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A Solanum stoloniferum eredetii burgonya Y virus immunitas gén (RYs)

finomtérképezése és lokalizalasa a tetraploid burgonya genomba

cimi OTKA 063568 palyazatrol

Bevezetés

A magyarorszagi burgonya termésatlag a fejlett EU tagorszagokénak csak mintegy 50% -at
éri el. Ennek legfobb oka — a nem megfeleld agrotechnikan tal - a virusfogékony, ezaltal
leromlasra hajlamos fajtak hasznalata. Novénykortani szempontbol a leromlasban egyik
legnagyobb szerepe a minden évben jarvanyt okozo burgonya Y virusnak (PVY) van. A virus
A legcélravezetobb megoldast a korokozo kartételének kikiiszobolésére ezért, a fertdzés
gatlasa jelentheti, amelyet a rezisztens fajtak eldallitasaval, és termesztésbe vonasaval
biztosithatunk. A rezisztencia kialakitasanak eszkoze a vad fajok, mint rezisztencia-forrasok
bevonasa a termesztett burgonya nemesitésébe. Ez a folyamat a célgénhez kapcsolodo
nemkivanatos tulajdonsadgok kisziirése, valamint a rezisztencia és a komplexen 6rokl6do
mindségi tulajdonsagok egylittes kialakitdsa miatt rendkiviil iddigényes. A molekularis
genetika azonban 1 lehetdségeket nyujt — adott génnel kapcsoltan 6roklédé DNS-alapu
markerek azonositasa révén — a szelekcio, és igy a nemesités folyamatanak egyszeriisitésére.

Célkitiizes
Jelen kutatasi programunk célja, a fent emlitettekkel Osszhangban, tehat a keszthelyi
burgonyafajtakra jellemz6 Solanum stoloniferum eredetii PVY extrém rezisztencia génhez

(Rysto) kapcsolt ujabb markerek detektalasa, a gén finomtérképezése és egy - ezeken a
markereken alapul6 - szelekcids rendszer kidolgozésa €s alkalmazasa a gyakorlatban.

Eredmények

Munkank soran a 2005. évben keresztezést végeztiink a keszthelyi nemesitésit White Lady
(WL) és az S440 amerikai nemesitési vonal kozott. A keresztezésben himsterilitisa miatt
anyai vonalként hasznalt WL extrém rezisztens a PVY minden torzsével szemben, mig a
pollen donor (S440) fogékony a koérokozora. A kapott F1 populécié tehat hasad a Rys, génre
nézve.

A keresztezésbol fogott magokbdl a 2006. év soran - vektormentes iiveghazban — 506 F;
genotipust neveltiink fel, majd az alattuk fejlodott gumokat ujbol eliiltetve az egyes
genotipusokat felszaporitottuk, és fenotipizaltuk. Ennek sordn a ndvényeket a PVY"' ™
torzsével mechanikailag megfertéztiik, majd a virus jelenlétét DAS-ELISA modszerrel
vizsgaltuk. A tesztek sordn azonositott rezisztens és fogékony novények szama 1:1 hasadasi
aranyt mutatott, amely a gén szimplex allapotat jelzi a tetraploid WL genomjaban.

A kutatasi program kovetkezd 1épéseként, a fenotipizalt novényekb6l DNS-t izolaltunk. A
mintakat két a Ryso génnel kapcsolt markerrel (SCARysto4, STM0003-111) vizsgaltuk, a
markerek szelekcios hatékonysaganak ellenérzésére. Eredményeink azt mutatjak — habar a két



marker relative nagy genetikai tavolsagra helyezkedik el egymastoél — 99%-os biztonsaggal
alkalmazhatdak a Rys, gént hordozo6 genotipusok azonositasara.

A 2006. év folyaman a WL és S440 vonal kozott ujabb keresztezést végeztiink, igy tovabbi
600 F; genotipust allitottunk eld, a novények alatt fejlodott gumok szamatol fliggden 1-11
klonnal. Az egyedeket - hasonldéan a korabban emlitettekhez - fenotipizaltuk, majd a
novényekb6l DNS-t izolaltunk és a hagyomdnyos rezisztencia tesztek eredményeit
molekularis vizsgalatokkal is megerdsitettiik. Az utodpopulacié ebben az esetben is, a vartnak
megfelelden 1:1 hasadasi ardnyt mutatott.

A munka soran igy, mintegy 1100 F; utddot tartalmazoé populaciot allitottunk el, amely mar
alkalmas a Rys gén finomtérképezésére.

Egy korabbi OTKA palyazat keretében azonositott négy, a Rys génnel szorosan kapcsolt
RAPD markerbdl egyet az elmult években mar sikeresen SCAR markerré alakitottunk
(SCARysto4). A tovabbi munkank soran a géntdl 3 cM genetikai tavolsagra térképezodott
RAPD6846 markert a go6dolléi Mezdgazdasdgi Biotechnologiai  Kutatokdzponttal
egyittmikodve klonoztuk €s szekvenaltuk. A szekvencia alapjan 0j primereket terveztiink a
fragmentum specifikus felszaporitasahoz. Az j markert, melyet ST1l-nek neveztiink el a
térképezd populacionkban visszaellendriztiik. A vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy az
ST1 marker, az eredeti RAPD fragmentummal megegyez6 hasadast mutat. A marker
hasznalataval, mivel az a SCARysto4 markerhez képest a génhez kdzelebb helyezkedik el,
novelhetd a marker alapu szelekcid pontossaga.

A munka folytatasaként a génhez legkozelebb térképezett RAPD9621 marker is klénozasra
keriilt. A megfeleld méretli kolonidk kivalasztdsa és felszaporitdsa utdna a fragmentumot
szekvenaltattuk. A nukleotid sorrend alapjan 10j primereket terveztiink a fragmentum
specifikus felszaporitdsdhoz. Az 10j markert hasonléoan az el6z6khoz, a térképezd
populédcionkban visszaellendriztilk. A vizsgdlataink sordn a specifikus primerek habar a
megfeleld méretli terméket amplifikaltdk azonban az monomorf mintdzatot mutatott.
Természetesen a munkét tovabbfolytatjuk, egyrészt a mar meglévd szekvenciara 0j primer
parok tervezésével, masrészt és tjabb inzertek kivalasztasaval és szekvenalasaval.

A Ryso génnel kapcsolt ujabb markerek azonositasa érdekében tovabb folytattuk a korabban
hatékonynak bizonyult RAPD analizist. Ennek sordn a hasadd populacié egyedein és a
sziilokon RAPD primerek tobb mint 500 kiilonb6z6 féle kombinacidjat teszteltik. A
vizsgalatok soran minddssze egy Uj RAPD markert (RAPD832-2) azonositottunk, amely
ugyan kapcsolatot mutat a génnel, azonban attol, a korabban detektalt markerekhez képest
tavolabbra térképezodik. A marker igy a nagy genetikai tavolsag miatt szelekciora onmagaban
nem alkalmas, azonban mint uj térképi pozicio felhasznalhato.

Tovabbi vizsgalataink soran a RAPD analizis mellett 0j technikakat — IT (Intron-targeting),
RGA (Resistance Gene Analogues), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) és SCoT (Start
Codon Targeted) analizist - is alkalmazunk a Rys, génnek szorosan kapcsolt markerek
azonositasahoz.

Az IT rendszert a vildgon els6ként alkalmaztuk a burgonya molekularis genetikai
kutatasokba. A modszer soran 129 primer part terveztiink, az adatbazisokban elérhet6, mar
klonozott - tehat ismert szekvenciaji — burgonya gének, illetve egyéb burgonya, paradicsom
¢és Arabidopsis szekvenciak (MRNS, cDNS) alapjan. A klonozott gének esetén a primereket,
az intronokat kozrefogd exonokra terveztiikk ugy, hogy azok az intront amplifikaljak. Egyéb
szekvencidknal, mivel az intronok helye nem ismert ezért a szekvencidkkal homologia
keresést végezve a primereket a valoszinlisithetd intront hatdrold exon régidkra terveztiik. A
primereket elsé 1épésben a térképezd populacié két sziilépartnerén, és hat (harom PVY
rezisztens és harom fogékony) F; genotipuson teszteltiink. Harmincnégy primer par esetén
sikeriilt hossz-polimorfizmust azonositanunk. Ezeket, mint marker jelolteket a hasado
populaci6 F; genotipusain tovabb vizsgaltuk. Egyediil a burgonya katalaz génjének (génbanki



szam: Z37106) 2. intronjara tervezett primer parral azonositott hossz-polimorfizmus mutatott
kapcsoltsagot a Rysy, génnel. Ez a 16kusz melyet Cat-in2-nek neveztiink el 12,5 cM genetikali
tavolsagra térképezddott a géntdl. Génbanki adatbazisok tovabbi elemzése feltarta, hogy a
16kuszt tartalmazo fenti katalaz gén a korabban egy német kutatocsoport altal a burgonya XIl.
kromoszémajara térképezett S2g1 markert is tartalmazza. Ezek az eredmények azt jelzik,
hogy hasonléan az S2g1 markerhez, az altalunk azonositott lokusz is a burgonya XII.
kromoszoémajan lokalizalodik. Frdekesség, hogy a Cat-in2 marker esetén a rezisztens
sziiloben ¢és a rezisztens F; utddokban harom fragmentum, mig a PVY fogékony
szilildpartnerben és F; genotipusokban csak egy termék amplifikdlodik. Ennek magyarazata
egy a PCR soran keletkezett un. heteroduplex lehet. Tizenhat primerpar esetén melyek egy,
monomorf fragmentumot amplifikaltak SSCP (Single Strand Conformation Polymorphisms)
analizist végeztiink a fragmentumokban rejlé pontmutaciok azonositasa érdekében. Ismert,
hogy az ilyen jellegli pontmutaciok is felhasznalhatok markerként. Sajnos azonban egyik
szekvenciaban sem sikeriilt nukleotid szinti polimorfizmust kimutatnunk.

Az IT analizist ugyanakkor, a RAPD markerekbdl az eddig elkésziilt részleges térképen a
kapcsoltsagi csoportok lokalizalasara is haszndlhatjuk, hiszen a moddszerrel azonositott
esetében is — mar térképezett markerek részei lehetnek. Ilyen moédon sikeriilt — a fent
emlitetteknek megfeleléen - a Rys, gén helyzetét meghatarozni a tetraploid burgonya
genomba. A rezisztencia gén ¢s a katalaz gén kozott kimutatott kapcsoltsag minden eddiginél
egyértelmiibb bizonyiték a Rys, gén XII kromoszdéman vald elhelyezkedésére.

Az RGA vizsgalatok sordn ezidaig tiz primerpart teszteltiink a térképezd populdcid két
szllépartnere valamint 6t rezisztens és 6t fogékony F; genotipus kozott. Az analizis soran
tobb polimorfikus szekvenciat is detektaltunk, melyeket a térképezd populacion Fq
genotipusain vizsgalatunk. A markerek azonban nem mutattak kapcsoltsagot a Rysi, génnel.
Az ISSR és SCoT analizisekkel dsszesen 47 tovabbi polimorfizmust azonositottunk, amelyek
koziil egyik marker sem mutatott kapcsoltsagot a génnel.

A detektalhatd Gjabb markerek hianyanak magyarazata lehet, hogy a burgonya XII.
kromoszémajanak Rys, gént tartalmazd régidja nagyon konzervalt lehet, hiszen mind az
irodalmi adatok, mind a nemzetkdzi tapasztalatcserék azt igazoljak, hogy a kevés
polimorfizmus miatt nehéz markereket azonositani ebben a régioba.

Lathato, hogy a munkank soran nem sikertiilt a korabbi markereinknél kozelebb térképez6do,
ujabb markerek azonositasa egyik technikaval sem, de a polimorf szekvenciak térképezésével
részleges kapcsoltsagi térképet tudtunk késziteni, a térképezé populacio két sziildpartnerében.
A S440 vonalban készitett térkép 83 markert tartalmaz, melyek 18 kapcsoltsagi csoportba
rendezdédnek. A kapcsoltsagi csoportok 2-13 szamu markerbdl épiilnek fel. Egy kapcsoltsagi
csoportot sikeriilt hozzarendelniink a burgonya megfelel6 kromoszomajahoz is. Egy
kapcsoltsagi csoport esetén pedig a homoldg kromoszomat is azonositani tudtuk a markerek
cisz-transz elhelyezkedése alapjan.

A WL fajtaban készitett térkép 73 markert tartalmaz, melyek 13 kapcsoltsagi csoportba
rendezédnek. A kapcsoltsagi csoportok 2-18 szamu markerbdl épiilnek fel. Két kapcsoltsagi
csoportot sikeriilt hozzarendelniink a burgonya megfeleld kromoszomajahoz is. Harom
kapcsoltsagi csoport esetén pedig a homoldg kromoszomat is azonositani tudtuk a markerek
cisz-transz elhelyezkedése alapjan. Végiil, a mindkét sziilében jelen 1évé azonos markerek
alapjan pedig elkészitettiink egy konszenzus térképet melyeken meghataroztuk az egymasnak
megfeleld kapcsoltsagi csoportokat.

A 2008. év soran elkészittettiink egy a WL teljes genomjat lefedé6 BAC klontarat is, amely a
tovabbiakban egy 10j, a génhez szorosan kapcsolt (<1 ¢cM) marker azonositdsa esetén, mint
kiindulési pont lehetdséget nyujt a gén fizikai izolalasat célz6 *genomséta’ megkezdésére.



Eredményeinkkel reményeink szerint uj alapokra helyezhetjiik a Keszthelyen hat évtizede
folyd Y virus rezisztencia nemesitdi munkat. A kutatasaink sordn azonositott markerekkel a
nemesités folyamata felgyorsithatd, annak koltségei csokkenthetdek. Ugyanakkor tobb marker
egylittes alkalmazésa lehetévé teheti majd kiilonb6z6 tulajdonsagok szimultan szelektalasat is,
mellyel még rovidebbé és koltséghatékonyabba valhat a nemesités folyamata.

A palyazathoz kapcsolodoan megjelent publikaciok

Cernak I, Taller J, Wolf I, Fehér E, Babinszky G, Alf6ldi Z, Csanadi G, Polgar Z (2008)
Analysis of the applicability of molecular markers linked to the PVY extreme resistance
gene Ry, and the identification of new markers. Acta Biologica Hungarica, 59 (2):
195-203.

Cernak I, Decsi K, Nagy S, Wolf I, Polgar Z, Gulyas G, Hirata Y, Taller J (2008)
Development of a locus-specific marker and localisation of the Ry, gene based on
linkage to a catalase gene on chromosome XII in the tetraploid potato genome. Breeding
Science. 58:309-314.

Cernak I, Decsi K, Vaszily Z, Wolf I, Polgar Z, Taller J (2008) PCR-alapu markerek
alkalmazdsa a PVY extrém rezisztenciagént hordoz6é burgonya genotipusok
szelekcidjara. Novénytermelés. 57: 245-251

Decsi K, Cernak I, Nagy S, Taller J, Wolf I, Polgar Zs (2008) Burgonya kapcsoltsagi térkép
szerkesztése, és egy termesztOkozeg altal kivaltott hiperszenzitiv valasszal kapcsolatba
hozhat6 QTL markerezése. XIV. NoOvénynemesitési Tudomanyos Napok.
Osszefoglalok: 60.

Cernak I, Decsi K, Nagy S, Polgar Zs, Wolf I, Taller J (2008) Advancements in the
application of molecular techniques at Potato Research Centre, Keszthely, Hungary.
17th EAPR Conference Brasov, Romania, Abstract: 389-391. ISBN: 978-973-598-314-
7

Z. Polgar, Wolf, 1., Cernak, 1., Taller, J. (2008) Introduction to the current results of potato
breeding programme at Keszthely. 59. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter
und Saatgutkaufleute Osterreichs 2008, 1 — 3, ISBN: 978-3-000000-00-0, Raumberg-
Gumpenstein, 25-27 November, 2008.



