztaltuk. Az alkalmazott
SSR-markerekrdl szerzett informdci6k alapjdn, amellett, hogy két markernél (1aac3b, Vitg11/70)
jelen esetben alacsony géndiverzitdst tapasztaltunk, mind a nyolc marker alkalmazdsa indokolt
lehet a tovabbi kutatdsok alkalmdval.

Bér a vizsgdlt V. inaequalis izoldtumok alapjén a kiilonboz8 gy(jtési helyek (Soroksdr, Budai
arborétum, Csenger) populdciéi nem tekinthetdek izoldltnak, a nemzetkdzi munkdkhoz képest
nagyobb genetikai differencidléddst tapasztaltunk. A budai arborécumi Malus x purpurea-rél
szdrmazé mintdk elkiildniilésében a gazda hatdsdnak is szerepe lehet. Ugyanakkor a Csengerrdl
szdrmazé Rvi6 virulens torzsek nem kiiloniiltek el a nem virulens Soroksdri mintdkedl, annak
ellenére, hogy a két telepiilés tobb szdz kilométerre taldlhaté egymdstol.

Az, hogy a kordbbi nemzetkézi kutatdsokkal ellentétben (Lemaire et al. 2016; Michalecka et
al. 2018) nem tapasztaltuk az Rvi6 virulens és nem virulens izoldtumok genetikai kiilonboz8sé-
gét akdr arra is utalhat, hogy a vonalak kozt hibridizdcié tortént. Ez komoly kockdzati tényezdt
jelent az almatermesztés szdmdra, hiszen a rezisztens fajtdk hatékonysdginak tovabbi erod4léddsdt
jelentheti. A folyamatok pontos megismeréséhez azonban lényegesen nagyobb mennyiségli minta
vizsgilatdra volna sziikség.

Készonetnyilvanitds

A kutatds az Innovécids és Technoldgiai Minisztérium UNKP-20-4-11 kédszdmt Uj Nemzeti
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Summary

Apple scab is the most important fungal disease of apples (causal agent: Venturia inaequalis). One
way to control the disease is to grow scab resistant apple cultivars (most of which carry the Rvi6
resistance gene), but the efficacy of these became questionable with the occurrence and emergence
of new virulent races of the pathogen. To understand these economically important processes, it
is necessary to study the population genetics of the pathogen. The aim of this study was to assess
the genetic diversity of Hungarian V. inaequalis isolates.

We investigated 21 V. inaequalis isolates. The isolates are originating from four different locations
and ten different apple cultivars. Three isolates were isolated from the Rvi6 resistant 'Remo’ cultivar.
We used eight microsatellite markers of which six were highly variable (h = 0.76-0.882). Based on
our data there is significant gene flow between the populations from different geographical regions.
The majority of the variation resided within population (69%), only a smaller amount was present
between the populations from different geographic origins (31%). The samples originating from
the Buda Arboretum from the Malus x purpurea host were separated from the rest of the samples,
which might be explained by the effect of the differing host plant. In contrast to previous research
works, the markers could not differentiate the Rvi6 virulent and non-virulent populations.
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