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»»A White Lady burgonyafajta - Solanum demissum eredetii - fitoftora
rezisztenciajanak vizsgalata molekularis markerek és kapcsoltsagi térkép
segitségével

A kutatdsi palyazat célkitlizése, a keszthelyi Burgonyakutatasi K6zpontban nemesitett White
Lady burgonyafajta fitoftéra rezisztencidjanak vizsgdlata volt, mesterséges fert6zési
tesztekkel és molekuldris genetikai moddszerekkel. A Keszthelyen nemesitett fitoftora
rezisztens burgonya fajtak, f6 rezisztenciaforrasa a Solanum demissum vad burgonya faj. Ez a
faj 11 kiilonb6zd, hiperszenzitiv alapon rezisztencidt biztositd gént hordoz (R1-R11
rezisztencia gének), mely tulajdonsdgai miatt a nemesitési programokban eldszeretettel
hasznaljdk. El6zetes eredményeink alapjan a White Lady széles spektrumu rezisztencidval
rendelkezik a fitoftéra fert6zésével szemben, azonban a rezisztenciaért felelés gén, gének még
nem voltak ismertek.

Mindezeket figyelembe véve, célul tiiztiikk ki, a White Lady fajtdban jelen 1€v6 S. demissum
eredetli fitoftora rezisztencia gén(ek) meghatdrozéasat, a gén(ek) térképezését, valamint a
gén(ek)hez kapcsolt markerek fejlesztését, amelyek gyakorlati alkalmazdsdval a nemesités
hatékonysaga novelheto.

Mesterséges fertozési tesztek

Kutatasink sordn els6 1épésben elvégeztilk a WL és az S440 nemesitési vonal mesterséges
fertdzEését tobb ismétlésben, a nemesitési anyagunkban jelen 1év0 fitoftéra rezisztencia gén
maghatdrozdsa érdekében. Az un. levélasztott levélteszt sordn a novényekrdl 3-3 levelet
gyljtottiink, melyet mesterségesen fertéztiink harom kiilonboz6 fitoftéra izoldtummal. A
H11/8 izolatum az 1-es, 2-es, 3-as, 4-es 6-0s, 7-os, 10-es, 11-es avirulancia géneket
tartalmazta, de nem tartalmazza az 5-0s, 8-a €s 9-es avirulencia géneket. A H12/10 izolatum
tartalmazza az 1-es, 3-as, 4-es, 7-es, 10-es €s 11-es, de nem tartalmazza a 2-es, 5-0s, 6-0s, 8-
as és 9-es avirulencia géneket. Mig a harmadik WL1-es izolatum az 1-es, 2-es, 3-as, 4-es, 5-
0s, 6-0s, 7-es, 10-es és 11-es rasszokat tartalmazza, és nem tartalmazza a 8-as és 9-es
avirulencia rasszokat.

Vizsgdlataink soran kimutattuk, hogy a H11/8-as és a H12/10-es jelii izolatumok nem, mig a
WLL1 izoldtum fertézte a WL-t. A térképezd populdcié masik sziildpartnerét az S440
nemesitési vonalat a vartnak megfeleléen mindegyik izolatum fertdzte, mivel ez a genotipus
nem tartalmaz a fitoftéraval szemben rezisztenciat biztosité gént. Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a WL az RS rezisztencia gént hordozza, igy tovabbi kutatdsaink
e gén markerezésére és térképezésére iranyultak.

A kutatdsi program kovetkezd 1€pésében fenotipizaltuk, a WL és S440 keresztezésébol
szarmaz6 77 F; genotipust is. Ehhez hasonl6an a sziilOpartnerek vizsgédlatdhoz, mesterségesen
fertoztiik genotipusokat a H12/10 izolatummal. A fert6zést kovetd 4. napon a 1€zi6 atmérdoket
felvételeztiik. Vizsgdlatok sordn 47 rezisztens és 65 fogékony genotipust kiilonitettiink el,
amely 1:1 hasadasi ardnynak felel meg. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a WL szimplex
formdban hordozza az RS rezisztencia gént. Ugyanakkor a kissé torz hasaddsi ardny arra



enged kovetkeztetni, hogy egy nagy hatdsu "f0’ rezisztencia gén mellett esetleg kisebb hatdsu
a fitoftdra rezisztencidban szerepet jatsz6 gének is jelen lehetnek a WL genetikai hatterében.

Molekuldris vizsgdlatok

Irodalmi adatok szerint az RS rezisztencia gén az R3 fitoftéra rezisztencia gén allélikus
verzidja. Mivel az R3 gént kromoszomadlis pozicidja ismert (burgonya XI. kromoszémadja),
ezért a molekuldris vizsgalatok elsd 1€pésében teszteltiik, az R3 gén specifikus primereket,
valamint a XI. kromoszémara specifikus markereket. Munkdnk sordn azonban nem sikeriilt
kapcsoltsdgot kimutatni a RS és az R3 gén kozott, illetve nem taldltunk kapcsoltsdgot a XI.
kromoszoma specifikus markerekkel sem. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy a gén nem a XI. kromoszéman lokalizalodik.

Mivel egy kordbbi kutatdsi programban, amely a Solanum stoloniferum eredetii PVY extrém
rezisztencia gén markerezését célozta, 1€trehoztunk egy részleges kapcsoltsigi térképet a WL-
ben, megprébaltuk az F1 genotipusok fenotipizdldsa sordn kapott adatokat a térképre
illeszteni. A szoftveres analizis sordn az RS fitoftra rezisztencia gén egy olyan kapcsoltsagi
csoportba térképezddott, amelyet eziddig nem sikeriilt a megfelel6 burgonya kromoszémahoz
hozzarendelni. Konszenzus markerek alapjian, ugyanakkor meghatdroztuk a gént tartalmazé
kapcsoltsdgi csoportnak megfeleld kapcsoltsdgi csoportot az apai partnerben is. Ez a
kapcsoltsdgi csoport tartalmaz egy markert, amely fizikailag a burgonya V. kromoszéma4jan
helyezkedik el. Ezek az eredmények tehat kozvetetten azt mutatjdk, hogy az RS gén esetleg a
burgonya V. kromoszomdjan lokalizdlédhat. Ugyanakkor egyéb az V. kromoszomdra
specifikus markerekkel ezt a feltételezést nem sikeriilt megerdsiteni.

Mivel a R3 gén-specifikus marker kimutathaté volt a WL-ben, a kutatdsok tovabbi részében a
szakirodalomban rendelkezésre 4ll6, mar klénozott fitoftéra rezisztencia génekre (R1, R2,
R3a, R3b) tervezett, génspecifikus primereket is leteszteltiik a White Lady-ben és az S440
genotipusban, a fert6zési tesztek sordn kapott eredmények megerdsitésére.

Az elvégzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a WL nem tartalmazza az R1 rezisztencia gént, de
tartalmazza az R2, R3a és R3b jell géneket. Mivel az R8 rezisztencia gént még nem izolaltak,
nem all rendelkezésre a gén kimutatdsara alkalmas primer pir. MindOssze egy a génnel
kapcsolt marker allt rendelkezésiinkre, amelynek vizsgalatdbol kovetkeztethetiink az R8 gén
jelenlétére vagy hidnydra. Vizsgdlataink sordn azonban nem tudtuk a markert a WL-ben
kimutatni. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a WL nem hordozza az
R8-as rezisztencia gént. A kontrollként hasznalt ,,r”” jelli novény minden vizsgélat sordn a vart
eredményt mutatta, egyetlen rezisztencia gént sem tudtunk benne kimutatni.

Eredményeink megerOsitésére elvégeztik a PCR reakciok sordn amplifikalt termékek
klénozasat és szekvendldsat, génenként ¢és egyedenként 3-3 ismétlésben. A kapott
szekvencidkkal homoldgia keresést végeztiink a nyilvdnos adatbazisok (NCBI, DDBJ)
alapjan. Minden esetben 98-100%-o0s egyezdséget kaptunk az dltalunk amplifikalt termékek és
az ismert fitoftora rezisztencia gének kozott. Azon esetekben, amelyekben ,,csak” 98%-os
egyezdség volt kimutathatd, az eltérés a szekvendlds sordn keletkezd ,,missmatch”-eknek volt
koszonhetd. Ennek alapjan a WL nem csak az R5 gént hordozza, hanem az R2, R3a, és R3b
fitoftéra rezisztencia géneket. Mivel az itt felsorolt géneket mar izolaltdk, és specifikus
primerek segitségével kimutathatdak, igy ezen gének marker alapu szelektdlasa lehetdvé valik
sajat nemesitési anyagainkban.

A kutatdsaink tovabbi részében, a kitlizott céloknak megfeleloen, kapcsolt markert probéltunk
azonositani az R5 génhez, amelyhez az Biotechnolégia Csoportban kifejlesztett Intron-
taragting (IT) rendszert hasznaltuk. A vizsgalatok sordn tobb mint 100 primerpdrt terveztiink,
melyeket a térképezd populdcid két sziilopartnerén és az F1 utédokon teszteltiink. Tiz markert
azonositottunk, amelyek polimorfizmust mutattak a sziildk és az F; utédok kozott. Ugyan a



markerek egyike sem mutatott kapcsoltsagot az RS génnel, azonban azok a meglévd
kapcsoltsagi térképre illesztve djabb térképi pontokként hasznédlhatoak.

Jelen vizsgdlatok igazoltdk, hogy a kivalo Osszetett rezisztencidval (virusok, fondlféreg,
burgonyardk) rendelkezé WL fitoftéra rezisztencia tekintetében is egyediilall6. Mesterséges
fertdzési tesztek €s molekularis genetikai vizsgalatok tdmasztjdk ald, hogy a fajta tartalmazza
a S. demissum eredetl fitoftora rezisztencia gének koziil az R2, R3a, R3b és az R5 géneket.
Ezéltal kimagaslo ellendllésdgot mutat e kiillonosen veszélyes és nagy jelentdséggel bird
kérokozdval szemben.

Noha a jelen kutatdsi programban nem sikeriilt az RS génnel szorosan kapcsolt markert
azonositanunk, a térképezési munka folytatdsdval reményeink szerint térképezni tudjuk a
rezisztenciaért felelds gént. Ugyanakkor az R2, R3a, R3b gének molekularis szintli kimutatasa
a keszthelyi nemesitési anyagokban lehetdséget ad ezen gének marker alapi nyomon
kovetésére, szelekcidjara. A marker alapu szelekcid alkalmazdsdval jelentdsen pontosabbd,
gyorsabbd €s igy hatékonyabbd tehetjiik a fitoftéraval szemben rezisztens fajtdk eldallitasat
célz6 nemesitdi munkdt, megdrizve, illetve javitva a hazai nemesitok fitoftéra rezisztencia
kialakitdsdban elért kedvezd nemzetkozi helyzetét.

Témahoz kapcsoléd6 kozlemények:

Decsi K., Cernédk 1., Banfalvi Z., Korom E., Wolf L., Vaszily Z., Taller J., Polgér Z (2012):
Marker assisted selection of the Solanum stoloniferum based PVY resistance in the
breeding material of Keszthely.

ScienceMED, vol.3, issue 3. p.215-219. ISBN 978-88-7587-648-7.

Gorji A. M., K. K. Matyas, Z. Dublecz, K. Decsi, I. Cernak, B. Hoffmann, J. Taller, Z Polgar
(2012):

In Vitro Osmotic Stress Tolerance in Potato and Identification of Major QTLs

Am. J. Pot. Res. 89:453-464, DOI 10.1007/s12230-012-9268-x

Gorji A.M., P. Poczai, Z. Polgar, J. Taller (2011):
Efficiency of Arbitrarily Amplified Dominant Markers (SCOT, ISSR and RAPD) for
Diagnostic Fingerprinting in Tetraploid Potato
American Journal of Potato Research: Vol 88, No 3. pp. 226-237.
DOI: 10.1007/s12230-011-9187-2

D. Andrivon, J. Avendano-Coércoles, A. M. Cameron, S. F. Carnegie, L. R. Cooke,R.
Corbiere, D. Detourné, L. J. Dowley, D. Evans, K. Forisekova, D. G. Griffin, A. Hannukkala,
A. K. Lees, R. Lebecka, F. Niepold, Z. Polgar, D. S. Shaw, J. Thompson, B. Trognitz, H. M.
G. van Raaij, E. Zimnoch-Guzowska (2010):

Stability and variability of virulence of Phytophthora infestans assessed in a ring test

across European laboratories

Plant Pathology. 11/2010; 60(3):556 - 565. DOI:10.1111/j.1365-3059.2010.02392.x

Hainjafar R., Polgar Z., Taller J. (2013):
Next generation sequencing based identification of late blight resistance genes in
potato.
XXIII. Keszthelyi Novényvédelmi Forum, eldadés, Abstract megjelenés alatt.



Hajianfar R, K. Decsi, B. Kolics, J. Taller, Z. Polgar, 1. Wolf (2012):
Study on resistance genes to potato late blight in the White Lady variety.
LIV. Georgikon Napok, Keszthely, 2012 oktober 11-12, Kivonat-kotet, 60. oldal,
ISBN 978-963-9639-47-8

Cerndk I., Decsi K., Yasin M.A., Gorji A.M., Ahmadvand R., Wolf 1., Taller J, Polgar Zs.
(2012):
Referenciaként haszndlhat6 kapcsoltsagi térkép szerkesztése tetraploid burgonyaban.
XVIIL Novénynemesitési Tudomanyos Napok, Budapest, 2012 marcius 6.,
Osszefoglaldk: 67. 0. ISBN 978-963-8351-38-8 (poszter)

Decsi K., Cernédk 1., Yasin M.A., Wolf L., Taller J., Polgar Zs. (2012):
Kapcsoltsagi  térkép szerkesztése és fitoftora rezisztencia gén markerezése
burgonyadban.
XVIIIL. Novénynemesitési Tudomanyos Napok, Budapest, 2012 marcius 6.,
Osszefoglaldk: 68. 0. ISBN 978-963-8351-38-8 (poszter)

Polgar Zsolt (2012):
A hazai burgonyanemesités helyzete, legijabb eredményei.
XVIII. Novénynemesitési Tudomanyos Napok, Budapest, 2012 marcius 6., plendris
eléadds, Osszefoglalok: 13. 0. ISBN 978-963-8351-38-8

Cernék 1., Decsi K., A. M. Gorji, R. Ahmadvand, Wolf 1., Taller J., Polgar Zs. (2011):
Molekularis markerek alkalmazésa a burgonya biotikus stresszekkel szembeni
ellendllosdganak javitdsaban.

LIII. Georgikon Napok, Keszthely, 2011. szeptember 28-30. Kivonat-kétet 46. o.
ISBN 978-963-9639-43-0

Polgar, Z., K. Decsi, L. Cerndk, A. M. Gorji, I. Wolf (2011):
Molecular markering and mapping of a potato late blight resistance gene.
XVIIL. Triennial Conference of the European Association for Potato Research.
Abstracts of Papers and Posters, pp. 203. (poster), July 24-29, 2011 Oulu, Finland

Polgar Zs., Wolf 1., Vaszily Zs., Tomoskoziné Farkas R., Gergely L. (2011):
A biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni rezisztencianemesités legijabb
eredményei burgonyéban.
XVII. Novénynemesitési Tudomadnyos Napok, Budapest, 2011 4prilis 27., el6adas,
Osszefoglaldk: 49. o. ISBN 978-963-08-1235-1

Decsi K., Gorji A. M., Taller J., Cernédk I., Wolf 1., Polgar Zs. (2011):
Burgonya fitoftora rezisztencia gén molekuldris markerezése és térképezése.
IX Magyar genetikai Kongreszus és XVI. Sejt- és Fejlodésbioldgiai Napok, 2011,
marcius 25-27, Siéfok, Program 6sszefoglalok 206-207. o. ISBN 978-963-88019-4-4
Poszter



