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A kutatasi program f6 célja a keszthelyi burgonyafajtakra jellemzé S. stoloniferum
eredetli Ryso, Y virus immunitds génnel szorosan kapcsolt DNS markerek azonositasa,
valamint az Ry, expresszidval kapcsolatba hozhaté cDNS-ek izolalasa.

Novényanyag. A palydzati programot megel6z6 évek nemesitési tapasztalatai, a
keresztezési populaciok egyedeinek szantofoldi korilmények kozott megfigyelt PVY virus
rezisztencia hasadasi aranyai (természetes fert6zési forras hatasara bekdvetkezo fert6zodeés),
valamint az ismert pedigré adatok alapjan a sajat nemesitésic White Lady burgonyafajtat
valasztottuk ki a Kkiséerletek alanyaul, mint az Rysto rezisztenciagén hordozojat. A
Kisérletekben PVY virussal szemben fogékony keresztezesi partnerként valé felhasznalasra
egy a White Lady —hez morfoldgiai bélyegek alapjan rendkivil hasonld, de genetikailag téle
tavol allo, az USA Wisconsini Egyetemének nemesitési programjabol szarmazo6 S 440 jelt
burgonya vonalat valasztottuk Kki.

A PVY immunitasért felelés gén kimutatdsdra a White Lady fajtdval (veghazi
korialmények kozott mesterseges fert6zési teszteket végeztiink. EI6szOr a burgonya Y virus
legagresszivebb NTN torzsének D10-es izolatumat dohany névényben felszaporitottuk és a
novényeket mechanikailag inokuldltuk (foszfat puffer pH 7,0, karborundum por,
Uvegspatula) majd a fert6zést koveté 4. héten DAS-ELISA modszerrel vizsgaltuk a virus
novényben valé felszaporodasat. Az immunitasért felelés gén jelenlétének tovabbi
bizonyitasara kertészeti oltast végeztink (fert6zott paradicsom alanyra/burgonya olt6ag,
illetve burgonya alany/fert6z6tt paradicsom olt6ag), majd az oltast koveto 5. héten DAS-
ELISA-val és bioteszttel (S. demissum A6 teszt) vizsgaltuk az alanyok és az oltéagak
fertézottseget.

A kapott eredmények igazoltdk a White Lady fajta extrém rezisztencigjat a PV
torzzsel szemben. Sem a mechanikai fertézest és oltast kdvetéen, sem DAS-ELISA-val, sem
bioteszttel nem sikerilt a virust a vizsgalt névenyekbdl kimutatni.

Az S 440-es vonal PVY-al szembeni fogekonysagat természetes fert6zédést kdvetoen,
a virusfert6zésre jellemzo vizudlis tinetek kiértékelésével, illetve a tlneteket mutato
novenyek DAS-ELISA vizsgalatdval bizonyitottuk. Az eredmények alapjan az S 440 —es
vonal rendkiviil fogékony a PVYN™ torzsével szemben, a jellegzetes tiineteket kivaldan
mutatja, szdveteiben a virus gyors szaporodasra képes.

A PVY immunitas génre nézve hasadd tesztpopulacio elballitasa érdekében a White
Lady fajta és az S 440-es vonal 5-5 novényét Uveghazi kortlmények kozé ultettik.
Viragzaskor karminecetsavas pollenfestéssel ellenériztik mindkét genotipus himivard
fertilitdsat. Ennek alapjan a White Lady fajta a S. stoloniferum-bol szarmazé citoplazma
hatasara jellemezé tetrados himsterilitdst mutatott, mig az S 440-es vonal pollen-
életképessége meghaladta a 90 % -ot. gy semmi akadalya nem volt a két vonal sikeres ivaros
keresztezésének. Végul a White Lady fajta viragainak az S 440 vonal pollenjével valo
beporzasabdl a tenyészidészak végére tobb mint 10 000 hibrid magot sikerdilt eléallitani.

Rezisztencia vizsgalatok. Az F; magokat elvetve, t6bb mint 200 névényt (vonalat)
neveltink fel (veghazi korilmények kozott. A felnevelt novények aldél a gumokat
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betakaritottuk, majd a gumokat a sziikséges nyugalmi idészak letelte utan ellltettink. Ezt
kovetéen a novenyeket fert6zési teszteknek vetettlink ala. A fertézési teszteket — a
rendelkezésre all6 gumoszamtol fliggéen - 3-5-szO6r6s ismétlésben végeztik, a szilo
vonalaknal leirtakkal azonos médon, a PVYN™ torzsének dohanyban fenntartott Dig-es
izolatumaval. A novényeket 4-6 leveles allapotban mechanikailag inokulaltuk (Uvegspatula,
karborundum por, foszfat puffer (pH 7,0). A rezisztenciavizsgalatokat a fert6zés utani 4., 5. és
a 6. héten végeztuk. A virus jelenlétére utalé sarga szinreakcio intenzitasat fotométerrel
(EPD-1) mertik. A fertézési vizsgalatok soran 195 F; vonalat ertékeltink ki. El6szor a
szisztemikus mozaikos tiinetek alapjan vizualisan kulonitettik el a fogékony és rezisztens
vonalakat, majd az osztalyozast ELISA vizsgéalattal elle6nériztik. A tinetet mutatd névények
mindegyike pozitiv reakciot adott a DAS —ELISA vizsgalatban. A DAS-ELISA tesztet (Clark
és Adams 1977) a Loewe Biochemica GmbH kitjével haromszori ismétlésben végeztik. A
vizsgalatok eredményeként 95 rezisztens és 100 fogékony vonalat kilonitettink el, amely 1:1
hasadasi aranynak felel meg (x’= 0,082; 0,70<P<0,90). Ez az eredmény alatdmasztja a
korabbi feltételezést, hogy a gén egy kdpiaban van jelen a rezisztens szilben.

A novényanyag fenntartasa. A rezisztencia vizsgélatokkal péarhuzamosan az
0sszesen vonalbdl steril in vitro tenyészetet alakitottunk ki, abbol a megfontolasbél, hogy a
késébbiekben barmilyen jellegt vizsgalathoz elegend6 névényanyag alljon rendelkezésiinkre.
Ehhez minden vonalbol riigyeket sterilizaltunk, majd MS taptalajra helyezve 4-6 hetenkénti
passzalassal tartottuk fenn 6ket.

Marker detektalas. A markerfejlesztést kétféle moddszerrel, az AFLP-vel és az
RAPD-vel kezdtlik meg.

AFLP: Az AFLP vizsgalatokat a Gibco BRL, majd az Invitrogén Kkitjevel is
elvégeztik az Msel/EcoRI enzimpért hasznélva. A sziilé vonalak mellett 12-12 rezisztens és
fogékony vonalat vizsgaltunk a kitben szerepl6 8-8 primerrel. A detektalast 6%-o0s akrilamid
gélen vald szétvalasztas utdn ezistfestéssel végeztik. A vizsgélatoknak ez a rendkivil
munkaigényes modja, valamint a teljes populédciora kalkuldlt magas koltségek miatt
dontottiink agy, hogy a markerfejlesztéshez inkabb az csak RAPD mddszert alkalmazzuk.

RAPD: Tiz-tiz veéletlenszertien kivalasztott fogékony illetve rezisztens egyedbdl
kevert (bulk) DNS-t tisztitottunk, és 10-mer primerekkel, valamint 12-mer primerparokkal
megkezdtik e mintak PCR alapu 6sszehasonlitd vizsgalatat. Egyidejileg 3-3 bulkot
hasonlitottunk 0ssze. Mintegy 50 féle 10-mer primert és tobb mint 1.000 féle 12-mer
primerkombinaciot hasznaltunk, és ezekkel tébb mint 100 darab, csak a rezisztens bulkban
jelenlévo, jol elkilonithetd, éles mintazatot detektaltunk. Azonban a bulkok egyedeit kilon-
kalén vizsgalva, nem talaltunk a rezisztenciagénhez szorosan kapcsolt polimorf mintazatot.
Ennek oka az egyes vonalak kdzotti nagyfokd polimorfizmus volt, mely a bulkokban ,,teves”
jeleket mutatott. Ezért a tovabbiakban a polimorfizmusokat jobban lefedé, nagyobb
egyedszamu, - 25-25 egyedbdl allé — bulkokban folytattuk a vizsgalatot. T6bb mint 3.000
primerkombinacidval tobb mint 30.000 jol értékelhetd savot vizsgaltunk, melyekbdl mintegy
100 volt polimorf. A polimorf fragmentumok kozil szamos mutatott kapcsoltsagot az Rysto
génnel. A két legszorosabb kapcsoltsagot mutatdé marker esetében minddssze 1 rekombinacids
eseményt detektaltunk. Mindkét esetben ugyanannal az egyednél detektaltuk a rekombinaciot.
A detektalt markerek mind a Rys, geén egyik oldalan helyezkednek el, amibél arra
kovetkeztetiink, hogy maga a gén a kromoszéma disztalis végére lokalizalodik.

Markerek megbizhatdésaganak vizsgalata. A 4 legszorosabban kapcsolt markert
harom tovabbi F1 csalddban teszteltik. Ennek alapjan a 2196 jeli markeriink mutatkozott a
legszorosabban kapcsoltnak a Rys, génnel, mig a tobbi marker cM-ban kifejezett tdvolsaga
gyakorlatilag nem valtozott.

Szekvencia analizis. A Ryso @énnel legszorosabban kapcsolt 4 markert
leszekvenaltattuk, es homoldgia keresést végeztink az adatbazisokban. A Ryso génnel



legszorosabban kapcsolt markeriink egy paradicsom 12-es kromoszoma szekvenciaval
mutatott nagyfoki homologiat, mig a méasik harom markeriink a burgonya V-0s
kromoszomajan mutatott szintén magas homoldgiat. Ez azért is meglepd, mivel az eddig
publikalt adatok nem teljesen egyértelmiiek a gén térkeppozicidjara vonatkozélag. Brigneti és
mtsai (1997) a Xl-es kromoszomara, mig Flis és mtsai (2005) a Xll-es kromoszémara
térképezték a Rys, gént. Song és mtsai (2005) szintén a Xll-es kromoszémara lokalizaltak,
azonban nem talaltak kapcsoltsagot sajat markereik és Flisék markerei kdzott. A White Lady
fajta a PVY mellett PVX rezisztenciaval is bir, és a burgonydbdl eddig két PVX
rezisztenciagént (Rx és Rx2) izolaltak a Xll-es és az V-0s kromoszomardl. Ezért ugy
gondoltuk, hogy e két Rx gén vizsgélata segitsegunkre lehet Rys, gént tartalmazd
kromoszoOma meghatarozasaban. Az V-6s kromoszéman taldlhatd Rx2 nyilt leolvasasi
keretére (ORF) specifikus primerparokkal 1:1 aranyban hasadd terméket kaptunk, azonban ez
nem mutatkozott kapcsoltnak a Rys, génnel. A Xll-es kromoszoman elhelyezkedé Rx gen
specifikus primerparjaival kapott termék és az Rys, gén kozott egy lazdbb kapcsoltsagot
talaltunk. Ez megfelel a térképadatoknak, hogy a két gén a Xll-es kromoszoma ellentéetes
végein helyezkedik el.

Publikalt markerek tesztelése. A fent hivatkozott harom publikacioban kozolt
markereket leteszteltik a sajat vizsgalati anyagunkon is.

Brigneti és mtsai (1997) altal koézolt, a Xl-es kromoszomara lokalizalodo, az Rys
génnel hasadas nélkul 6roklédé 3 db. AFLP marker tdbbszori ismétlés utan sem volt
Kimutathato a vizsgalati anyagunkban. Ehhez a publikédcidban leirtaknak megfeleléen
Msel/Pstl emésztett fragmentumokat szelektaltunk a megadott primerpérokkal. Itt a White
Ladyben detektalt polimorf fragmentumok nem mutattak kapcsoltsagot a Rys, gennel.

Flis és mtsai (2005) a Xll-es kromoszomara fejlesztettek ki egy STS és 3 CAPS
markert. Az 1,2 cM-ra lokalizalt STS marker a markerezési populacionkban ugyan mutatott
polimorfizmust, azonban nem talaltuk kapcsoltnak a Ryg, génnel, mig a tavolabb
elhelyezked6 CAPS markerek egyaltalan nem voltak polimorfak. A szerzékkel kapcsolatba
Iépve, a publikaltak helyett egy tovabbi CAPS markert ajanlottak, azonban ez sem hasadt a mi
Flisek altal fejlesztett markerekre vonatkozolag.

Heldak és munkatarsai (2005), bar nem hataroztak meg a Rys,o gén térképi helyét,
azonban publikaltak kapcsolt IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) és
REMAP (Retrotransposon Microsatellite Amplified Polymorphism) markereket. A White
Ladyben valoban kimutathatok voltak ezek a markerek, azonban nem mutattak kapcsoltsagot
a Rysto gennel.

Song és mtsai (2005) Flisékhez hasonldan a Xll-es kromoszomara lokalizaltak a Ry
gént egy 111 bp méretii STMO0003 jelii, Milbourne és mtsai (1998) altal leirt SSR markeren
keresztil. Az STMO0003 marker a vizsgalati anyagunkban 1,8 cM-ra térképez6dott a Rysi
géntél. Minden vizsgalt populacionkban szorosan kapcsolt volt, és sajat markeinkhez képest a
gén tuloldalan helyezkedik el.

Specifikus primerparok fejlesztése. A nukleotid sorrend alapjan markereinkre a
RAPD primerek helyett szekvencia-specifikus primerparokat terveztink. Ezek
burgonyanemesitési alkalmazésat a 2006-0s év tavaszan kezdjik meg a Burgonyakutatasi
Kdzpont nemesitési anyagan.

RNS alapu vizsgalatok. Az Rys, gént hordoz6 White Lady fajtat a rezisztencia
vizsgalatokban leirtak szerint fertéztiik, majd %%, 1, 2, 6, 12 és 24 6ras idokozokkel a fertézott
ndvenyekrél, valamint a kontrolrdl levélmintat szedtiink, majd RNS-t tisztitottunk (TRI1ZOL,
Gibco BRL), és elvégeztik a cDNS szintetizalast (Revert Aid, Fermentas). A jO mindségi
RNS ellenére vizsgélatainknak ebben a részében egy maésfajta eljards mutatkozik
szlikségesnek a first strand szintézishez és az azt kdvet6 1épésekhez.



Markerezési vizsgélataink eredményeirdl (4 detektalt marker) a Molecular Breeding
szaklapban valo megjelenésre készitettlink elé egy keziratot. Ezt azonban a kéziratunk
elkésziltekor megjelent, - és elébbiekben referdlt — publikécidkra vonatkozd vizsgalataink
eredményeivel elkildés el6tt még ki kell egészitenunk.

Az elvégzett kutatasi munka jelentésége. A burgonya legveszélyesebb virus
korokozojaval, a PVY virussal szemben extrém rezisztenciat biztositd Rys, génnel szorosan
kapcsolt markereket fejlesztettlink. Markereink kodzvetlen gyakorlati alkalmazast tesznek
lehetévé, amit6l a burgonya rezisztencianemesités - PVY rezisztenciara vonatkozd -
felgyorsitasat, és ezaltal a hazai burgonyanemesités piaci versenyképessegének erésddeset
varjuk.

Mint a referalt publikaciokbol is lathatd a Rys, gén pontos térképi helyének
megallapitasa nehezségekbe tkozik, és a szakterilet specialistai kozott tovabbra is killonbdz6
nézetek allnak fenn a ldkuszok szamat, es az alléleket illetéen. Ezért eredményeink
alapkutatasi szempontbdl mindenképpen tudomanyos érdeklédésre tartanak szamot. Mivel
egyik markerink az eddig publikalt markerek kozil a génnel a legszorosabban kapcsolt
(0,7cM), ezért egyuttal viszonyitdsi pont is lehet a Rys, Qgén esetleges térkép alapu
klonozasaban.



