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KIVONAT

Hazéankban a burgonyatermesztésre legnagyobb kockazatot jelentd burgonya Y virus (PVY)
kartételét — leghatékonyabban — a virusra rezisztens fajtak eldallitasaval és hasznélataval
csOkkenthetjiik. A jelen kutatasi programban ezért célul tiiztiik ki a keszthelyi fajtakra
jellemezd Solanum stoloniferum eredetli PVY extrém rezisztencia gén (Ry,) markerezését,
térképezését valamint egy, a rezisztens fajtak nemesitését segitdé DNS-markerekre alapozott
szelekci6 rendszer kidolgozast.

A vizsgalatokat 195 F, tetraploid genotipust tartalmaz6 populacion végeztilk, melyek a
fertdzési €s szerologiai tesztek soran - a Ry, génre nézve - 1:1 hasadasi aranyt mutattak.

A molekularis vizsgalatokban 6t RAPD markert azonositottunk, melyek kapcsolatot mutatnak
altalunk fejlesztett - a burgonya genetikai kutatasokban ezidaig nem alkalmazott - intron-
targeting markereket, valamint — mas kutatocsoportok eredményeit figyelembe véve — a
burgonya XII. és XI. kromoszémajara térképezett markereket hasznaltuk. Az intron-targeting
vizsgalatok sordn azonositottunk egy a Ry, génnel kapcsolt markert (Cat-in2), amelyet a XII.
kromoszéman lokalizaltunk. Ezen feliil a korabban a XII. kapcsoltsagi csoportba térképezett
STMO0003 valamint STM2028 SSR markerek primerjei altal felszaporitott, a varttol eltérd
méretli markerek mutattak még kapcsoltsagot egymassal és a génnel. Ugyanakkor a -
korabban a burgonya XII. kromoszoméjara térképezett - GP12255, CAPS marker és a Ry, gén
kozott is tudtunk kapcsoltsagot kimutatni. A munkank soran létrehoztunk tehat egy 0j —
RAPD, SSR, CAPS ¢és intron-targeting modszerrel azonositott markereket tartalmazd -
genetikai térképet a burgonya genom Ry, gént tartalmazo régiojardl. A markerek 0sszesen
37,9 cM genetikai tavolsagot fednek le.

A génhez kozelebb térképezett négy RAPD markerbdl egyet SCAR markerré (SCARysto4)
konvertaltunk, melyet az STM0003-111 markerrel egyiitt sikeresen alkalmaztunk szelekciora

egy gyakorlati nemesitési programban.



ABSTRACT

The aims of this research project were to determine markers linked to the PVY (Potato Y
potyvirus) extreme resistance gene Ry, originating from Solanum stoloniferum, mapping of
the gene containing region, and to develop a selection system based on PCR-markers.

The infection tests and molecular examinations were performed on a segregating population
consisting of 195 tetraploid F; genotypes. In this research project the map of the chromosome
region containing the Ry, gene was constructed from five RAPD, one intron-targeting, two
SSR markers, and a CAPS marker. One of the RAPD markers was converted to SCAR type
marker.

This SCAR marker and one of the SSR markers were applied successfully to selection in a

practical resistance breeding program.



INHALTSANGABE

Die Ziele dieses Forschungsprogramms waren: das Markieren und das Setzen des Ryy, Gens
an der Genom-Karte, das von Solanum stoloniferum herkommt. Dieses Gen ergibt extreme
Resistanze dem PVY (Potato Y potyvirus) gegeniiber. AuBerdem haben wir einen
Markergestiizten Selektionssystem (MAS) auch ausgefiihrt. Die ansteckenden und
molekularischen Analysen haben wir an 195 tetraploide F; Genotypen ausgemacht. Endlich
haben wir eine Genom-Karte von der Region des Ry, Gens hergestellt. Unsere Karte enthélt
fiinf RAPD, ein intron-targeting, zwei SSR Markers und ein CAPS marker. Ein RAPD
Marker haben wir fiir SCAR Marker umgesetzt. Der SCAR und ein SSR Marker haben wir in

der praktischen Resistanze-Veredelung erfolgreich verwandt.
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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A mai ndvénynemesitési munka egyik legfontosabb feladata, az abiotikus és biotikus
stresszekkel szemben ellendlld fajtak eldéllitasa a kivald beltartalmi értékekre és egyre
nagyobb produktivitdsra torténd nemesitési célok megvaldsitasa mellett. A kornyezet
terméscsokkentd hatasaira kevésbé érzékeny fajtak termesztésbe vonasa és minél szélesebb
korti alkalmazasa csokkentheti a termelés kockazatat. Ezaltal a névény mind a szamara
kedvezétlen iddjarastt években, mind pedig a korokozoval fertdzott teriileteken nagyobb
biztonsaggal termeszthetd, hiszen ellenalld képességénél fogva ezekre a negativ hatdsokra a
termés mindségeének €s mennyiségének érdemi csokkenése nélkiil reagal.

Az utobbi években, a hazai burgonyatermesztésben mutatkozo tendencia szerint, a burgonya
vetésteriilete folyamatosan csokken (KSH, 2006). Az egyre kisebb termdteriileten a sziikséges
termésmennyiség csak novekvO termésatlaggal érhetd el, amely a termeldk részérdl a
megfeleld agrotechnika alkalmazisan kiviil, egy fajtahasznélati szemléletvaltast is
sziikségessé tesz. Jelenleg a koztermesztésben nagy hanyadban fogékony kiilfoldi - foleg
holland - fajtakat termesztenek, mig a hazai viszonyok kozott nemesitett rezisztens fajtak
aranya csak 18%.

A hazai termésatlagok az EU termésatlagainak még az 50%-at sem érik el, amelynek oka a
gyenge mindségli, leromlasra hajlamos, virusfogékony vetdgumo hasznalata (Wolf 2006).
Magyarorszdgon a burgonya termesztés szempontjabol a virusok jelentik a legnagyobb
kockazatot, hiszen komoly szerepet jatszanak a leromlasban és a terméskiesésben. Hazankban
a burgonyat fert6z6 mintegy 30 virus koziil a jarvanyos megbetegedéseket okozd burgonya Y
(PVY), és burgonya levélsodrédas virusok (PLRV) a legjelentosebbek. A PVY az 1950-es
évektdl kezdve egyre gyakrabban fordul eld, és mara mar minden évben jarvanyt okoz a
fogékony fajtakban. Ebben a jelenségben szerepet jatszanak egyrészt a magyarorszagi - a
virusterjedés szempontjabol kedvezd - okologiai feltételek €és a fajtahasznalati ,kultara”,
azonban a legnagyobb szerepe a virus terjedését segitd levéltetveknek van (Wolf 2001). A
virusfertdzés mindségre és mennyiségre gyakorolt negativ hatisat tobb hazai felmérés is
egyértelmiien kimutatta (Wolf et al. 1996, Horvath és Wolf 1999, Wolf és Horvath 2000). A
fertdzottség fliggvényében a termésmennyiség akar 80%-kal is csokkenhet. A virusok gyorsan
terjednek a novényben; kemikalidkkal nem, vagy csak nehezen védekezhetiink ellentik.
Ugyanakkor a koérokozo legyengiti, igy sok mas betegséggel, valamint a kiilonb6z6 abiotikus
stresszekkel - mint a hazédnkban a tenyészidészakban gyakran eléforduld szédrazsaggal -

szemben is fogékonyabba teheti a ndvényt. Mindezen okok miatt a virusok elleni védekezés
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¢s az altaluk okozott kar mérséklésének lehetdségét régota vizsgaljak (Wolf 2001). A
megoldast a preventiv védekezési formak, vagyis a novény €s a korokozd kozotti kapesolat
kialakulasanak gétlasa jelentheti. igy nagy jelentésége van a virusokat terjesztd vektorok
elleni védekezésnek, amely torténhet novényvédd szerekkel, megfeleld agrotechnikai
eszkozokkel - mint példaul a deszikkalas - vagy virusmentes szaporitd anyag alkalmazasaval.
Ezek mellett a leghatékonyabban alkalmazhatd eszkozt, a komplex rezisztenciat hordozo
fajtak eldallitasa és hasznalata jelentheti.

A manapsag termesztett fajtdk nagyobb része hazdnkban utdntermesztésre alkalmatlan,
virusfogékonysaguk ¢és az ebbdl kovetkezd csokkend termdképességiik miatt. Ezért a
megfeleld mindségli termés eldallitasa csak a vetdgumo évrdl-évre torténd megvasarlasaval
lehetséges. Ez természetesen megnovekedett termelési koltségeket eredményez, ami csak
magasabb piaci arral kompenzalhato.

A Keszthelyen kozel oOtven éve folyd céltudatos rezisztencia nemesitési munka
eredményeként mara szamos, kivald beltartalmi értékkel, megfeleld produktivitassal, és tobb
patogénnel szemben magas szinti ellenallosadggal rendelkezo fajtat allitottak eld, amelyekbdl
kett6 mar az EU fajtalistajara is felkeriilt. A keszthelyi nemesitésti fajtak rezisztensek a
burgonyavész ¢és a fonalféreg egyes, hazankban is el6forduld rasszaival, valamint a
legjelentdsebb gazdasagi karokat okozé virusokkal (PLRV, PVX, PVY) szemben is, ezért akar
tobb évig is utantermeszthetok - igy megfeleld eszkozei lehetnének a fajtavaltasnak. A
kiilfoldi fajtdkat meghaladd termésstabilitdsuk - a termesztési aranyuk ndvelésével -
alkalmassa teszi Oket a koltséghatékonyabb, ezéltal versenyképesebb termesztésre. A
burgonyaban meglévd terméspotencial hatékonyabb kiakndzasdnak - a sziikséges termesztés
technologia betartasa mellett - a keszthelyi nemesitésti fajtadk a megfeleld eszkozei lehetnek,
igy az orszdgos sziikséglet a nagyobb termésatlagokkal a folyamatosan csokkend
termdteriileten is eldallithato.

Mivel ezek a fajtdk a burgonyatermesztésben legnagyobb karokat okozo patogénekkel
szemben rezisztensek, nincs sziikség kémiai védekezésre, amely a kdrnyezet megdvasanak,
valamint a termesztés koltségeinek csokkentése szempontjabol nagy jelentdsséggel bir. A
komplex rezisztencidval bird fajtdk lehetévé teszik a természettel jobban harmonizaléd
termesztési formak, igy a ’bio’ vagy ’low input’ termesztés elterjedését, és az egészségesebb
¢lelem eldallitast. Ezek a technologiak, a taltermeléssel kiizdd és jobb ¢életmindségre aldozni
hajlando fejlett orszagokban kiilondsen jelentdsek, mig az allando forrashiannyal szembe nézd

kevésbé fejlett gazdasagokban, az alacsony befektetési igény miatt fontosak.
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A multiplex rezisztencia kialakitdsa soran a nemesitdk tobb vad Solanum fajt hasznaltak
forrasként. A fajtak igy ugyanazon korokozo ellen hato, tobb fajbol szarmazé rezisztenciagént
is tartalmaznak piramidalt formaban, amelyek még az - idokdzben megjelend - 01 torzsekkel
szemben is ellendllova tehetik Oket. A keszthelyi nemesitésti fajtakat, igy — a vilagon el8szor
Magyarorszagon azonositott - a korabban ismert rezisztenciaformakat attérd PVYN™ torzzsel
(Beczner et al. 1984) sem lehet megfertdzni.

A vad fajok nemesités szempontjabol kivanatos tulajdonsagainak introgresszioja a termesztett
burgonyaba hosszadalmas folyamat. A keresztezések soran a rezisztenciagénekkel egyiitt a
donor genomba keriilt szdmos nemkivanatos tulajdonsag kikiiszoboléséhez, éveken at tartd
visszakeresztezeés szilikséges, folyamatos szelekcido mellett. A kivant tulajdonsagok nyomon
kovetését azonban, az azokhoz szorosan kapcsolt molekularis markerek segithetik. A marker
alapu szelekcio gyakorlati alkalmazasaval a fajtdk eldallitasi ideje, - a szelekcids rendszer
markerekkel megnovelt ateresztOképességének, ¢és pontossaganak kovetkeztében -
lerovidithetd, ezaltal koltségtakarékosabba tehetd. Egy adott tulajdonsagot meghatarozo
génnel (példaul virus rezisztenciagénhez) szorosan kapcsolt markerek sziikségtelenné teszik a
novények felnevelését, és a tobb ismétlésben elvégzett igy 1d6 és munkaigényes rezisztencia
teszteket. Egy keresztezés sordn a nemesitok akdr tobb ezer egyedet is eldallitanak,
amelyekbdl az adott nemesitési program szempontjabol legjobb tulajdonsaggal rendelkezd
egyedek keriilnek kivalogatadsra. A marker alapi szelekcié ugyanakkor lehetévé teszi az
egyszerre tobb tulajdonsdgra torténd  szelektalast, mellyel még rovidebbé és
koltséghatékonyabba valik a fajta eldallitas.

Emellett a novény-korokozd kapcsolat, valamint a kiilonb6z0 védekezési mechanizmusok
genetikai  hatterének megértésében is nagy szerepe van a molekularis technikdk
alkalmazasdnak. A védekezési reakciokat szabalyozd gének térképezésével, pozicidjuk
meghatdrozasaval lehetévé valik azok izoldldsa és nemesitési hasznositdsa. Ma mar szdmos
tudomanyos eredmény all rendelkezésre - a termesztésben fontos szerepet jatszo novényfajok
mindegyike, igy a burgonya esetében is - a novény ¢€s az azt karositd legfontosabb patogének
kapcsolatarol, a védekezési mechanizmusokrdl. Ezek a kutatdsi eredmények hatékonyabba

teszik a nemesitok és termesztdk korokozokkal szembeni kiizdelmét.

A Keszthelyen nemesitett burgonya fajtdk komplex rezisztencidval rendelkeznek, szamos
burgonya patogénnel, igy a burgonya Y virussal (Potato Y potyvirus PVY) szemben is. Ezen
fajtak nemesitése soran szamos vad Solanum faj mellett, a Solanum stoloniferum-ot

hasznaltdk a PVY extrém rezisztencia kialakitasahoz. Az értekezésben ismertetett kutatasi

14



program legfontosabb célja a keszthelyi nemesitésii fajtakra jellemzd S. stoloniferum eredetti
burgonya Y virus extrém rezisztenciagénhez (Rys,) szorosan kapcsolt PCR alapt markerek
detektalasa, valamint ezen markerekre alapozott szelekcios rendszer kifejlesztése volt.
Tovabba célul tliztiik ki a gén kortili kromoszoma régio térképezését, illetve a markerek és a
gén kromoszomalis helyzetének meghatarozasat. A gén mindkét oldalan elhelyezkedd
szorosan kapcsolt markerek lehetdséget nytjthatnak a gén késdbbi térkép alapu izolalasahoz.
A kutatasi program tudomanyos eredményeit a Keszthelyen foly6 rezisztencia nemesitési

programokban tervezziik hasznositani.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A burgonya rendszertana és jelentosége

A burgonya, a 2005. évi termésatlagok alapjan — 321 millié tonna Sssztermésével — az 6todik
legfontosabb ¢élelmiszernovény a vildgon (http://faostat.fao.org). Fontossagat ¢lelmezési
szempontbol, az elérhetd nagy termésmennyiségen kiviil, nagy kaloria és szénhidrat tartalma
adja. Ezenkiviil szamos mas fontos tapanyagot nyujt, mindamellett kivald6 C-vitamin forras
(Niederhauser 1993, Bamberg és del Rio 2005), egyuttal fontos ipari alapanyag is.

A termesztett burgonya (Solanum tuberosum ssp. tuberosum L.) a Solanum nemzetség diverz,
tobb mint 3000 ndvényfajt magéba foglald Solanaceae csaladjaba tartozik. Ez a
novénycsaladd a burgonyan kiviil szdmos mas — €élelmezési €s ndvénytermesztési szempontbol
szintén jelentds — novényt is tartalmaz, mint a paprika (Capsicum annuum L.) paradicsom
(Solanum lycopersicon L.), dohany (Nicotiana tabacum L.) és a tojasgylimolcs (Solanum
melongena L.).

A burgonya géncentruma Dél-Amerika perui, boliviai vidékei, valamint K&zép-Amerika
mexikoi része, ahol a vad fajok nagy alakgazdagsagban fordulnak eld (Stelzner és Lehmann
1940, Méandy 1965). A vad burgonya fajok kézott 235 gumoképzd és nem képzo fajt irtak le,
melyek koziill minddssze hét a termesztett (Hawkes 1990, Chen 2000). A génusz
legdominansabb képviseldje ezek koziil a termesztett S. tuberosum ssp. tuberosum.

A faj valdszintisithetden a S. tuberosum ssp. andigena vad fajbol alakult ki az évszazadokon 4t
torténd nemesités és termesztés soran. A termesztett burgonya kialakuldsaban azonban mas
vad fajok is szerepet jatszottak. A fejlodési folyamatok soran eldszor a S. leptophyes (2x)
fajbol kialakult a S. stenotomum (2x), amelybol — a S. sparsipilum (2x) vad fajjal hibridizalva,
¢s a kromoszomaszam természetes megduplazodasan keresztiil — jott 1étre a S. tuberosum ssp.
andigena (4x). Ez ut6bbibol alakult ki késdbb a S. tuberosum ssp. tuberosum (4x) (Hawkes
1990, Mackay 2005).

Habar a burgonya Europaba keriilésével kapcsolatban nincsenek pontos ismereteink,
val6szintisithetd azonban, hogy a 16. szazadban Spanyolorszagon és Olaszorszagon, esetleg
Anglian keresztiil keriilt Eurépaba. Altalanos elterjedéséhez azonban tobb évszazadra volt
sziikség (Mandy 1965). Ebben, az akkori id6k sorozatos rossz gabona termésének, valamint
az ennek hatdsara fellépo ¢hinségeknek volt nagy szerepe. Magyarorszagra valoszintileg a 17.
szdazad kozepén keriilt, elterjedése és a termesztés felkaroldsa azonban csak a 18. szdzad

végére tehetd, amelyben a Keszthelyen tevékenykedd Pethe Ferencnek volt nagy szerepe.
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Hazank kliméja ugyan nem a legalkalmasabb a burgonya termesztésére, mégis az orszag tobb
ha-on termesztették, 24,5 t/ha termésatlaggal, igy mintegy 607 ezer tonna termett

(http://faostat.fao.org).

2.2. A burgonya genetikdja

A burgonya haploid kromoszoémaszdma akarcsak a legtobb Solanaceae nemzetségbe tartozo
fajnak x = 12, az egyes burgonya fajok ploiditdsa azonban a diploidtdl egészen a hexaploidig
valtozhat. A termesztett burgonya négy homolog genom komponenssel rendelkezd (2n = 4x =
48) autotetraploid faj (Hawkes 1994), ezért 6roklodése sokkal komplexebb, mint a diploid
szervezetekeé (Wricke és Weber 1986, Haynes és Lu 2005). Mig a diploid fajokban egy adott
lokusz dominans (A) vagy recessziv (a) alléljei "AA’, ’Aa’, és ’aa’ kombinacidkban
fordulhatnak el6, addig a tetraploid burgonyaban a lehetséges variaciok ’AAAA’ (quadriplex),
"AAAa’ (triplex), ’AAaa’ (duplex), *Aaaa’ (szimplex), €s aaaa’ (nulliplex) lehet (Watanabe et
al. 2005). Az ezek keresztezésekor kialakuld lehetséges hasadéasi aranyokat a 1. tablazat

foglalja Ossze.

1. tablazat: A vart genotipusos és fenotipusos hasadasi aranyok, egy adott allélt kiillonb6zo

dozisban tartalmazo tetraploid egyedek keresztezése esetén. (Song 2004. nyoman)

Kombinacié Genotipus Fenotipus
AAAA : AAAa: AAaa: Aaaa : aaaa A:a
AAAA X AAAA 36:0:0:0:0 36:0
AAAA X AAAa 18:18:0:0:0 36:0
AAAA x AAaa 6:24:6:0:0 36:0
AAAA X Aaaa 0:18:18:0:0 36:0
AAAAX aaaa 0:0:36:0:0 36:0
AAAax AAAa 9:18:9:0:0 36:0
AAAax AAaa 3:15:15:3:0 36:0
AAAa x Aaaa 0:9:18:9:0 36:0
AAAa x aaaa 0:0:18:18:0 36:0
AAaa x AAaa 1:8:18:8:1 35:1
AAaa x Aaaa 0:3:15:15:3 11:1
AAaax aaaa 0:0:6:24:6 5:1
Aaaa x Aaaa 0:0:9:18:9 3:1
Aaaa x aaaa 0:0:0:18:18 1:1
aaaa X aaaa 0:0:0:0:36 0:36

> A’=dominans allél, ’a’=recessziv allél
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A keresztezések soran azonban nem mindig a tablazatban megjeldlt hasadasi aranyokat
kapjuk, amelynek kiilonb6zd okai lehetnek. Az autotetraploidok négy kromoszoma készlete
homolog, igy a meiotikus parosodas a homolog kromoszomak kozott teljesen véletlenszerd.
Ezzel szemben Bradshaw (1994) szerint a S. tuberosum inkébb szegmentalis allotetraploid
ami a kromoszémak nem random parosodasabol valamint a dupla redukciobol adodhat.
Ugyanakkor a megfigyelt hasadasi ardnyokat a vizsgalt gén €s a centromer kézotti tavolsag is
befolydsolhatja. Amennyiben a gén proximalisan helyezkedik el a centromertol akkor a
megfigyelt hasadasi ardnyok a varthoz (a tablazatban megjel6lt hasadasi aranyok) kozelitenek,
mig a gén disztalis elhelyezkedése esetén a vart hasadasi ardnyoktol eltérd eredményt
kaphatunk.

A burgonya haploid genomja megkdzelitéleg 800-900 millidé bazispar nagysagt, amelyben a
gének szamat 25000-55000 kozottire becstilték (Arumuganathan és Earle 1991). Késébb
cDNS elemzési programok ravildgitottak, hogy ezekbdl koriilbeliil 35000 a paradicsoméhoz
hasonl6 (van der Hoeven et al. 2002.) Az utdobbi né¢hany évtizedben felgyorsult genom
elemzési programok tovabbi bizonyitékokat is feltartak a Solanaceae nemzetségbe tartozo
fajok genetikai hasonlosagara vonatkozoéan. A burgonya - paradicsom Osszehasonlitds soran
kideriilt, hogy kilenc kromoszoman a lokuszok sorrendje azonos (Bonierbale et al. 1988;
Tanksley et al. 1992). A két faj genomjanak hasonl6 G+C tartalma €és a markerek reciprok
hibridizacidja is megerdsiti, hogy a genomjaik nagyrészt konzervalt szekvencidkat
tartalmaznak (Messeguer et al. 1991). Ezt késébb EST (Expressed Sequence Tag) szekvencidk
Osszehasonlitd vizsgalatdval is aldtdmasztottdk (Ronning et al. 2003). Doganlar ¢és
munkatarsai (2002) megallapitottdk, hogy a Solanaceae fajok domesztikacioja sordn csak kis
szaml mutacid hatott a f6 fenotipusos bélyegeket meghatarozo 16kuszokra. A nagyobb méretii
kapcsoltsagi boxok kolinearitasabol pedig arra kovetkeztettek, hogy a Solanaceae fajok egy
koz0s Ostdl szarmaznak.

A burgonya-Arabidopsis 6sszehasonlitd vizsgalatok pedig arra engednek kovetkeztetni, hogy
a ndvényi genomokban a korabban feltételezetteknél magasabb foku strukturalis konzervacio
van (Gebhardt et el. 2003).

A rezisztencia gének (R) Osszehasonlitasa soran megallapitottdk, hogy azok ugyan eltérd
korokozo-specifitdssal, de hasonld pozicioban helyezkednek el. Ennek magyarazata, hogy
mig a gének specifitdsa gyorsan fejlodhet, allé¢jaik altalanos funkcidja azonban konzervalt a
rokon novénynemzetségek homolog lokuszaiban (Grube et al. 2000). Ezek az ismeretek
lehetévé teszik, hogy a paradicsomban kapott térképezési eredmények kiinduldsi alapot

nyujtsanak a burgonya térképek elkészités¢hez (Watanabe 1994).
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A hasonlésagok ellenére szamos, az evolicid soran kialakult genom atrendezddést is
feltérképeztek. A burgonya — paradicsom Osszehasonlitdsban ezt Bonierbale és munkatarsai
(1988), mig a burgonya, paradicsom, paprika vonatkozasaban Livingstone ¢s munkatérsai

(1999) vizsgaltak.

2.3. Morfologiai és molekularis genetikai markerek

A genetikai markereket a novénynemesitok régota hasznaljak a nemesités szempontjabol
értékes tulajdonsagok nyomon kovetésére, és a genetikai varidciok kimutatdsara.
Hasznalatukkal az egyedek vagy fajok kozott genetikai kiilonbségek — polimorfizmusok —
mutathatok ki. A markerek lehetnek konvenciondlis morfoldgiai vagy molekuldris markerek.
Az elsoként hasznalt morfoldgiai markerek, mint a virag vagy a mag szine konnyen
azonosithatéak, azonban hatrdnyuk, hogy szdmuk limitalt, és megjelenésiiket a kornyezeti
hatasok mellett a kiillonb6z6é génkdlcsonhatdsok is nagymértékben befolyasolhatjak.
Ugyanezek a modositdé hatdsok befolyasoljak a molekularis markerek koziil a fehérje
markereket is, melyeket els6ként hasznaltak (alloenzimek, izoenzimek) a polimorfizmusok
azonositasara. A molekularis technikdk fejlddésének koszonhetden azonban lehetévé valt a
DNS markerek hasznalata. Ezek eldnye, hogy az elézdekkel szemben nincsenek kitéve a fent
emlitett modositd hatasoknak, valamint az azonosithatd markerek szama, és az Aaltaluk

mutatott variabilitas 1ényegesen nagyobb.

2.4. Térképezési populdaciok

Adott tulajdonsdgot meghataroz6 gén(ek) térképezésének, markerezésének valamint
kapcsoltsagi térképek szerkesztésének alapja egy, a vizsgalat céljanak megfeleld, hasado
populacidé eldallitdsa. Adott tulajdonsdgot meghataroz6 gén markerezéshez azon
szlildkombinacidk az idedlisak, melyek csak a markerezendd tulajdonsagban kiilonboznek
egymadstol. Ez a gyakorlatban azonban hosszadalmas nemesitési elokészitdé munkat igényel
(példéaul NIL - Near Isogenic Lines eldallitasa).

Adott gén térképezéshez és kapcsoltsagi térképek szerkesztéséhez, a keresztezés soran olyan
szlildpartnereket kell kivalasztani, amelyek megfeleld genetikai tdvolsagra vannak egymastol
a lehetd legtobb polimorfizmus detektalasa érdekében. A térképezd populaciok igen
kiilonbozdek lehetnek. Leggyakrabban F,, BC (Backcross), RIL (Recombinant Inbred Lines),
¢s DH (Double Haploid) populaciokat hasznalnak. Néhany magasabb ploidfokt, vagy
beltenyésztést nem tlird ndvényfaj esetében, példaul a tetraploid burgonyaban, a hasadé F,

utddnemzedék is alkalmazhatd térképezésre. Erre azért van sziikség, mert a faj - foleg diploid
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szinten megnyilvanuld - Oninkompatibilitdsa, valamint beltenyésztési depresszidja miatt
specialis genetikai alapanyagok (példaul beltenyésztett vonalak) eldallitasara kevésbé
alkalmas (Gebhardt 1989, 1991; Chen 2000). A sziiléi allélok konfiguracidjat minden
lokuszra meghatdrozva a rekombinacids események azonosithatok, és a kapcsoltsag
kiszamithatd (Ritter et al. 1990). A markerekbdl - egymashoz viszonyitott sorrendjiik
megallapitasat kovetden - kapcsoltsagi csoportok szerkeszthetdek, melyek nagy szamu marker

esetén a kromoszomakat reprezentalhatjak.

2.5. DNS-alapi markerezési modszerek

2.5.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A restrikcios endonukledzok felfedezése nyitott utat az els6 DNS markerek kifejlesztéséhez. A
genomok jellemzésére elséként hasznalt molekularis markerezési technika az RFLP volt
(Grodzicker et al. 1974). A mddszer alapja, hogy a kiillonb6z6 genomok eltérd pozicidkban
tartalmaznak restrikcidos emésztési helyeket, mely kiilonboségek a kovetkez0 modon
mutathatok ki: A genomot restrikcidés endonukleazokkal emésztve, a kapott fragmentumokat
gélelektroforézisben szétvalasztjuk, majd jelolt probak felhasznaldsaval Southern-
hibridizaciét (Southern 1975) végezve a genomok megkiilonboztethetdek. Az igy detektalt
polimorf fragmentumok markerként haszndlhatok (Botstein et al. 1980). A Southern-
hibridizacidhoz hasznalt probak lehetnek mas rokon fajokbdl szarmazod genomialis DNS
darabok, szintetikus szekvencidk, vagy cDNS-ek. A mddszer elénye, hogy a kapott marker
kodominans, vagyis a markerek alapjan a heterozigbta ¢és homozigota egyedek
megkiilonboztethetéek, hatranya azonban, hogy kivitelezése bonyolult, idéigényes, nagy
mennyiségli DNS-t és a probak izotopos, fluoreszcens vagy kemilumineszcens jelolését
igényli.

Ezen technika alkalmazasarol - a burgonya vonatkozasaban - el6szor Barone és munkatarsai
(1990) szamoltak be. Munkajuk soran azonositottak egy RFLP markert, amely kapcsoltsagot
mutat a Globodera rostochiensis ellen rezisztenciat biztositd Grol génnel. Azota egyéb,
példaul a Phytophtora infestans ellen rezisztenciat biztositdo R1, R3, R6, R7 génekkel kapcsolt
RFLP markereket is azonositottak (De Jong et al. 1997; El-Kharbotly et al. 1994, 1996). Adott
génnel kapcsoltan 6roklddé markerek azonositasa mellett az RFLP technika alkalmazasanak
nagy szerepe van a kapcsoltsagi térképek szerkesztésében is. A burgonya genetikai kutatdsok
nagy részében referenciaként alkalmazott térképet (Gebhardt et al. 1991) is RFLP markerek

felhasznalasaval készitették.
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2.5.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A polimeraz lancreakcidé (PCR-Polymerase Chain Reaction) kifejlesztését kovetden (Mullis et
al. 1987) szamos egyszertibb, PCR-en alapul6 markerezési technikat dolgoztak ki.

Az egyik legkdonnyebben alkalmazhatd, és ezért nagyon elterjedt PCR-en alapulé markerezési
technikat - a RAPD-t - Williams és munkatarsai (1990) valamint veliik egyidejiileg Welsh ¢és
McClelland (1990) fejlesztették ki. Ez a modszer véletlenszertien kivalasztott primerek
hibridizacidjan alapul, a genom inditoszekvenciaval komplementer régidiban. Amennyiben a
primerek 200-2000 bp—on beliil megtalaljak a komplementeriiket egymassal szemben 1évd
pozicidban, akkor egy, a primerek kozotti tavolsdgnak megfeleldé DNS szakasz fog
felszaporodni a PCR soran. A moddszer elénye, hogy egyszerli, gyorsan kivitelezhetd,
ugynakkor hatranya, hogy az eredmények nem minden esetben reprodukalhatok. A
modszerrel kapott markerek dominansak, igy a heteozigdta egyedek megkiilonboztetésére
nem alkalmasak.

Az RAPD analizis — egy¢éb markerezési technikdkhoz hasonloan - Bulk Segregant Analysis-el
(BSA) (Michelmore et al. 1991) kombinalva jol hasznalhatd monogénes tulajdonsagokhoz
kapcsolt DNS szakaszok azonositasara (Jacobs et al. 1996; Hosaka et al. 2001; Arnedo-
Andrés et al. 2002; Bryan et al. 2002). A BSA soran, adott tulajdonsag alapjan csoportokba
rendezett egyedek DNS mintait 6sszekeverve, azok egyetlen - az osztalyozas alapjat szolgalo
- tulajdonsagban kiilonboznek, igy a PCR sordan detektalt polimorf fragmentum - nagy
valdsziniiséggel - az adott tulajdonsaggal all kapcsolatban.

A RAPD modszert gyorsasaga ¢és egysziirsége ellenére ritkdn alkalmazzak a burgonya
genetikai kutatdsokban. ElsOként Ballvora és munkatérsai (1995) hasznaltak ezt modszert a
Globodera rostochiensis ellen rezisztenciat biztositdé Grol génnel kapcsolt markerek
azonositasdhoz. Késobb Ronning és munkatarsai (1999) detektaltak egy a leptin termelésért

felelds QTL-hez kapcsolt RAPD markert.

2.5.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

A polimeraz lancreakcid, valamint a restrikcids enzimek kombinéldsaval fejlesztették ki az
AFLP (Vos et al. 1995) technikat. A modszer alapja, hogy a genomidlis DNS-t egy gyakran, és
egy ritkan hasitdo restrikcids endonukledzzal emésztik, majd a fragmentumok ragadds
végeihez kettdés szala DNS adaptereket ligalnak. A PCR reakci6 soran az adapterekkel
komplementer, de azoknal hosszabb, a fragmentum belseje felé nyuld primerekkel elészor
pre-szelektiv majd szelektiv amplifikaciot végeznek. A kapott fragmentumokat nagy felbonto

képességli poliakrilamid gélen vagy fragmentanalizatorral valasztjak szét. A polimorfizmus a
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fragmentumok kiilonb6z0 hosszisagaban nyilvanul meg. A moédszer jo felbontd képességi,
sok fragmentumot eredményez, a markerek dominéansak, a vizsgalatok kis mennyiségii DNS-t
igényelnek, és az eredmények jol ismételhetéek. Ugyanakkor hatranya, hogy bizonyos
esetekben a primerek izotopos vagy kemilumineszcens jelolése sziikséges, amely jelentds
koltségekkel jar. Mindemellett a moddszer hatranya még, hogy a technikaval azonositott
markerek jelentds része gyakran csoportokban vagy egy helyre térképezddik (Livingston et al.
1999).

Az AFLP talan ez egyik leggyakrabban alkalmazott modszer a burgonya genetikai
kutatdsokban. Méra tucatnyi AFLP markert azonositottak, amelyek kapcsoltak a kiilonboz6 - a
nemesités szempontjabol jelentds - tulajdonsagot meghatarozo génekkel vagy QTL-ekkel (De
Jong et al. 1997, Bendahmane et al. 1997, Rouppe van Der Voort et al. 2000). Ugyanakkor az
AFLP markereket — hasonléan az RFLP markerekhez — kapcsoltsagi térképek szerkesztésére
is gyakran alkalmazzék. Ennek egyik eredményeképpen jott 1étre a mintegy 10000 AFLP
markert tartalmazd ¢és folyamatosan bévilé UHD (ultra-high density) térkép is
(http://www.dpw.wau.nl/uhd/).

2.5.4. SSR (Simple Sequence Repeat)

A ndvényi és allati genomok nagyszamu rovid, ismétlddd szekvenciat tartalmaznak (Hamada
et al. 1982; Tautz ¢és Renz 1984). Az ismétlodé egységek kettd, harom, négy esetleg Ot
nukleotidbdl allnak, melyek egymés utdn, de genomonként eltérd szdmban ismétlédnek.
Ezeket a kiilonb6zd hossziisagh fragmentumokat a konzervativ hatarszekvencidkra tervezett
primerekkel felszaporitva a genomok kozott polimorfizmus detektalhato, azaz a kapott
fragmentum markerként hasznalhaté (Jacobs et al. 1991). A kodomindnsan o6rokl6do
mikroszatellit markerek jol hasznalhatdak kapcsoltsagi térképek készitéséhez (Yu et al. 1994;
Zhang et al. 1997), és a kiilonbozd térképezési munkakban referencia pontokként is
alkalmazhatdak (Milbourne et al. 1998). A modszer hatranya, hogy a primerek tervezés¢hez
sziikséges klonozas ¢és szekvenalds miatt 1id0 ¢és koltségigényes, valamint a kiilonb6zo
fragmentumok elvalasztasa és értékelése a sokszor csak egy-két bazisparnyi kiilonbség miatt
nehézkes.

Az SSR markereket Provan és munkatérsai (1996) alkalmaztak eldszor kiilonb6z6 burgonya
fajtdk azonositasara. KésObb ezen markerek felhasznalasaval, valamint Uj markerek
fejlesztésével elkészitették a teljes diploid genomot lefedd kapcsoltsagi térképet is (Milbourne

et al. 1998). Mara kiilonbozo, példaul a Globodera pallida ellen rezisztenciat biztosito QTL —
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ekhez (Bradshaw et al. 1998), vagy a Pi QTL-hez, amely a Phytophtora infestans-al szemben
nyujt rezisztenciat azonositottak kapcsolt SSR markereket (Milbourne et al. 1998).

2.5.5. ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

A Zietkiewicz és munkatarsai (1994) altal kifejlesztett technika, az SSR markerekhez
hasonléan, a genom ismétlddé szekvencidinak felszaporitdsan, €s az azokban rejld
polimorfizmusok kimutatdsan alapul. Ebben a rendszerben a primereket ugy tervezik, hogy
azok az ismétlddé motivumokat tartalmazzak, de egyik végiikon extra nukleotidot is
hordoznak. fgy a primer kapcsolodasa valamint az adott DNS szakasz amplifikacidja csak
akkor torténik meg, ha az ismétlddd szakaszt hatarold szekvencidk a primer ’extra
nukleotidjaival’ komplementerek. A marker altalaban a RAPD markerekhez hasonléan
dominans, de kodominansként is viselkedhet.

A burgonya genetikai kutatdsokban (Prevost és Wilkinson 1999) eldszor burgonya fajtak
azonositasra, késobb kiilonb6z6 tulajdonsagokat meghatdrozé gének markerezésére is
hasznaltdk ezeket a markereket. Marczewski és munkatarsai (2002) példaul azonositottak egy

ISSR markert amely a burgonya S virussal szemben rezisztenciat biztosité Ns génnel kapcsolt.

2.5.6. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

A PCR amplifikacié soran kapott DNS fragmentumokat restrikcidos enzimekkel emésztve
CAPS markereket (Konieczny and Ausubel 1993) kaphatunk, melyek az inszercidok, deléciok,
¢s baziscserék kovetkeztében kialakult vagy elveszett restrikcios emésztési helyekben 1évo
kiillonbségeket detektaljak. fgy egy monomorf mintdzat esetén is detektalhatunk
kiilonbségeket. A modszer alkalmas arra, hogy a dominansan Oroklddé markerekbdl -
szekvencia polimorfizmus esetén - kodominans természetii markereket készitsiink.

Ezidaig a mintegy kilenc - altalaban valamilyen rezisztenciagénhez kapcsolt - CAPS markert
azonositottak a burgonya tekintetében (De Jong et al. 1997, Bendahmane et al. 1997, Kanyuka
et al. 1999, Sorri et al. 1999, Rouppe van Der Voort et al. 1998, 1999a, 1999b, 2000), de a
Chen ¢s munkatarsai (2001) 4ltal szerkesztett, a diploid burgonya genomot lefedd

kapcsoltsagi térkép is tartalmaz CAPS markereket.

2.5.7. SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
Az AFLP valamint RAPD vizsgalatok soran kapott DNS fragmentumok klonozéasaval, majd
szekvenalasaval a kapott nukleotid sorrend alapjan a markerre specifikus primerparok

tervezhetdk, igy a marker SCAR markerré alakithatd (Paran és Michelmore 1993). A
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modszerrel lehetéség nyilik az adott DNS fragmentum - mint marker - specifikus
amplifikalasara. Ez mar kivaloan alkalmazhatd az adott tulajdonsag — amelyhez a markert
detektaltuk — szelekcidjara. Az eljarassal egy dominans marker akar kodominanssa is
alakithato.

Kasai és munkatarsai (1999) két SCAR markert fejlesztettek, melyeket sikeresen alkalmaztak
a S. t. ssp. andigena vad burgonya fajbol szarmaz6é PVY extrém rezisztencia gént (Ryui)

hordoz6 burgonya fajtak és vonalak szelektalasara.

2.5.8. Intron-targeting modszer

A modszer azon a megfigyelésen alapul, hogy a génekben 1évd intronok kevésbé konzrevaltak
mint az exonok, tehat az intronokat hatidrol6 exon szekvencidkra primereket tervezve az
intronokban rejlé kiilonboz6é tipust polimorfizmusok (példaul hossz- vagy nukleotid
polimorfizmus) kimutathatéak ¢és markerekként hasznalhatéak (Choi et al. 2004). A
robbandsszerlien fejlodé molekularis genetikai kutatasok kovetkeztében elérhetové valt oriasi
mennyiségli szekvencia informacid szirésével, elemzésével, az intronokat kd&zrefogo
exonokat a kiilonb6zd szekvencidkban azonosithatjuk. Egy adott intront hatarolé exon
szekvencidkra primereket tervezve az intronokban rejlé kiillonbségek kimutathatéoak. A
modszer eldnye, hogy az exonok konzervaltsagabol kovetkezéen minden allél amplifikacioja
lehetévé valik. Noha ez a technika kivalloan alkalmas adott tulajdonsagokhoz kapcsolt
markerek azonositasara valamint kapcsoltsagi térképek szerkesztésére is, ezidaig a burgonya

genetikai kutatdsokban nem alkalmaztak.

2.6. Kapcsoltsagi térképek

A kapcsoltsagi térképek szerkesztésének alapja a rekombindcidos események azonositisa a
genomban, fenotipusos vagy molekularis markerekkel. A meidzis sordn a crossing over-ek, a
genetikai anyagban elszértan, eltérd gyakorisaggal fordulnak eld. Ezek az események a
térképezd populacio egyedein markerek segitségével detektalhatok, igy a markerek kozotti
tavolsag a rekombinacid gyakorisdgabol kiszdmithatd. A tavolsdg egysége a centimorgan
(cM), amely 1%-o0s rekombinécids gyakorisagot jelent.

A genetikai tavolsag azonban relativ fogalom, hiszen mig 1cM az Arabidopsis-ban 200 kb,
addig a burgonya nagysagrendekkel nagyobb genetikai allomanyaban ez 1000 kb-t jelent.
Ezenkiviil a kromoszomékon tobbszords crossing over-ek is el6fordulhatnak, melyek
torzithatjak a kapott genetikai tavolsagot. Ezeket térképfiiggvények (Haldane 1919; Kosambi

1944) felhasznalasaval pontosithatjuk. Ma mar szdmos szamitogépes program all a tudomany
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rendelkezésére, mint a Mapmaker (Lander ef al. 1987; Lincoln et al. 1992), JoinMap (Van
Ooijen ¢és Vorrips 2001), TetraploidMap (Hackett és Luo 2003), amely megkonnyiti a

fliggvények alkalmazasat, és a kapcsoltsagi térképek szerkesztését.

2.6.1. Kapcsoltsagi térképek és molekularis markerek a burgonyaban

A mas novényeknél hasznalt konvenciondlis fenotipusos markerek a burgonyaban nem allnak
rendelkezésre (Watanabe 1997). A molekularis genetika és 0sszehasonlitd genomika azonban
olyan eszkozoket nyjt a kutatds szamara, amelyekkel a kivant tulajdonsagokat
szelektalhatjuk, €s az azokat meghatarozé géneket vagy QTL-eket térképezhetjiik. A genomok
analizélasaban a genetikai markereknek €s a genetikai térképeknek felbecsiilhetetlen szerepiik
van (Celebi-Toprak et al. 2005).

Az elsO, teljes burgonya genomot lefedd térképet Bonierbale ¢és munkatirsai (1988)
készitették RFLP technikaval, S. phureja x (S. tuberosum x S. chacoense) keresztezésbol
eldallitott diploid térképezési populaciot hasznalva. A kutatasok nagy részében referenciaként
alkalmazott kapcsoltsagi térképet Gebhardt ¢s munkatarsai (1989) készitették diploid S.
tuberosum populaciot hasznalva. A 12 kapcsoltsagi csoportba lokalizalt 141 RFLP markerbdl
Dong ¢és munkatarsai (2000) 21 markert hasznaltak BAC klontarak azonositasahoz és jelolt
probak készitéséhez. A jelolt probakkal FISH-t (Fluorescence In Situ Hybridization) végezve
azonositottak a burgonya mind a 12 kromoszémajat. A kromoszémakat a probak szarmazasa
alapjan a kapcsoltsagi csoportoknak megfelelden nevezték el. Tanksley és munkatarsai (1992)
visszakeresztezett S. tuberosum x S. berthaulti populaciot hasznédlva készitettek RFLP ¢és
izoenzim markereket tartalmazd, az els6 térképnél nagyobb genetikai tavolsagot lefedd
kapcsoltsagi térképet. Az els6 SSR markereket tartalmazé térképet Milbourne €¢s munkatarsai
(1998) készitettek diploid térképezd populaciot hasznalva. Chen és munkatarsai (2001) a
szénhidrat metabolizmusban és transzportban szerepet jatsz6 - ismert funkcioji - gének
kiilonbozd részeit funkcionalis markerekként hasznalva szerkesztettek egy, a teljes burgonya
genomot lefedd kapcsoltsagi térképet.

Ezek mellett, kiilonbozé térképezési populaciokat hasznalva egyéb, pl. transzpozonokat,
AFLP, RAPD markereket (Jacobs et al. 1995, van Eck et al. 1995, Meyer et al. 1998, Perez et
al. 1999) tartalmazd kapcsoltsagi térképet szerkesztettek a burgonyaban. Li és munkatarsai
(1998) hasznaltak eldszor tetraploid utdédokat tartalmazé hasadd populéacidt a Phytophtora
infestans ellen rezisztenciat ado R2 allél térképezésére. Megallapitottak, hogy a térképezés

illetve markerezés a tetraploid térképezé populaciokon a diploidokhoz hasonld
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hatékonysaggal végezhetd, igy elkeriilhetd a diploid populédciok eldallitasahoz sziikséges 1d6
¢s koltségigényes elokészité munka.

Egy nagy telitettségli AFLP kapcsoltsagi térkép készitése négy orszag laboratériumainak
részvételével (Spanyolorszag, Franciaorszag, Skocia, Hollandia) nemzetkozi egyiittmiikodés
keretei kozott jelenleg is tart (http://www.dpw.wau.nl/uhd/). Ugyanakkor tobb orszag
részvételével (pl. Egyesiilt Kirdlysag, USA, Kina, Hollandia, Németorszag) 2004-ben

megkezdddott a burgonya teljes genomjanak szekvenalasa (http://www.potatogenome.net/).

2.7. Burgonya Y virus (PVY)

A burgonya terméspotencialja meghaladhatnd a 400 milli6 tonnat, azonban az éves becsiilt
termése a vilagon ,,mindossze” 290 millio tonna. Ez a jelenség kiilonb6z6, a burgonyat
fertdz6 betegségek termésredukald hatisaival magyarazhatd (Agrios 1997). Mint klonosan
szaporitott novény a fertézott vetdégumoéd tovabbviszi a koérokozot a kovetkezd termelési
szezonra, ezaltal fokozatos termés degeneraciot okoz (Gebhardt és Valkonen 2001). A
mérsékelt klimaji burgonyatermesztd teriileteken - igy Magyarorszagon is - a legnagyobb
problémat a virusok, és a burgonyavész (Phytophtora infestans) éltal okozott terméscsokkenés
jelenti.

A burgonyat karosito virusok koziil - az okozott kartételiik €s jarvanyos eléforduldsuk miatt -
a burgonya Y virus (PVY), valamint a burgonya levélsodrodas virus (PLRV) a
legjelentdsebbek (Horvath et al. 1995, Wolf et al. 1996).

A burgonya Y virus, amelyet el0szor a S. tuberosum-ban irtak le (Smith 1931), a szamos fajt
magaban foglalo Potyviridae csalad Potyvirus nemzetségébe tartozik. A PVY a kartétele soran
- a virustorzstdl és a burgonya fajtatol fliggden - akar 80%-os terméskiesést is okozhat (De
Bokx ¢és Huttinga 1981, Wolf 2001). A virus mechanikailag, valamint levéltetvek
kozvetitésével nem perzisztens mddon terjed (Brunt 2001), igy a vektor egészséges novényre
keriilve azonnal fert6zoképes lesz, nincs sziikség lappangési idére. A védekezés a virus
kartétele ellen kemikalidkkal nehéz, altalaban a vektorok szamanak csokkentését jelenti. A
lokalis és szisztémikus tiinetek alapjan, a virus kdvetkezd torzseit kiilonitették el:

- a mozaik tiineteket okozo, levelek elszaradasadval majd lehulldsaval jaro, leggyakrabban
eléforduld normal torzs a PVY®

- az enyhébb tiinetekkel jard, de a dohanyon érnekrozist okozo PVY™ torzs

- valamint a PVY® torzs, mely helper komponensek elvesztése miatt, nem képes a

levéltetvekkel vald terjedésre (Horvath 1966, 1967).
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- 1984-ben megjelent egy, a korabbi torzseknél agresszivabb, az addig ismert rezisztencidkat
attord virustorzs a PVYN™ (Beczner et al. 1984, Le Romancer és Kerlan 1992, van den
Heuvel et al. 1994). Ez a torzs egyes burgonya fajtakon enyhe mozaik tiineteket okoz a gumo
nekrozisa nélkiil, mig mas fajtdkon a szaron és a levélen nekrozist, esetleg nekrotikus
gyuriiket, és a gumodn is nekrotikus mintazatot idéz el6. Horvath és munkatarsai (1991) a
burgonya bogydjan okozott nekrotikus gytirtis foltossagrol is beszamoltak.

Kés6bb ujabb variansokat/csoportokat is azonositottak, mint a PVYNW (Chrzanowska 1987),
PVY?” (Jones 1990), amelyek érnekrozist okoznak a dohanyban, azonban a PVY"’ torzsre
jellemz0 kopenyfehérje génnel rendelkeznek.

megeldzése ¢€s a rezisztencia kialakitasa jelenti. Ezt virusmentes szaporitd anyagok
eléallitasaval és virus rezisztens fajtdk hasznélataval érhetjiik el. A rezisztens fajtak eldallitasa
soran a nemesitok a kiilonb6z6 vad Solanum fajokat, valamint ezek szaporulatait hasznaljak,

mint rezisztenciaforrdsokat a nemesitési programokban.

2.8. A burgonya virus-rezisztencidja

A rezisztencia a novények azon képessége, amely soran a betegségeket kontrollalni tudjak
(Thieme ¢és Thieme 2005). A ndvényekben a virusfertdzés hatasara jelentkezd kiilonbozo
tipusu rezisztencia valaszok terminologidgja nem egységes. Az intenziv kutatdsok
eredményeként folyamatosan boviild ismeretek, a kiilonbozd rezisztencia folyamatok kozotti
hatarok elmosddasahoz vezettek, amelyek definialasi problémakat vontak maguk utan. Méra
szamos javaslat létezik a kiilonboz6 rezisztencia szintek és tipusok karakterizalasara,
kategorizalasara (Cooper €s Jones 1983, Ross 1986, Valkonen 1994, Solomon-Blackburn és
Barker 2001).

A ndvények betegségekkel szembeni rezisztencidja alapvetden két 6 kategoridra oszthato,
ezek a ’host’ (gazda-parazita) és a ’non-host’ (nem gazda-parazita) rezisztencidk (Fraser
1990). A burgonyaban ismert - a virusfertézések hatasara kifejez6do - kiilonb6zd szinti
rezisztencia valaszok nagy része is az elséként emlitett csoportba sorolhatd (Thieme és
Thieme 2005). A burgonyaban szamos rezisztenciaforma ismert, mint példaul a fertézéssel
rezisztencia. A legalaposabban tanulmanyozott rezisztencia tipusok, a nemesités
szempontjabol elénydsebb aktiv rezisztenciaformak. Ezek a védekezési reakciok két f0,
monogénesen O6roklédé specifikus rezisztenciatipusban, az Un. hiperszenzitiv reakcidoban

(HR), valamint az extrém rezisztenciaban (ER) manifesztalodhatnak.
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A hiperszenzitiv reakcid az egyik legintenzivebben tanulmanyozott védekezési forma.
Felfedezése ota (Ward 1902) a folyamatot élettani, biokémiai vagy éppen genetikai
szempontbol leird tanulmanyok sziilettek. Ezek koziil a munkak koziil - habar nem tartozik
szorosan a jelen dolgozat témdjahoz - mindenképpen meg kell emliteni Klement Zoltan
professzor munkéssagat, aki elészor irta le a baktériumok okozta hiperszenzitiv reakcio
jelentdsegét (Klement 1963).

Az N gének altal kontrollalt virustorzs-specifikus (Cockerham 1970, Jones 1990)
hiperszenzitiv reakcid soran a ndvény, egy gyors sejtelhalassal jaré folyamat
kovetkezményeként, lokalis nekrotikus szimptomakat fejleszt, ezaltal a fertdzés helyén
lokalizalja a korokozét és meggatolja annak tovabbterjedését (Russell 1978, Swiezynski
1994). A folyamat sordn a ndvény rezisztencia génjének terméke és a korokozd bizonyos
avirulencia génjének terméke kozotti kolcsonhatds védekezési reakciot valt ki, amely
jelatviteli lancon keresztiil meggatolja a patogén szisztemizalodasat (Flor 1971). A reakcid
eredményeképpen jonnek Ilétre a néhany sejtre kiterjedd nekrotikus léziok. A HR
megnyilvanulasat nagymértékben befolyasoljak olyan kiilonboz6 kornyezeti tényezok, mint a
hémeérséklet, ugyanakkor fiigg a novény egészségi allapotatol, a géndozistdl (Collmer et al.
2000) és a genetikai a hattértdl is (Kang et al. 2005). Noha a rezisztencia alapvetéen domindns
jellegti, ismert néhany tanulmany amely a HR poligénikus 6roklédésérdl szamol be (Solomon
1978; Davidson 1980).

Az aktiv virusrezisztencia masik ismert tipusa, az R gének altal szabalyozott extrém

rezisztencia (ER). A nemesités szempontjabdl elénydsebb rezisztenciavalasz sordn, a

fertézés nagyon korai szakaszdban - a sejtrél sejtre torténd vandorlas el6tt fellepd -

virusszaporodas gatlasa miatt a virus koncentracidja alacsony szinten marad (Kang et al

2005). Ennek kovetkeztében a fertdzott ndvények altalaban tiinetmentesek, esetleg limitalt

nekrozisokat fejleszthetnek (Cockerham 1970). Az ER széles spektrumi rezisztenciat

biztosit a kiilonboz6 virustorzsekkel szemben. Az R gének dominansan o6roklddnek,

expressziojuk a fertdzott novényekben jelentkezd extrém alacsony virus koncentraciéban

nyilvanul meg (Thieme és Thieme 2005). Altalaban ez a rezisztencia tipus nem jar egyiitt

sejtelhalassal (Hamaéldinen et al. 1997, Gilbert et al. 1998), és - ellentétben a tobbi

rezisztencia formaval - protoplaszt szinten is megnyilvanul (Adams et al. 1986, Barker és

Harison 1984, Kang et al. 2005). A PVY ellen extrém rezisztenciat biztositd Ry gének altal

szabalyozott védekezési mechanizmus hasonl6 a tudomany szdmara legismertebb Rx gének

altal szabalyozott PVX extrém rezisztencidhoz.
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Noha az itt targyalt két rezisztencia tipus tobb tulajdonsdgban kiilonbozik egymadstol,
kutatasi eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az ER és a HR kozott kapcsolat all
fenn. Néhany szerzo olyan - R gént hordozo - burgonya genotipusokrol szamolt be, amelyek
limitalt szisztemikus nekrozisokat fejlesztettek a virussal valo fertézést kovetden (Ross
1958, Jones 1990; Valkonen et al. 1996; Hamaéldinen et al. 1998; Vidal et al. 2002), annak
ellenére, hogy az R gén domindns az N gén felett. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az extrém
rezisztencia a HR egy aktivabb expresszidjanak a kovetkezménye is lehet. Szamos tovabbi
tanulmanyban is felvetddik, hogy a HR esetleg az ER része (Bendahmane et al. 1999, Mestre
et al. 2000, Celebi-Toprak et al. 2002). Ross (1958) vizsgalatai soran megfigyelte, hogy a
fogékony genotipusok poligénjei eltoljak az ER-t a HR felé a Ry, gént hordoz6 utdédokban.
Ezt tdmasztja ald Héméldinen ¢és munkatarsainak (1997) megfigyelése is, miszerint a
fogékony genotipusok génjei beavatkoznak az Ry.., expresszidjaba, ezaltal a tlinetmentes

ER-t nekrotikussa valtoztathatjak.

2.8.1. A PVY rezisztencia

2.8.1.1. PVY hiperszenzitiv rezisztenciagének a burgonydaban

Mara tobb — a PVY-al szemben hiperszenzitiv reakcidt szabalyozo - N gént ismeriink,
amelyeket a kiilonboz6é vad Solanum fajokban és a S. tuberosum-ban irtak le. Ilyenek a S.
demissum-bol szarmazo Ny, (Cockerham 1970) és a S. chacoense-bdl szarmazd Ny, gének,
amelyek a PVY mellett a PVA fert6zéssel szemben is hiperszenzitivitast biztositanak a
novénynek. Valkonen és munkatarsai (1994) a S. tuberosum ssp. andigena-ban azonositottak
egy N gént (Ny.,), amely a PVY normdél torzsével szemben kontrolldlja ezt a tipust
védekezési reakciot. A S. tuberosum-bol szérmazd Ny, (Hutton 1951, Jones 1990) gént
Celebi-Toprak és munkatérsai (2002) a burgonya IV. kromoszdméjan lokalizaltak. Cockerham
(1970) S. stoloniferum-ban is azonositott a PVY-al szemben hiperszenzitiv-reakciot

kontrollalo géneket (Ry.."', Ryuo"™).

2.8.1.2. PVY extrém rezisztencia genetikdaja

Az Ry gének 4&ltal szabalyozott extrém rezisztencia a PVY minden torzsével szemben
védettséget biztosit a ndvénynek. Ezt a tipust rezisztenciat Cockerham (1943) irta le el0szor
a S. stoloniferum vad fajban. Azota egyéb, ER-t kontrollald géneket azonositottak kiilonb6zo
vad burgonya fajokban, melyeket széles korben hasznalnak a rezisztencianemesitési

programokban. A PVY-al szemben extrém rezisztenciat hordozo6 fajtdk eldallitasa soran a
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leggyakrabban a S. tuberosum ssp. andigena a S. chacoense valamint S. stoloniferum vad
burgonya fajokat hasznaljak.

A S. tuberosum ssp. andigena-bdl szarmazé monogénesen 6roklédé dominans PVY extrém
rezisztencia gént (Ry..;) (Miinoz et al. 1975), Himéldinen és munkatarsai (1997) - négy
RFLP markerrel (7G508, CD17, GP125, CTI168) azonositott kapcsoltsdg alapjan - a
burgonya XI. kromoszoma hosszi karjanak proximalis végére térképezték. Ez a
kromoszoma régié6 mas Solanaceae tajok szinténikus régidiban, harom masik rezisztencia
gént is tartalmaz. Ilyen a dohdnyban 1évd, a dohany mozaik virussal (TMV) szemben
rezisztenciat biztositdé N gént tartalmazo régio is (Leister et al. 1996), amellyel harom, a
burgonyabdl szarmazd RGL (Resistance Gene Like) fragmentum is magas szintli homologiat
mutatott (Hadméldinen et al. 1998). KésObbi elemzések ravilagitottak, hogy az RGL
fragmentumok ’predicted kindz2’ és ’kinaz3’ motivumok; igy ez volt az elsé olyan PCR
alapt marker amely - mivel a markert egy rezisztencia gén-szerli fragmentumbol
fejlesztették - altalanosan hasznédlhatd a rezisztencia tulajdonsdg szelekciojara. Kasai és
munkatarsai (2000) az RGL fragmentumok szekvencia kiilonbségei alapjan SCAR
markereket fejlesztettek, amelyek alkalmazhatdsagat eltérd genetikai hattérrel rendelkezd
fajtadkon és nemesitési vonalakon tesztelték. Késébb Vidal és munkatarsai (2002) klonoztak
¢s jellemezték a gént (Y-1), amelyen beliil az egyik RGL fragmentum (4DG2) egy nukleotid
koté domént reprezental. A génnel transzformalt novények levelei azonban PVY fert6zés
hatasara nekrotikus 1ézidkat fejlesztettek, és a ndovények szisztémikusan megfertdzddtek a
virussal (Vidal et al. 2002).

Az Ry.;; génen kiviil mas - vad burgonya fajbol eredé - PVY extrém rezisztencia gént is
azonositottak. Ilyen a S. hougasii vad fajbdl szarmazod Ry;.. gén (Cockerham 1970), amely
extrém rezisztenciat biztosit a PVY és PVA virusokkal szemben, és a S. chacoense eredetii
Ry extrém rezisztencia gén is. Ez utobbit Hosaka és munkatarsai (2001) vizsgaltdk négy
keresztezés, 0sszesen 159 F, utédjan. Munkajuk sordn egy RAPD markert azonositottak (38-
530), amely kapcsoltsagot mutat (16,3 cM) a Ry, génnel. A gént késObb Sato és

munkatarsai (2006) a IX. kromoszémara térképezték.

2.8.1.2.1. Solanum stoloniferum eredetii PVY extrém rezisztencia gén (Rys.)

A S. stoloniferum fajban azonositott gének ER-t vagy HR-t kontrolldlnak a Potyvirusok
tdmadésaival szemben. Az Ry,"™ (Jones 1990, Barker 1997) és Ryy,™ (Cockerham 1970)
gének extrém rezisztenciat biztositanak a PVY és HR-t a PVA virussal szemben. Az Ry,"”

(=Nyw') és a Ryu," (=Nyy’) gének a PVY virussal szemben kontrollalnak HR-t.
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Az Ry gének kozott allélikus kapcsolatok, valamint kapcsoltsdgok allnak fenn, azonban ezek
a viszonyok mind a mai napig nem tisztazottak teljes mértékben. Allélikus viszony van a
Ry, Ryw™, és a Ryy," gének kozott, valamint a Ry, és a Ryy," gének kozott, mig a Ryy,™
gént bizonyos keresztezésekben allélikusnak talaltdk a Ryy, génnel 1is. Korabbi
megfigyelések arra engednek kovetkeztetni a Ryy, €s a Ryy," 16kuszok homeologok lehetnek
a — néha autotetraploidként viselkedd - allotetraploidok megfeleld genomjaiban (Cockerham
1970).

Az Ry, gén extrém rezisztenciat szabalyoz a PVY minden torzsével, illetve a burgonya-A ¢és
—V virusokkal szemben is. A gént kordbban egyetlen domindns génként jellemezték
(Cockerham 1970), azonban Hidmaldinen (1999) szerint a S. stoloniferum eredetli extrém
rezisztenciat legalabb két gén kontrollalja. Ross (1986) korabbi vizsgalataiban szintén arra a
kovetkeztetésre jutott, miszerint az extrém rezisztencia hasaddsaban mindig jelentkezd
torzulds, kiilonbozo kis hatasu gének jelenlétével magyarazhato.

Els6ként Brigneti és munkatirsai (1997) azonositottak a Ry, génnel kapcsolt AFLP
markereket, amelyeket paradicsom (Lycopersicon esculentum ¢&s Lycopersicon penellii
keresztezésbdl szarmazd F, populécion) térképen (Bernatzky és Tanksley 1986; Paul et al.
1994) a XI. kapcsoltsagi csoport GP163 és GP259 RFLP markerekkel hatarolt régidjaba
lokalizaltak. A burgonya és paradicsom kozott fennalld szinténidk (Bonierbale et al. 1988;
Gebhardt et al. 1991; Tanksley et al. 1992) alapjan feltételezték, hogy a gén hasonlo
pozicioban helyezkedik el a burgonyaban is. A lokalizalas megerdsitése érdekében a markert
burgonyéban is visszatérképezték, amely aldtdmasztotta a paradicsom térképen meghatarozott
poziciot. A régio finomtérképezését kovetden egy BAC klont is azonositottak, amelyben mind
a harom, a génnel szorosan kapcsolt markert azonositani tudtak, azonban a transzformacios
vizsgalatok eredményeibdl arra kovetkeztettek, hogy a gén recessziv alléljat izolaltak
(http://www.cipotato.org/market/PgmRprts/pr95-96/program3/prog36.htm).  Gebhardt és
Valkonen (2001) azonban feltételezik, hogy a téves gén izolalds oka, a novényanyag nem
megbizhat6 pedigréjében lehet.

Flis és munkatarsai (2005) egy a Ry géntdl 13,7 cM-ra elhelyezkedd ISSR markert is
azonositottak, amelyet az el6z6 munkaval ellentétben a XII. kromoszomara térképeztek. A
pozicid megerdsitéséhez tovabbi négy a XII. kromoszoméra térképezett RFLP markert
alakitottak STS (GP81) vagy CAPS (GP122, GP204, GP269) markerr¢, amelyekkel szintén
kapcsoltsagot tudtak kimutatni. A két munka kozotti kiilonbséget a szerzk egyrészt Gebhardt
¢s Valkonen (2001) feltételezésére hivatkozva a térképezéshez hasznalt ndvényanyag eltérd

pedigréjével magyarazzak, masrészt a két kiillonbozd térképpoziciot, mint 0, a korabbitol
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eltérd lokuszt hataroztak meg. Az 0j 10kuszt Ryy.-f-nek nevezték el, mivel a ndvényeik
fertilisek voltak annak ellenére, hogy a Ryy.-val introgresszalt novények altaldban himsterilek
(Flis et al. 2005).

Song ¢és munkatdrsai (2005) dihaploid térképezési populaciot hasznalva 12, a Ryy, génnel
kapcsolt AFLP markert azonositottak, amelyeket - egy korabban ebbe a kapcsoltsagi
csoportba lokalizalt a 7G28 RFLP markertdl (Gebhardt et al. 1991) 10 cM-ra elhelyezkedd
SSR markerrel (STM0003) mutatott kapcsoltsdg alapjan — a XII. kapcsoltsagi csoportba
térképeztek. A marker detektalasdhoz hasznalt primerekkel azonban nem a vart méretti (141
bp) fragmentumot, hanem egy kisebb 111 bp méretii amplifikatumot azonositottak, amelyet uj
lokuszként (STMO0003-111) irtak le. A szerzék tovéabbi, a XII. kapcsoltsagi csoportba
térképezett SSR markerekkel, és a Flis és munkatarsai (2005) altal publikalt markerekkel sem
tudtak kapcsoltsdgot kimutatni, igy az 0j lokuszt nem sikeriilt visszatérképezniiik. Minddssze
a GP81 STS markerrel tudtak tavoli 35 cM kapcsoltsagot kimutatni. Ugyan a két tanulmény a
gént hasonld pozicioba, a XII. kromoszoéma rovid karjara lokalizalja, Song €s munkatarsai
(2005) felvetik, hogy a két kiilonbozo térképhely eltéré géneket is reprezentalhat.

Heldéak és munkatérsai (2005) IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism), illetve
REMAP (Retrotransposon-microsatellite Amplified Polymorphism) technikakkal vizsgaltak
PVY rezisztens €és fogékony burgonya genotipusokat, valamint a Santé x C2264, és D4331 x
Santé keresztezésekbdl szdrmazo a Ry, génre nézve hasadé F, vonalakat. A primereket a 75t/
(Tyl-copia csalad), PORE2 (Ty3-gypsy csalad), valamint a SOL3 (LINE csalad)
retrotranszpozonok szekvencia informaciéi alapjan tervezték. Két marker jeldltet
azonositottak a rezisztens bulkban, valamint a rezisztens utddokban, azonban ezek térképhely
¢és géntdl valo tavolsaga nem ismert.

Késoébb Witek és munkatarsai (2006) multiplex PCR eljarast fejlesztettek ki, amely lehetdvé
teszi a S. stoloniferum eredetii PVY extrém rezisztencia gén (Ryy.-f) valamint a S. ¢ ssp.
andigena eredetli PVS rezisztencia gén (Ns) szimultan szelekcidjat. Az eljarast a korabban
kozolt Ns génnel kapcsolt SC811,54 (Marczewski et al. 2002) és a Ryy,-f génnel kapcsolt
GP122 CAPS markerekre alapoztak. Ez utobbi marker kimutatdsdhoz a szerzok uj primert
part fejlesztettek, amelynek hasznélatdval - EcoRV restrikcios emésztést kdvetden - a
korabban leirt 718 bp méretii fragmentum (Flis et al. 2005) helyett 564 bp méretii terméket
kaptak. A két fragmentum kimutatasdhoz hasznalt primer parokbdl a reverz primerek
szekvencigja teljesen kiilonb6zd, mig a forward primerek csaknem azonosak. A kiilonbség
minddssze, hogy az 564 bp méretli fragmentum kimutatdsahoz hasznalt froward primer a 3’

végén tovabbi négy nukleotidot taralmaz.
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2.9. Marker alapu szelekcio (MAS)

Az intenziv molekularis genetikai kutatasok eredményeként mara szdmos — kiilonbodzo
génekhez kapcsolt - DNS marker all rendelkezésiinkre a marker alapt szelekci6d gyakorlati
megvalositdsahoz. A ndvényi térképek koziil jelenleg a burgonyaé az egyik legjobban telitett
(Barone 2004), amelyen eddig tobb mint 25 egyszeres dominans gént lokalizaltak. Ezek
nagy része valamilyen betegséggel szemben rezisztenciat kontrollald gén.

A burgonyaban elséként térképezett Grol rezisztencia génhez (Barone et al. 1990), és a HI
(Gebhardt et al. 1993) génhez kapcsolt CP56 és CP113 RFLP markerek szekvenciaja alapjan
Niewohner és munkatarsai (1995) PCR alapu STS markereket fejlesztettek, amelyeket
sikeresen alkalmaztak 136 burgonya genotipus szelektalasara. A burgonya - virusokkal
szembeni - rezisztencia nemesitésében marker alapt szelekciot ezidaig az Ry.., gén esetén
alkalmaztak. Himéldinen és munkatérsai (1997) az Ry.., gént hordozd, diploid és tetraploid
Solanum genotipusokat szelektaltak egy, a gént6l 2 cM-ra térképezett RFLP markerrel
(TG508). Vizsgalataik sordn nem azonositottak a gén ¢és a marker kozott rekombinacidt
mutatd genotipusokat. Kés6bb a nagyobb hatékonysag és egyszeriibb hasznalat érdekében a
génnel koszegregald rezisztencia gén-szerli (RGL) fragmentumokbol - a szekvencia
kiilonbségek alapjan - SCAR markereket fejlesztettek, amelyekkel 103 kiilonb6z6 genetikai
hattérrel rendelkezd diploid és tetraploid genotipust szelektaltak szintén 100%-os
biztonsaggal (Kasai et al. 2000, Barone 2004).

Gebhardt és munkatarsai (2006) PCR alapi markerek szimultan alkalmazéasaval végeztek
szelekciot négy, - az Ry.qq, Rxl, Senl valamint a Grol gének kombindlasat célzd — dsszesen
110 F, genotipust tartalmazé keresztezésben. A szelekcidhoz, az Ry.., génhez kapcsolt RYSC3
(Kasai et al. 2000), az Rx génhez kapcsolt CP60 CAPS (Bendahmane et al. 1997) markereket,
valamint a Grol gén specifikus primereket (Paal et al. 2004) és a Senl génnel kapcsolatba
hozhaté NI25 cDNS (Hehl et. al. 1999) szekvenciajara tervezett primereket (Bormann et al.
2004) alkalmaztak. Ugyan a vizsgalt populacido egyedszama kicsi volt, a marker alapu
szelekcid minden esetben a rezisztencia tesztnek megfeleld eredményt mutatta.

A nemesités szempontjabol értékes tulajdonsagok nagy része vad burgonya fajokbol ered
(Barone 2004), amelyeket interspecifikus keresztezésekkel introgresszalnak a termesztett
burgonyaba. A bevinni kivant célgénhez kapcsolt nem kivanatos tulajdonsadgok eliminécidja
azonban tobbszori visszakeresztezéseket igényel, folyamatos szelekcids nyomas alatt.

Az adott génhez kapcsolt molekularis markerek hasznélatdval az introgresszi6 folyamata

lerdvidithetd, mivel a célgénhez kapcsolt specifikus markerekkel meggyorsithato a rekurrens
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genom visszanyerése (Hospital et al. 1992). Barone ¢és munkatarsai (2001) a S. commersonii
vad faj hasznos tulajdonsdgainak a termesztett burgonyaba beépitése sordn sikeresen
alkalmaztak, a Sebastiano €s munkatarsai (1999) altal azonositott RFLP ¢s RAPD markereket.
Noha a fent emlitett vizsgalatok a molekularis markerek szelekcioban torténd sikeres
alkalmazasar6l szamolnak be, felhasznalasuk lehetOsége a gyakorlati nemesitésben mégis
ellentmondasos. Tan ¢és munkatarsai (2005) a fentieknek ellentmondd eredményekrdl
szamoltak be. 238 diploid ¢és tetraploid burgonya genotipust vizsgaltak vad fajokbol
introgresszalt fonalféreg és burgonyavész elleni rezisztencia génekhez kapcsolt molekularis
markerekkel. Az esetek nagy részében azonban vagy nem tudtdk azonositani a markert, vagy a
reakcid soran nem megfeleld méreti termék amplifikdlodott. Eredményeikbdl arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a burgonya heterozigdtasaga limitdlja a markerek
alkalmazhatdsadgat a gyakorlati nemesitésben. Hasonlé eredményekre jutottak Kreuz és
munkatarsai (2005), akik az RI/MI (Ballvora et al. 2002) markert ugyan sikeresen, de két
tovabbi CAPS markert (GP21, SPUD237) (Meksem et al. 1995, De Jong et al. 1997)

eredményteleniil alkalmaztak az R/ gén analizisére.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Novényanyag

3.1.1. Pedigré informaciok

A génnel kapcsolt markerek azonositasahoz ¢€s a térképezéséhez hasznalt hasado F, populéciot
a White Lady (WL) valamint az S440 nemesitési vonal keresztezésével allitottuk eld. A
sziildpartnerek ugyan morfologiailag nagyon hasonloak voltak a pedigréjiik azonban teljesen
kiilonbozott. A keresztezésben - himsterilitdsa miatt - anyai vonalként szerepldé WL-t a
keszthelyi Burgonyakutatasi Kozpont-ban nemesitették és mint fajtat, 1994-ben ismerték el. A
WL egyéb rezisztencia gének mellett a S. stoloniferum vad burgonya fajbol szarmazd Ry,
gént is hordozza, vagyis extrém rezisztenciaval rendelkezik a PVY-al szemben, ugyanakkor
extrém rezisztenciat mutat a PVA, és a PVV virusokkal szemben is.

A WL-t a Ke40 és a 71.17/6 N+B nemesitési vonalak keresztezésével allitottak eld, ahol az
anyai partnerként szerepld Ke40 vonal hordozta a Ryy, gént. A Ke40 nemesitése soran
felhasznalt, az egykori Nyugat-Németorszdgbol szarmazo vonalak pedigréje a hianyos
dokumentacié miatt nem pontosan ismert, igy a PVY extrém rezisztencia forrast csak faj
szinten ismerjik.

A WL komplex rezisztenciajanak kialakitdsa soran a nemesitOk egyéb vad fajokat (S.
tuberosum ssp. andigena, S. acaule, S. demissum, S. verneii) is felhasznaltak, igy a fajta - a
fent emlitett rezisztencia tulajdonsagai mellett - jo szant6foldi rezisztencidval rendelkezik a
burgonya levélsodrodas virussal (PLRV) szemben, valamint rezisztens a gumovarasodassal, a
burgonya fonalféreg Rol ¢és Ro4 rasszaival, és a lombfitoftoraval szemben (magas foku
rezisztencia) is.

A keresztezésben pollen donorként szereplé S440 vonal (Wisconsin University, USA) - noha
szdrmazasa nem teljesen ismert - nem hordozza sem a Ry, gént, sem mas vad burgonya fajbol

szarmaz6 PVY rezisztenciagént.

3.1.2. Hasado populacio eléallitasa

A WL ¢és S440 keresztezése soran fogott magokbdl eldszor palantakat neveltiink. A palantakat
eliiltetve a novények alatt fejlodott gumokbol egyet kivalasztva azt 4jbol eliiltettiik, igy végil
195 F, genotipust kaptunk, a ndvények alatt fejlédott gumok szamatdl fiiggden 1-11 egyeddel.
A novényeket vektormentes iiveghazban, 20-23°C hémérsékleten, természetes megvilagitas

mellett neveltiik.
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3.1.3. A markerek alkalmazhatosaganak vizsgalatahoz felhasznalt fajtak

A markerek alkalmazhatosaganak ellenorzésére tobb magyar, holland és német fajtat is
bevontunk a vizsgéalatokba. A fajtadk egy része kiilonbozé vad Solanum fajokbol szdrmazd
PVY extrém rezisztencia gént hordoz, mig masik résziik fogékony a virusra. A Bettina,
Ciklamen, Goliat, Hopehely, Kankan, Lorett, Luca XL, Rioja, Santé, Vénusz fajtdk a Ry,
gént hordozzék, mig az Aladin, Cleopatra, Dura, Kondor, Kuroda, Ratte, Somogyi sarga kifli,
Stirling, és Viktoria fajtak fogékonyak a PVY-ra. A Pannodnia és Rachel fajtak a S. chacoense

vad fajbol szarmazo Ry, extrém rezisztencia gént hordozzak.

3.1.4. Solanum stoloniferum szamazékok

A marker szekvencidk eredetének megallapitasa, valamint a keszthelyi nemesitési anyagokban
¢s fajtdkban szerepld Ryy, gén eredetének vizsgdlata érdekében kiilonb6zo, ismert PVY
rezisztencia tulajdonsdga S. stoloniferum szérmazékokat is megvizsgaltunk, melyeket a
németorszagi Gross-Liisewitz Burgonya Génbank bocsatott rendelkezésiinkre. A nyolc
szarmazekbol 6t rezisztens, (génbanki szam: 68, 528, 536, 620, 766), mig harom fogékony
(génbanki szam: 509, 533, 545) volt.

3.1.5. A markerek alkalmazhatosaganak ellenorzéséhez felhasznalt populaciok

A markerek alkalmazhatdsagat megvizsgaltuk egy - jo chips tulajdonsdgokkal és PVY extrém
rezisztenciaval rendelkezd - 0 fajta eldallitdsara iranyuld nemesitési program keretében
végzett, harom keresztezés F, utodain, valamint a WL és S440 kozott készitett wjabb
keresztezés eredményeként kapott 502 F, genotipuson is.

A keresztezésekben felhasznalt két magyar fajta (WL, Rioja) hordozza a Ry, gént, mig a
német Impala, valamint a két amerikai nemesitési vonal (S440, S438) fogékony a virusra. A
keresztezésiikkel eldallitott populdciok tehat hasadtak a Ry, génre nézve. A Ryy, gént
tartalmazo fajtdkat - citoplazmas himsterilitisuk miatt - anyai partnerként hasznaltuk a
keresztezésben. A keresztezéseket harom kiilonb6z6 kombinacidoban végeztiikk, amelyek a
kovetezdek voltak: WL x S438, Rioja x S440, WL x Impala. A WL x S438 keresztezése soran
19 F, genotipust, mig a WL x Impala és Rioja x S440 keresztezések eredményeként 79 €s 91
F, genotipust kaptunk. A keresztezésben felhasznalt fajtdk és vonalak tetraploidok voltak, és a
korabbi vizsgalataink eredményei alapjan a rezisztens fajtak szimplex allapotban hordoztdk a

Ry, gént.
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A novényeket — hasonldan a térképezd populaciod vonalaihoz — vektormentes liveghdzban, 20-
23°C hémérsékleten, természetes megvilagitas mellett tartottuk fenn.

3.1.6. A névények in vitro fenntartasa

A térképezési populacidé minden egyedét valamint a fajtdkat in vitro is fenntartottuk,
hormonmentes MS (Murashige — Skoog, 1962) taptalajon, 4-6 hetenkénti passzalassal. Az 500
ml-es neveléedényekbe 50 ml, 0,8 % bakteriologiai agarral szilarditott taptalaj (pH 5,8)
keriilt. A passzalasok soran 2-3 riigyes szardarabokat helyeztiink a taptalajra, és 3-5 hét utdn a
riigyekbdl fejlédo 0j hajtasok leveleit hasznaltuk fel a DNS tisztitdshoz. A ndvényeket 22°C
nappali, illetve 18°C éjszakai hdmérsékleten, 10 6ras 3000 Im x m* megvilagitids mellett

neveltik.

3.2. PVY rezisztencia vizsgalata

3.2.1. Fertozés

A fert6zési tesztek sordn a WL x S440 keresztezésbol szarmazd 195 F; genotipus minden
egyedét 4-6 leveles allapotban, gumodszamtol fiiggéen de legaldbb harom ismétlésben
mechanikailag inokulaltuk a PVY™™ torzsének Dy izolatumaval (karborundum por, puffer,
virus szuszpenzid), amelyet dohdnyban (Nicotiana tabacum Xanthi-nc) tartottunk fenn. A
tiineteket a fertézést kdvetd 4., 5., és 6. héten felvételeztiik. Mivel a kiilonboz6 egyedekben a
virus eltéré mértékben szaporodhat, igy egyes novényekben mar a fertdzést kovetd negyedik,
mig masokban csak a hatodik héten valik a viruskoncentracid olyan mértékiivé, hogy az
lathato tiineteket produkal, és virus DAS-ELISA-val is kimutathato.

Mindegyik a 4. héten - a PVY fert6zésre jellemz6 - szimptomat mutatd novényt a fogékony
genotipusok koz¢ soroltunk, mig a tiinetmentes ndvényeken elvégeztik a szeroldgiai
vizsgalatot. A pozitiv, tehdt a virust kiiszobérték feletti koncentracidban tartalmazo
novényeket, szintén a fogékony genotipusba soroltuk. A rezisztens nodvényeket tovabb
vizsgalva a szimptomatologia és a szerologiai vizsgalatokban, csak az 6todik, majd a hatodik

héten is rezisztensnek mutatkoz6 novényeket soroltuk az extrém rezisztens genotipusok kozé.

3.2.2. DAS-ELISA teszt
A virus detektalasara alkalmazott szeroldgiai modszer a DAS-ELISA (Double Antibody

Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (Clark ¢s Adams 1977) volt. A vizsgalatot
a Lowe Biochemica Gmbh. poliklondlis antitesteket tartalmazo kitjével (Cat. No. 07038) a
gyartd Utmutatdsai alapjan végeztiik. A reakcid soran bekdvetkezd szinintenzitds valtozast

EPD-1 fotométerrel mértiik. A vizsgalatban kapott extinkcios értékekbdl a vak probak atlagat
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levonva (a vak préba csak puffert tartalmaz, annak ellendrzésére, hogy a reakcid végbement-
e), a kapott érteket a szamitott fertdzési kiiszobértékhez viszonyitottuk. A fertdzési
kiiszObérték szamitasa a kovetkezd képlettel tortént: K = [(Xp.max — Xnmin) X 3] + T, amelyben

K¢ = Fertdzési kiiszobérték, X, mx = Legmagasabb negativ kontroll, X,mnn = Legalacsonyabb

negativ kontroll és a ', = negativ kontroll atlaga.

Amennyiben egy adott minta extinkcids értéke meghaladta a szamitott fertézési
kiiszobértéket, a genotipust fogékonynak osztilyoztuk. A szeroldgiai vizsgéalat soran csak
azokat a genotipusokat tekintettiik rezisztenseknek, amelyeknek minden egyede negativ volt;
mig azokat, amelyek akar egy pozitiv eredményt mutaté egyedet is tartalmaztak, a fogékony
genotipusok kozé soroltunk.

Az egyetlen egyedet tartalmazd genotipusokat, a rezisztencia tesztek eredményétdl

fiiggetleniil kihagytuk a tovabbi vizsgalatainkbol.

3.3. Molekularis analizis

3.3.1. DNS tisztitas

A novényekbdl a DNS-t Walbot és Warren (1988) eljarasa alapjan izolaltuk, amelyen kisebb
modositdsokat végeztink. Az in-vitro ndovények leveleit (100 mg) folyékony nitrogén
jelenlétében porra zaztuk, majd 1,5 ml lizis puffert (15% szachar6z, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
50 mM EDTA (pH 8.0) 500 mM NaCl) adtunk hozza. Egy centrifugalast kovetden a
folyadékot a mintdkrdl eltavolitottuk. A csapadékhoz 300 pl 20T-10E puffert [(20 mM Tris
HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)] és 20 ul 20%-os SDS-t adtunk, majd 70°C-on 15
percig inkubaltuk. 150 pl 7,5M ammonium-acetat hozzdadasa utan a mintakat 30 percre jégre
tettiik. Centrifugalast kovetden a felso tiszta réteget tiszta Eppendorf csovekbe pipettaztuk, és
azonos mennyiségli izo-propanolt hozzdadva 15 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk.
Ujabb centrifugaldas utan a folyadékot eltavolitottuk, és a DNS-t 500 pl TE pufferben
visszaoldottuk. CIA (kloroform:izoamil-alkohol = 25:1) kezelést kovetéen, 40 pl 5SM-os
natrium—acetatot és Iml etanolt adtunk a mintakhoz, majd 0jbol centrifugaltuk. Végiil, 70%

etanolos tisztitas utdn, a DNS csapadékot TE pufferben visszaoldottuk.

3.3.2. Csoportok képzése és RAPD analizis
A szegregald populdcid egyedeibdl — a szerologiai vizsgalatokban kapott eredményeknek
megfeleléen - 10 PVY rezisztens és 10 a virusra fogékony novényt véletlenszerlien

kivalasztva, majd azok levélmintait egy mintaként kezelve rezisztens és fogékony csoportokat
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képeztiink. Késobb a csoportot alkotd egyedek szdmat 25-25-re emeltiik. A DNS-t a 3.3.1
fejezetben leirtak szerint izolaltuk, a felhasznalt anyagok mennyiségét a minta tomegének
megfelelden aranyosan megnovelve.

A RAPD analizis sordn a PCR reakciot mintanként 20 pl reakcio eleggyel végeztiik, amely a
kovetkezd komponenseket tartalmazta: 20 ng templat DNS, 2 mM dNTP (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), 2 mM 10x PCR puffer [(1 x 10 mM TrisHCI, (pH 8.8), 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl
¢s 0,1% Triton X-100)], 20 pM a primer par mindkét tagjabol (Sigma Genosys Ltd.), és 0,4
Unit Dynazyme DNS polymerdz enzim (Finnzymes Oy, Finland).

A PCR reakcidk soran primer parokat alkalmaztunk, mivel korabbi vizsgalataink azt mutattak,
hogy igy nagyobb szamu polimorfizmust tudunk detektdlni. 97 primer, mintegy 3000
kombinaciojaval teszteltilk végig a két csoportot, valamint a sziilok DNS mintait. A
primereket a reakcidkban gy péarositottuk, hogy azok egymassal ne legyenek
komplementerek. A PCR reakciot a kdvetkezd profil szerint végeztiik: 1 ciklus 94°C, 1 perc,
majd ezt kovette 35 cikluson at 94°C 30 masodperc, 37°C 1 perc, 72°C 2 perc, a végso
extenzid 72°C 10 perc volt.

A RAPD analizishez felhasznalt primerek szekvencidit a fliggelék 1. tdblazata tartalmazza.

3.3.3. Elektroforézis, gél értékelés

A 20 pl PCR termékeket 5 ul BPB-vel (Brome-Phenol Blue Xylene Cyanol) festettiik, majd
az PCR reakcidé soran kapott termékeket 20 cm x 16,5 cm-es, 1,5%-0s agar6z (Promega)
gélen, 0,5x TBE (Tris-HCI-Boric acid-EDTA) pufferben vélasztottuk szét (220V 1,5 o6ra). A
géleket 20 percig ethidium-bromidot tartalmaz6é TE pufferben (85 pl/1000ml) festettiik. A
mintazatot folyd csapvizes Oblitést kovetden, a Syngene GeneGenius géldokumentacios

rendszerével detektaltuk és értékeltik.

3.3.4. Intron-targeting analizis

3.3.4.1. Primer tervezés

Az intron-targeting modszer sordn szazhuszonkilenc primer part terveztiink, az
adatbazisokban elérheté mar klonozott - tehat ismert szekvencidji - burgonya gének, illetve
egyéb burgonya szekvencidk (EST, mRNS, cDNS) alapjan. A klonozott gének esetén a
primereket az intronokat kozrefogd exonokra terveztik ugy, hogy azok az intront
amplifikaljak. Egyéb szekvencidknal, mivel az intronok helye nem ismert ezért a
szekvenciakkal homologia keresést végezve a primereket a valoszintisithetd intront hatarold

exon régiokra  terveztik. A  primerek tervezéséhez a  Primer3  szoftvert
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(http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) hasznaltuk. A tervezett primer

parok szekvenciajat a fiiggelék 2. tablazata tartalmazza.

3.3.4.2. PCR reakcio és gélelektroforézis

A vizsgalatok soran hasznalt PCR reakcioelegy Osszetétele megegyezett a RAPD vizsgalatnal
leirtakkal, mig a reakciot a kdvetkezd profil szerint hajtottuk végre: 94°C 3 perc 1 ciklus, ezt
kovette 35 cikluson keresztiil 94°C 1 perc, a primer parnak megfeleld kapcsolodasi
hémérsékleten 1 perc majd 72°C 1 perc. A végsd extenzid 72°C 7 perc volt.

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk, a primerek valoban azt a fragmentumot amplifikéaltdk
amelyekre azokat terveztiik, elvégeztiikk a PCR soran kapott termékek resrtrikcidos emésztését.
Ennek soran — a Webcutter V2.0 szoftver segitségével
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) — elkészitettik a fragmentum restrikcids
térképét, majd harom kiilonb6zd restrikcidos enzimmel elvégeztik az emésztést a gyartd
utmutatasainak megfelelden. A fragmentumokat a 3.3.3 fejeztben leirtak szertint valasztottuk

Szét.

3.3.5. Funkcionalis markerek vizsgadlata

A RAPD marker lokuszok ¢és a gén térképi helyének meghatdrozdsahoz — mas
kutatocsoportok eredményet figyelembe véve (Brigneti et al. 1997, Flis et al. 2005, Song et al.
2005) - leteszteltiik a Chen és munkatarsai (2001) altal a XI. kapcsoltsagi csoportba
térképezett Dbe, Sutl, Tall, ShkB, ¢s a XII. kapcsoltsagi csoportokba lokalizalt Sus4, valamint
Ppe CAPS markereket (Fliggelék 3. tablazat) a térképezd populacionkon. A PCR reakciot, és
a restrikcidés emésztését (Tagl, Rsal, Alul) a szerzOk 4altal leirtak szerint végeztik. Az

elektorforézist a RAPD vizsgalatokkal megegyezo kondicidk szerint végeztiik.

3.3.6. Mikroszatellit analizis

A markerek kromoszomalis lokalizalasahoz Milbourne és munkatarsai (1998) altal fejlesztett,
a burgonya XI. (STM0037, STM1009, STM2005, STM0025), valamint XII. kromoszomajara
térképezett (STM0003, STM0007, STM0032, STM0030, STM0014, STM0040, STM1045,
STM2028) SSR markereket is felhasznaltuk. A PCR reakcidt a szerzok leirasa alapjan
végeztiikk. A felhasznalt primerek szekvencidit a fliggelék 4. tablazata tartalmazza. A PCR
termékeket agardéz gélen tortént ellendrzés utan MetaPhore (Cambrex, USA) gélen
valasztottuk szét. A géleket ethidium-bromiddal festettiik, majd a Syngene GeneGenius

géldokumentacios rendszerével detektaltuk, és értékeltiik.
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3.3.7. Ryq, génhez kapcsolt egyéb markerek alkalmazhatosaga

3.3.7.1. AFLP markerek vizsgalata

A Brigneti és munkatarsai (1997) altal azonositott négy, a Ry, génnel kapcsolt AFLP markert
(M17, M45, M5, M6) jelenlétét az altalunk eldallitott hasadd populacidban is megvizsgaltunk.
A vizsgalathoz az Analysis System I (GIBCO BRL) kitet hasznaltuk. A DNS emésztését
(Msel ¢és Pstl resrikcios endonukleazok), a preszelektiv és szeletiv amplifikaciot a szerzok,
valamint a gyart6 Gtmutatdsai alapjan végeztiik. A markerek kimutatdsahoz hasznalt primer
parok szekvenciai a fliggelék 5. tablazataban lathatok.

A termékeket denaturdld polyacrilamid gélen valasztottuk szét, a mintazatot eziist-nitratos
festéssel tettiik lathatova, a kovetkezd eljaras szerint: 20 perces fixalast kovetden (50%
metanol, 10% ecetsav), a gélt 20 percig ekvilibraltuk (5% metanol, 7% ecetsav), majd 3-szor
20 perces vizes Oblités utan, 20 percig festettiik (0,1%-o0s eziist-nitrat). Az el6hivas (3%-os
Na-karbonat, 0,05% formaldehid) utan a folyamatot 10%-0s ecetsav-oldattal allitottuk le. A

kapott mintazatot a Syngene GeneGenius géldokumentaciods rendszerrel értékeltiik.

3.3.7.2. 8STS és CAPS markerek vizsgdlata

A vizsgalataink soran leteszteltik egy id6kozben megjelent, lengyel kutatdcsoport altal
publikalt, az Ry, génnel kapcsolt STS (GPS81) valamint CAPS markereket (GP122, GP204,
GP269) is. A PCR reakciot ebben az esetben is a szerzok leirasa alapjan végeztiikk. A CAPS
markerek kimutatdsahoz sziikséges restrikcios emésztést a szerzok altal leirt restrikcids
endonukledzokkal (EcoRV, Ddel, Tagl) (New England BioLabs) - a gyarté Gtmutatdsai alapjan
végeztilk. Az elektroforézis és a mintazat detektdlasa a 3.3.3. fejezetben leirtak szerint
végeztiik. A markerek kimutatasdhoz hasznalt primerek szekvenciait a fiiggelék 6. tablazata

tartalmazza.

Késobb Witek ¢s munkatarsai (2006) 0j primer part kozoltek a GP122 marker kimutatidsahoz,
amellyel — a megfeleld restrikcids emésztést kovetden (EcoRV) - a Flis és munkatarsai (2005)
altal leirtakkal ellentétben nem 718 bp hanem egy kisebb 564 bp méretli szakaszt
azonositottak. Ezért a GP12255, markert is megvizsgaltunk az altalunk eldallitott hasadd
populacidban.

A PCR reakcidt a szerzok altala leirt Osszetétel €s profil szerint végeztiik el. A reakcidohoz
hasznalt primerek szekvencidja a kovetkezd volt:

GP12255 forward: 5’-TATTTTAGGGGTACTTCTTTCTTATGTT-3’

GP12255 reverz: 5’-CTGTCAAAAAAATTCACTTGCATAACTAC-3’
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A PCR soran kapott termékeket agar6z gélen visszaellendriztiik, majd a sikeres amplifikéciot
kovetden elvégeztiik a termékek restrikcidos emésztését a szerzOk altal leirt enzimmel a gyarto
utmutatasai szerint. Az emésztés utdn kapott termékeket a RAPD vizsgélatoknal (3.3.3.

fejezet) leirtak szerint valasztottuk szét.

Song (2004) egy - a génhez szorosan kapcsolt - AFLP marker szekvencigja alapjan harom
specifikus primerpart tervezett, amelyekbol kettd alkalmasnak bizonyult a PVY rezisztens ¢€s
fogékony genotipusok szelekcigjara. A MAS gyakorlati megvaldsitidsa érdekében
megvizsgaltuk ezek alkalmazhatdsdgat az altalunk készitett keresztezésekben is. A PCR
reakciot a szerzOk altal leirt profil szerint, a fliggelék 7. tdblazataban kozolt primerek
felhasznalasaval hajtottuk végre. Az amplifikditumok szétvalasztdsa és kimutatasa a fentebb

leirtaknak megfelelden tortént.

3.3.8. A Ryuw, specifikus SCAR marker vizsgalata a Ry, gént hordozo genotipusok
szelekciojaban

térképezték, ahova Hamildinen és munkatarsai (1997) a S. ¢. ssp. andigena eredetli extrém
rezisztencia gént (Ry.q;) lokalizaltak. Megvizsgaltuk, hogy a Ry... génhez fejlesztett SCAR
marker (Kasai et al. 2000) kapcsolt-e a hasad6 populacionkban jelenlévo Ry, génnel. A PCR
reakciot a szerzok altal leirt kondiciok szerint, a 3.3.3s (5'-ATA CAC TCA TCT AAA TTT
GAT GG-3’), és az ADG23R (5'-AGG ATA TAC GGC ATC ATT TTT CCG A-3') specifikus
primer parok hasznélataval végeztiik. A gélelektroforézist ebben az esetben is a RAPD

vizsgalatokkal megegyezé mdodon hajtottuk végre.

3.3.9. Kapcsoltsagi analizis

A markerek legvaloszinlibb sorrendjének, valamint egymastol és a géntdl vald tavolsaganak
meghatarozasahoz a JoinMap (Stam és Van Ooijen 1995), valamint a Scottis Crop Research
Institute altal tetraploid genomok térképezésére kifejlesztett TetraploidMap szoftvereket
hasznaltuk (Luo et al. 2001). A TetraploidMap szoftvert a program készitdi bocsatottak

rendelkezésiinkre.
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3.3.10. RAPD marker szekvendlasa és specifikus primerek tervezése

A RAPD markereket reprezentdld DNS szakaszokat az agardz gélbdl kivagtuk, és SpinPrep
Gel DNA Kit-tel (Novagen), a gyartd uUtmutatasai alapjan tisztitottuk. A kapott DNS
szakaszokat a marker detektdlasdhoz hasznalt primer parokkal 0jbol felszaporitottuk, majd
elektroforézissel ellendriztik, hogy a megfeleld amplifikatumot izoldltuk-e. A marker
fragmentumokat a PCR terméekbdl kozvetleniil szekvenaltattuk, amelyet a g6dolloi
Biotechnologiai Kutatdé Kozpontban, ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer rendszerrel
végeztek el.

A szekvendlds utdn  kapott  bazissorrend alapjdn a  Primer3  szoftverrel

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 _www.cgi) specifikus primereket terveztiink

crcr

alkalmazhat6 szelekcids rendszer megvaldsitasahoz.

3.3.11. Homologia vizsgalat

A markerek szekvencia informécioi alapjan homologia keresést végeztiink, amely informaciot
szolgaltathat a marker fragmentumok eredetérdl, struktirajarol, esetleg alternativ eszkoze
lehet a markerek lokalizalasanak. A homoldgia kereséshez a DDBJ (DNA DataBank of Japan)

valamint a BlastX nyilvanos adatbéazisokat hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A fertozési tesztek eredményei

A White Lady és S440 keresztezésbdl fogott magokbol novényeket neveltiink, majd az alattuk
fejlodott gumokat eliiltetve az egyes genotipusokat felszaporitottuk. Az igy kapott klénokon -
az elérhetd gumdszamtodl fiiggden, de legalabb harom ismétlésben - elvégeztiik a rezisztencia
teszteket.

A mechanikai inokulaciot kovetd negyedik, otodik ¢és hatodik héten végzett
szimptomatologiai vizsgalatok sordn, a PVY fertdzésre jellemzd tlinetegylittesbdl pl.: a
levelek deformécidja, érnekrézisa, vagy mozaikossaga kizardlag ez utdbbit tapasztaltuk a
fertozott, fogékony novényeken. A rezisztens novényeken — a vartnak megfeleléen - nem
tapasztaltunk sem lokalis, sem szisztemikus tiineteket.

Mindegyik az inokul4ci6 hatasara tiinetet produkaldé ndvénybdl a virust DAS-ELISA
vizsgalattal is ki tudtuk mutatni, mig a rezisztens ndvényekben a virus koncentraci6 a
szamitott kiiszobérték alatt maradt. Tizennyolc F; genotipust azonositottunk, amelyekben az
egyes klonok eltérd abszorbancia értéket mutattak. Némely klonban a fert6zési kiiszobérték
feletti, mig masokban extrém alacsony abszorbancia értéket detektaltunk. Ezeket a
genotipusokat az anyag és modszerben leirtak szerint a fogékony genotipusok kozé soroltuk.
A fogékony egyedekben a virus koncentracid atlagosan harmincszorosa volt a rezisztens

egyedekben detektalt abszorbancia értéknek. Mivel minden F, genotipusbdl tobb klont is
fertéztiink ezért genotipusonként egy atlagos abszorbancia értéket (F..,) is szamitottunk.

Adott T, értékhez az azt mutatd F, genotipusok szamét hozzarendelve, két egyértelmiien
elkilonithetd maximumot azonositottunk, tehat a rezisztencia bimodalis hasadast mutat. A
két maximum a két kiilonb6zo fenotipus osztalynak (rezisztens:fogékony) felel meg.

A rezisztencia tesztek soran — a két csoportnak megfelelden - 95 rezisztens és 100 fogékony
egyedet kiilonitettiink el (Fiiggelék 8. tablazat), amely - a burgonyaban eléfordul¢ kiilonb6zo
oroklédési modellekre statisztikailag tesztelve - szignifikansan 1:1 hasadasi aranyt mutat
(x=0,082; 0,70<P<0,90). A gén tehat szimplex formaban van jelen a tetraploid WL
genomjaban, melynek genotipusa igy a rezisztencia génre nézve 'Rrrr’ mig a fogékony apai

partner genotipusa ’rrrr’ volt.
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4.2. Molekularis vizsgalatok eredményei

4.2.1. Markerezés és térképezés eredményei

4.2.1.1. Csoport analizis, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) analizis

A fertdzési tesztek és szerologiai vizsgalatok soran kapott rezisztencia tulajdonsadgok alapjan a
ndvényekbdl rezisztens, valamint fogékony csoportokat képeztiink. Mindkét csoportbdl 10-10
egyedet véletlenszertien kivalasztva izolaltuk az Osszgenomi DNS-t. A két csoport kozott
azonositott polimorf fragmentumokat a szegregald populacio egyedein tesztelve azonban nem
tudtunk a génnel még tavoli kapcsoltsdgot mutatdé markert sem azonositani. Ezért egy
masodik analizist is végeztiink, amelyben a csoportokat alkoté egyedek szamat 25-25-re
emeltiik. A nagyobb szamu egyedet tartalmazod csoportokat mintegy 3000 primer
kombinacioval tesztelve, tobb mint 100 polimorf PCR terméket kaptunk. Egyes
fragmentumok esetén a polimorfizmus nem az adott PCR termék meglétében vagy hidnyaban,
hanem annak intenzitasdban jelentkezett a két csoport kozott. Ez azt sugallta, hogy az
amplifikdtumot a bulk nem minden egyede tartalmazza, igy lehetséges, hogy az egyedek kozé
a random kivalogatas soran az adott (a polimorfizmust mutatd) fragmentumra nézve
rekombinans egyed(ek) keriilt(ek), igy ezeket is marker jeloltekként vizsgéltuk tovabb.

Az analizis soran végiil 6t jol ismételhetd markert azonositottunk a rezisztens sziildben,
amelyek hasadasa kapcsolatot mutatott a PVY rezisztenciajaval.

A marker jelolteket a hasad6 populacio egyedein tesztelve végiil megallapitottuk, hogy a
Ry, génhez legkdzelebb a RAPD9621 marker (1. dbra) térképezddott, attdl mitegy 0,53 cM
genetikai tavolsagra. Tovabbi két markert —a RAPD6846 (2. ébra.) és a RAPD9607 (3. abra.)
lokuszokat — 3,03 cM valamint 5,84 cM tavolsagra lokalizaltunk a géntdl. A RAPD7039
lokusz (4. abra) 9,13 cM genetikai tdvolsagot mutat a géntdl. Ez a négy marker a génnek

ugyanazon az oldalan helyezkedik el (6. dbra).
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Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

1. bra: A RAPD9621 marker a két sziilon (WL: @ S440: &) valamint 11 reziszetns és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a marker fragmentumot. M: 100 bp GeneRuler

sulymarker (Fermentas, Litvania).

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

2. dbra: A RAPD6846 marker a két sziildn (WL: @, S440: &) valamint 11 rezisztens és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a marker fragmentumot. A bekarikazott fragmentum

rekombinacios eseményt jelol. M: 100 bp GeneRuler sulymarker (Fermentas, Litvania).
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Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

3. dbra: A RAPD9607 marker a két sziilén (WL: @, S440: &) valamint 11 rezisztens és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a marker fragmentumot. A bekarikazott fragmentum

rekombindacids eseményt jelol. M: 100 bp stlymarker (Fermentas, Litvéania).

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

rid

4. abra: A RAPD7039 marker a két sziilén (WL: @, S440: &) valamint 11 rezsiztens és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a marker fragmentumot. A bekarikazott fragmentum

rekombinaciés eseményt jelol. M: 100 bp sulymarker (Fermentas, Litvania).

Az 0todik markert ezekkel szemben elhelyezkedd RAPDS&32-2 10kusz, 28,94 ¢cM genetikai
tavolsagot mutat a géntdl.
A markerek 6sszesen tehat 37,9 ¢cM genetikai tavolsagot fednek le. Mindegyik fragmentum -

a Ry, génhez hasonldan - szimplex allapotban van jelen a rezisztens sziildben.
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500 bp

100 bp

A markerek pontos helyzetének, és sorrendjének meghatarozasa érdekében a JoinMap
programmal (Stam és Van Ooijen 1995) szoftveres analizist végeztiink. Mivel mindegyik
marker szimplex éallapotban van jelen a rezisztens sziildben (simple dose fragment = SDF)
ezért ezek a fragmentumok genetikai tekintetben ugyantigy viselkednek a tetraploidokban,
mint a diploidokban (Kriegner et al. 2003), tehat a standard modszerekkel térképezhetdek.

Eredményeink szerint a RAPD markerek egy kapcsoltsagi csoportba térképezodtek a Ry,
génhez viszonyitva cisz (coupling) helyzetben. A markerek, program altal meghatérozott

sorrendjét, valamint a génhez viszonyitott helyzetiiket a 6. dbra szemlélteti.

4.2.1.2.1. Intron-targeting vizsgalatok eredményei

Az intron-targetting analizis sordn tervezett 129 primer part (Fiiggelék 2. tablazat), elsd
Iépésben a térképezd populacid két sziilopartnerén, ¢és hat F, egyeden teszteltiik
polimorfizmus azonositds céljabol. A primer parok mindegyike legalabb egy fragmentumot
amplifikalt. Harmincnégy primer par esetén azonositottunk hossz-polimorfizmust, melyeket
mint marker jelolteket a hasadé populacid F, genotipusain tovabb vizsgaltunk. Végiil, a

burgonya katalaz génjének (Z37106) 2. intronjara tervezett primer par amplifikalt egy 320 bp

méretli fragmentumot (Cat-in2), amely kapcsolatot mutat a Ry, génnel (5. abra).

4 R RRRR RRRRRRRRRS S S S S S SS M gy

: Q O Q 00 bp

5. dbra: A Cat-in2 marker amplifikicios mintizata a két sziilén (WL: @, S440: 3) és 14
rezisztens valamint 8§ fogékony F; genotipuson. A nyilak jelolik a marker fragmentumokat. A
bekarikazott fragmentum rekombinécios eseményt jelol. M: 100 bp GeneRuler sulymarker

(Fermenta, Litvania).

A marker — a hasadd populacid egyedein megvizsgalva — 12,5 cM genetikai tavolsagra

térképezddott a géntdl a RAPD7039-RAPDY62 1 markerekkel azonos oldalra (6. abra.).
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6. dbra: A markerek egymashoz, és a génhez viszonyitott helyzete. A bal oldali szamok a

markerek kozotti tavolsagokat jeldlik cM-ban feltiintetve.

3.6 Cat-in2
RAPD 7039
3,3
RAPD 9607
2.8
RAPD 6846
2,5
05 = \RAPD 9621
Ry,
289 |}
o
RAPD 832-2

Mivel a katalaz gén pozicidjarol irodalmi adatok nem alltak rendelkezésre, ezért homologia
vizsgalatot végeztliink, hogy megallapitsuk, mutat-e szekvencia hasonldsdgot esetleg
azonossagot egyéb szintenikus fajok ismert pozicioji génjeivel vagy szekvencidival. A
vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy a marker-szekvencidt tartalmazé katalaz gén
korabban a burgonya XII. kromoszomajara térképezett S2g/ (Gebhardt et al. 2003) 16kuszt is
tartalmazza (7. abra). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy hasonléan az S2g/ markerhez, a

Cat-in2 marker is a XII. kromoszoman lokalizalodik.

Cat-ing Sagl
JINNRRRRNNRRRRNNNARNRNNRANSH]

exon W1
[ ' — T
[ [
exon 1 exon IT exon ITT exon IV exon WV exon WVII exon VIII
—- )
Cat-in2 Cat-in2

primerl primer2

7. abra. A katalaz gén szerkezete, valamint a Cat-in2 és S2gl markerek fragmentumok

elhelyezkedése.
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Annak érdekében, hogy meggy6zddjiink a primerek valoban azt a fragmentumot szaporitottak
fel amelyekre azokat terveztiik, elkészitettiik a Cat-in2 marker restrikcios térképét. A
szoftveres analizis soran 24 vagasi helyet azonositottunk a fragmentumon, melyekbdl harom a
laboratériumunkban is rendelkezésre all6 enzimet — Rsal, Hinfl és a Haelll - kivalasztva
elvégeztiik a PCR sordn kapott termékek restrikcios emésztését.

Az emésztés utani kapott mintazatbol (8. abra.) lathato, hogy az enzimek a szoftveres analizis

soran meghatarozott poziciokban emésztették a primer par altal felszaporitott

fragmentumokat.
Rsal HinfT Haelll
260
W : .l
27 bp 94 bp 213 bp

500 bp

200 bp

8. abra: A restrikcios vagasi helyek elhelyezkedése a Cat-in2 fragmentumon, valamint az
emésztés utain elektroforetikus kép. WL: White Lady, M: 50 bp GeneRuler

sulymarker (Fermentas, Litvania).
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4.2.1.2.2. Az SSR és funkciondlis markerek vizsgalatainak eredményei

A jelen kutatdsi programmal parhuzamosan, de a laboratoriumunktél fliggetleniil dolgozo két
- szintén a Ryy, gén térképezésével foglakozd - kutatdcsoport ekdzben a gént a XII.
kromoszéma rovid karjan lokalizalta (Flis et al. 2005; Song et al. 2005), ezért tovabbi - a
Ry, génnel kapcsolt - markerek detektalasahoz, valamint a térképi pozicié megerdsitéséhez
az ezekben a kapcsoltsagi csoportokban lokalizalt PCR-alapti markereket hasznaltunk. Mivel
az RFLP technika alkalmazaséra laboratoriumunkban nem volt lehetdség, ezért PCR alapu,
ugyanakkor referencia pontként is hasznalhatd markereket kellett taldlnunk a gén
térképhelyének meghatarozasahoz. Az SSR markerek (Milbourne et al. 1998) valamint a
Chen és munkatarsai (2001) altal fejlesztett funkcionalis markerek hasznalata kézenfekvo
megoldasnak tlint. Munkank sordn tehat megvizsgaltuk a XI. és XII. kapcsoltsagi
csoportokba térképezett SSR markerek (Milbourne et al. 1998) (XI: STM0037, STM1009,
STM2005, STM0025; X11: STM0003, STM0014, STM0032, STM0007, STM0040, STM1045,
STM0030, STM2028) ¢és funkcionalis markerek (Chen et al. 2001) (XI: Dbe, Tall, Sutl, ShkB;
XII: Sus4, Ppe) kapcsoltsagat, egymashoz, a térképezett markerekhez valamint a Ry, génhez
viszonyitva.

A mikroszatellit vizsgalatok soran a Milbourne €s munkatarsai (1998) altal egy kapcsoltsagi
csoportba térképezett SSR 16kuszok kdzott nem tudtunk kapesoltsagot kimutatni. Minddssze
az STM0003 marker primer parja amplifikalt egy a vartnal (141 bp) kisebb méretii (111 bp)
fragmentumot, amely korreldl (2,95 cM) a génnel. A szerzok altal leirt 141 bp méretii

fragmentum ugyanakkor vizsgélatainkban monomorf mintazatot mutatott (9. ébra.)

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

O

9. abra: Az STM0003-111 SSR marker amplifikaciés mintazata a két sziilén (WL: @, S440:
3) valamint 11 rezisztens és 11 fogékony F, genotipuson. A nyil jeloli a marker
fragmentumot. A karikaval jel6lt genotipusokban rekombindcios esemény kovetkezett be. M:

50 bp GeneRuler sulymarker (Fermentas, Litvanai).
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Ezen kiviil csak a XII. kromoszéma hosszl karjara térképezett STM2028 marker (188 bp)
primer parjaval kapott 730 bp méretli fragmentum (S7M2028-730) mutatott gyenge
kapcsoltsagot az STM0003-111 SSR 16kusszal (17 cM). Az STM2028-730 marker
proximalisan térképezddott az STM0O003-111 16kusztol (10. dbra). A Ryy, gén és a négy
kozelebbi RAPD markerek tehat ugyanabba a kapcsoltsagi csoportba, az STM0003-111

16kusztdl disztalisan lokalizalodtak (10. abra).

A Chen ¢és munkatarsai (2001) altal fejlesztett funkcionélis markerek koziil hat markert
teszteltiink a sziilokon és a térképezd populacié egyedein. Az analizis sordn minddssze a XI.
kapcsoltsagi csoportba térképezett Sut/ marker mutatott polimorfizmust a megfeleld
restrikcios emésztést (Rsal) kovetden. A markert az F; ndvényeken tesztelve azonban még

tavoli kapcsoltsdgot sem tudtunk kimutatni sem az SSR 16kusszokkal, sem pedig a Ry,

génnel.
16 ™ Cat-in2 10. abra: A markerek és a Ry, gén térképi helye a
RAPD 7039 burgonya XII. kromoszéméjan. A bal oldalon
33
)3 RAPD 9607 feltlintetett szamok a markerek kozotti tavolsagokat
' RAPD 6846 s o
25 jelolik cM-ban kifejezve.
05 ST RAPD 9621
Ry
2,9
’ N STMO0003-111
17 ;5”

STM2028-730

RAPD 832-2

4.2.2. A marker fragmentumok eredete

A Ry, génhez legkozelebb térképezett négy RAPD (RAPD6846, RAPDY9621, RAPDY607,
RAPD7039) valamint az STM0003-111 SSR markert megvizsgaltuk a S. stoloniferum
szarmazékokon is, hogy informaciot nyerjiink a gént tartalmazd régid, és a marker

szekvencidk eredetérdl. A vizsgalatok soran kimutattuk, hogy mindegyik szarmazék - a
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rezisztencia tipustol fiiggetleniil — tartalmazza az altalunk azonositott négy a Ry, génhez
kozelebb térképezett RAPD markert. Az STMO0003-111 markert, hasonlban a RAPD
fragmentumokhoz, mind a nyolc S. stoloniferum szérmazékban azonositani tudtuk.
Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a gén koriili kromoszomarégié az STM0003-111
markert6l kezdve, egészen a géntdl legtavolabb térképezddott RAPD7039 markerig, mintegy

12,1 cM-os szakaszon S. stoloniferum eredeti.

4.2.3. RAPD markerek szekvendldsa

A markerezés eredményeinek gyakorlati alkalmazasa érdekében kisérletet tettiink a génhez
kapcsolt RAPD markerek SCAR markerekké alakitdsara. Noha a RAPD fragmentumok
vizsgalataink soran jol ismételhetdnek mutatkoztak, az atalakitas hatékonyabb alkalmazast, €s
specifikusabb amplifikéciot tesz lehetdve.

A négy — altalunk azonositott - Ry, génnel kapcsolt RAPD marker-fragmentumot kivagtuk az
agar6z gélbdl, majd tisztitottuk azokat. Egy tjabb PCR-el a célszekvenciakat felszaporitottuk,
¢s elektroforetikus ellendrzést végeztiink. Mindegyik, a gélbdl kivagott és felszaporitott
fragmentum esetén csak egy terméket kaptunk, amelyek mérete minden esetben megegyezett
az eredeti marker méretével. A PCR soran kapott fragmentumokat klonozas nélkiil,
kozvetleniil szekvenaltattuk.

A RAPD6846 marker egy 518 bp méretli szakaszat sikeriilt megszekvenalni, amely a 46-o0s
jelzésti primer kapcsolddasi helyét is tartalmazza. A RAPDY9621 és a RAPD9607 markerek
esetén 900 bp, valamint 919 bp méretli szekvencidkat kaptunk, amelyek a detektalt marker
fragmentumoknak (1200 bp és 1500 bp) csak egy részét reprezentaljak, igy sem a primereket,
sem azok kapcsolodasi helyeit nem sikeriilt azonositani benniik. A RAPD7039 marker 310 bp
méretli szekvencidjdban a 70-es jelzésli primer kapcsolodasi helye talalhaté meg. A marker

fragmentumok szekvenciait a Fiiggelék 1.a.- d. dbrai mutatjak.

4. Homologia vizsgalat

A RAPDY9621-RAPD7039 markerek kozotti régid jellemzése, illetve a markerek esetleges
pontosabb lokalizacidja érdekében, a marker-szekvencidkkal - az elérhetd nyilvanos
adatbazisokban - homologia keresést is végeztiink.

Héarom marker (RAPD6846, RAPDY9607, RAPD7039) magas homologiat (86%-89%)
mutatott S. demissum vad fajbol szdrmazd szekvencidkkal, illetve a RAPD9621 ¢és

RAPDY9607 markerek S. tuberosum eredetii klonokkal is.
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A RAPDY621 marker 647 bp méretii szakaszon magas homoldgiat (86%) mutatott egy, a
burgonya V. kromoszéméjan elhelyezkedd S. tuberosum BAC klonnal (AY730339), amely
egy fitoftéra rezisztencia tipusit protein mRNS szekvencidjaval mutatott hasonlosagot.
Ugyanakkor 79%-o0s azonossadgot mutatott a S. /ycopersicum X. és XII. kromoszémajanak
centromér régidjaban elhelyezkedé AC171732, valamint az AY 850394 jelzésti klonokkal.

A RAPD6846 marker tobb paradicsombdl szdrmazo szekvenciaval, valamint rovid szakaszon
egy a S. demissum V. kromoszomajan lokalizalt klonnal mutatott magas homologiat.

A RAPDY607 fragmentum 89%-0s azonossdgot mutat (450bp méretli szakaszon) a S.
tuberosum V. kromoszomdjan elhelyezkedd lokusszal (AC151957), valamint egy a XII.
kromoszoman elhelyezkedd, virus €s nematdda rezisztencia géneket tartalmazo rezisztencia
gén klaszterrel (86%-o0s homologia 386bp méretli szakaszon). A marker a S. demissum V.
kromoszémajarol szarmaz6é harom BAC klonnal (AC149290, AC149301, AC149266) is
magas (85%-87%) hasonlosagot mutat.

A Ryy, géntdl legmesszebb térképezO0dott marker (RAPD7039) négy, a S. demissum-bol
szarmaz6 klonnal (PGEC517A09, PGEC858M02, PGEC475B22, PGEC219) valamint egy a
S. bulbocastanum VIII. kromoszémajan elhelyezkedd, fitoftora rezisztencia gén részét képezd
klénnal mutatott magas szekvencia azonossagot.

A marker-szekvencidk ugyanakkor nem mutattak - még révid szakaszokon sem - homologiat
a Song ¢és munkatarsai (2005) altal meghatarozott, a XII. kromoszéma Ry, gént tartalmazo
régidjabol szdrmazo klonokkal, szekvencidkkal. Egyik markeriink esetében sem taldltunk a

marker teljes méretére kiterjedd, a lokalizalast segitd 100%-0s homoldgiat.

4.2.5. Markerekre alapozott szelekcios rendszer

4.2.5.1. SCAR markerek tervezése

A fragmentumok bdazissorrendje alapjan - a Primer3 szoftver segitségével - specifikus
primereket terveztiink, amelyek szekvenciai és a PCR soran vart termékek mérete a 2.

tablazatban lathato.
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2. tablazat: A Primer3 programmal tervezett, a marker szekvencidkra specifikus primerek

szekvenciaja
RAPD SCAR Vart termék
Hossz (bp) Szekvencia Tm (°C)
marker marker mérete (bp)
20 3 TGCCACGAAATGGTTATTGA-S’ 532
RAPD6846  SCARystol 20 3-TAACGGAGGCTGACCAAATC-5’ 57.3 181
20 3'-GGAGCGATCGGAATTATTGA-5’ 55.3
RAPD9621  SCARysto2 20 3-CCTGATCAGAGGTGTGCGTA-5’ 59.4 230
20 3 TTTGGGCACTTAGCAACAAA-5’ 53.2
RAPD9607  SCARysto3 20 3'-AGGAGGCGGTTGGAATTACT-5’ 57.3 250
20 3-ATTTCGTTCGCCTCTCTCCT-S’ 57.3
RAPD7039  SCARystod 22 3" TCATCACCCCTAACAAATACAA-5’ 547 100

A specifikus primerparokat elsé 1épésben a két sziilon vizsgaltuk polimorfizmus azonositasa

érdekében. Mindegyik a vart méreti terméket amplifikalta, azonban csak a SCARysto4

marker-szekvenciara tervezett primerek hasznalataval kaptunk polimorfizmust a két sziild
kozott. (11. abra). A markert a térképezd populacid egyedein is visszaellendrizve a RAPD

vizsgalatokkal megegyez6 eredményt kaptunk, tehdt a SCARysto4 marker a RAPD

fragmentummal azonos pozicidba térképez6dott.

RAPD6846 — SCARystol

ER REHR™R: S 88 M

RAPDY9621 — SCARysto2

@ R IER SRS LS s M

RAPDY9607 — SCARysto3

11. abra: A SCAR markerek amplifikicios mintizata a két sziilén (WL: @, S440: &)

valamint hirom rezisztens (R) és hiarom fogékony F, genotipuson. M: 100 bp

Qe HRAIR - RIS 5 M

GeneRuler sulymarker (Fermentas, Litvania).
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4.2.5.2. A markerek tesztelése kiilonbozo PVY rezisztenciaju fajtakon

A markerekre alapozott szelekcids rendszer megvaldsitasdhoz elsé 1épésként, a SCARysto4
¢s az STM0003-111 SSR markereket kiillonbozé PVY rezisztencia géneket hordozo és a
virusra fogékony magyar, holland és német fajtdkon teszteltiik (3. tablazat).

A vizsgalatokhoz felhasznalt kiilfoldi, illetve a Panndnia és Rachel magyar fajtdk PVY
rezisztencia tulajdonsagait irodalmi adatokbdl ismerjiik, mig a keszthelyi nemesitést fajtakat
a fajta eldallitds folyamata soran elvégzett mechanikai, oltdsos és utdd-gumo rezisztencia

vizsgélatok eredményei alapjan valogattuk ki.

3. tablazat: A két marker (SCARysto4, STM0003-111) vizsgalata kiilonbozd rezisztens ¢&s
fogékony burgonya fajtakon.

Rezisztencia
Fajta SCARysto4 STM0003-111
gén(ek)

Aladin Fogékony - -
Bettina Rygo + +
Ciklamen Ry + +
Cleopatra Fogékony - -
Dura Fogékony - -
Goliat Ryseo + +
Hopehely Ryseo + +
Kankan Ryseo + +
Kondor Fogékony - -
Kuroda Fogékony - -
Lorett Rygo + +
Luca XL Ryso + +
Pannonia Ryche - -
Rachel Ryche - -
Ratte Fogékony - -
Rioja Ry + +
Santé Ry, - -
Somogyi sarga kifli Fogékony - -
Stirling Fogékony - -
Vénusz Ryseo + +
Viktoria Fogékony - -
WhiteLady Ryso + +

A vastag betlivel kiemelt fajtdban, a marker altal azonositott genotipus nem egyezett meg a rezisztencia tipussal.

Ryyo: S. stoloniferum eredetli rezisztencia gén; Ry...: S. chacoense eredetli rezisztencia gén
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A vizsgalt fajtdk mindegyikének tekintetében mindkét diagnosztikai markerfragmentum
ugyanazt az eredményt mutatta, tehat megjelentek a Ryy, gént tartalmazd rezisztens
fajtakban, mig hidnyoztak a fogékony, valamint a Ry.. gént tartalmazd fajtdkbol. Egy
kivételt azonositottunk, ami a holland Santé fajta volt. Pedigréje szerint ez a fajta ugyan

hordozza a Ry, gént, azonban a markereinket mégsem sikertilt kimutatni beldle.

4.2.5.3. A markerek szelekcios alkalmazhatosaganak vizsgalata a gyakorlati nemesitésben

A markerek szelekcidos alkalmazasanak lehetdségét tovabb vizsgdlva, a tesztelést
kiterjesztettiik tovabbi négy populacio, Osszesen 467 F, utddjara. A keresztezésekbdl
szarmazd F, genotipusok mindegyikén ellendriztiik a két Ry, génhez kapcsolt diagnosztikai
marker-fragmentum (SCARysto4 100 bp (12. dbra), STM0003-111 111 bp (13. abra) jelenlétét,
majd a genotipizdlds sordn kapott eredményeket - a MAS hatékonysaganak

szamszeriisitéséhez - a szeroldgiai vizsgalatok eredményeihez hasonlitottuk.

12. dbra: A SCARysto4 marker amplifikdcidos mintdzata a WL x Impala keresztezésbol
szarmazo rezisztens valamint fogékony F, egyedeken. M: 100 bp sulymarker
GeneRuler (Fermentas, Litvania), R: rezisztens genotipus, S: fogékony genotipus. A

nyil jeloli a SCARysto4 marker fragmentumot.
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13. abra: A STM0003-111 marker amplifikdciés mintazata a WL x Impala keresztezésbol
szarmazo6 rezisztens valamint fogékony F, egyedeken. M: 100 bp GeneRuler stlymarker
(Fermentas, Litvadnia), R: rezisztens genotipus, S: fogékony genotipus. A nyil jeloli az

STM0003-111 marker fragmentumot.

Az egyik szegregald populaciot a WL és S440 kozott végzett ujabb keresztezéssel hoztuk
létre. Ezt a késObbiekben - tovabbi F, genotipusokkal kiegészitve - a Ryu gén
finomtérképezésére is fel szeretnénk hasznalni. A mésik harom hasadé populdcié (WL x S438,
WL x Impala, Rioja x S440) a Burgonyakutatasi Kozpontban folyd, egy - jo chips
tulajdonsagokkal és PVY extrém rezisztenciaval rendelkez0 - 0j burgonya fajta eléallitasara
iranyuld nemesitési program keretében végzett keresztezésekbdl szarmazott.

Mind a négy keresztezésben az anyai partner hordozta a Ryy, gént, mig a pollen donor
fogékony volt a PVY-ra.

A WL és S440 keresztezésbol fogott magokat elvetve, majd az egyes genotipusokat
felszaporitva, 278 novényen végeztik el a molekularis és fertdzési vizsgalatokat. A DNS
izolalast kovetden az egyedeket leteszteltiik a markerek jelenlétére, majd a marker-szelektalt
novényeket hagyomanyos fertézési tesztekkel fenotipizaltuk. Ennek soran a ndvényeket -
négy-hat leveles allapotban - mechanikailag inokulaltuk a PVYN™ torzsével, majd az
inokulaciot kovetd negyedik, otodik és hatodik héten a ndvényeket DAS-ELISA-val
vizsgaltuk. A szimptomatologiai vizsgalatok sordn a PVY fertézésre jellemzd tiinetegyiittesbdl
kizardlag lokalis mozaik nekrozisokat tapasztaltunk a fert6zott fogékony ndvények levelein.
Mindegyik, az inokulacié hatdsara tiinetet mutaté novény a DAS-ELISA vizsgalatok soran is
pozitiv reakciot adott.

Vizsgélataink sordn a WL x S440 keresztezés tekintetében 127 genotipust azonositottunk,
amelyek mind a marker alapu szelekcidban, mind a DAS-ELISA soran rezisztensnek

mutatkoztak; mig 115 genotipust fogékonynak mindsitettiink a molekularis és fert6zési
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vizsgélatok alapjan is. A két marker altal hatarolt régidban rekombinédciés eseményt 36
genotipus esetében azonositottunk. Huszonharom genotipus esetében a két marker egymassal
ellentétes rezisztencia tipusra engedett kovetkeztetni. Tovabbi tizenharom genotipusban ugyan
a két marker azonos rezisztencia tipust mutatott, azonban ez ellentétes volt a fertézési
vizsgalatokban kapott rezisztencia tipussal. Ezekbdl tizenkettd egyik markert sem tartalmazta
annak ellenére, hogy a DAS-ELISA soran rezisztensnek mutatkoztak; mig a maradék egy
vonalat ugyan a markerek alapjan rezisztensnek genotipizaltuk, azonban a szeroldgia tesztek
soran mégis fogékonynak mutatkozott (9. tdblazat).

A tovabbi harom keresztezésbdl fogott magok szdma, valamint csirdzasi szdzaléka alacsony
volt. Végil a WL x S438 keresztezésbdl 19, mig a WL x Impala és Rioja x S440
keresztezésekbol 79 illetve 91 F; genotipust kaptunk, amelyeken elvégeztilkk a markerek
tesztelését és a fertdzési, valamint szerologiai vizsgalatokat.

Az F, genotipusok rezisztencidjanak meghatarozasat a kordbban leirtak szerint végeztiik. A
szimptomatoldgiai vizsgadlatok soran — a fent emlitett populdcido vizsgalataval kapott
eredményekhez hasonloan - kizarélag lokalis mozaik nekrozisokat tapasztaltunk a fert6zott
fogékony novényeken. Az inokulécio hatésara tiinetet mutatdé novények pozitiv reakcidt adtak
a DAS-ELISA vizsgalatok soran is.

A harom keresztezés tekintetében Osszesen 87 ndvényt azonositottunk, amelyek mind a két
diagnosztikai marker fragmentumot tartalmaztik, és rezisztensnek bizonyultak a szerologiai
vizsgalatok soran is. A markerek jelenléte alapjan negativnak genotipizalt, valamint a DAS-
ELISA soran is fogékonynak mutatkoz6 egyedek szama 73 volt. Rekombinacids eseményeket
29 genotipusban azonositottunk. Ezek kozott 18 genotipusban csak az egyik vagy a masik
markert tudtuk azonositani fiiggetleniil a fenotipustol. Nyolc vonal esetén a markereket nem
tudtuk detektdlni, noha a rezisztencia vizsgalatok soran rezisztensnek bizonyultak. A
fennmaradé harom rekombindns vonal ugyan mindkét diagnosztikai marker fragmentumra
nézve pozitiv volt, azonban a szerologiai vizsgalatok soran fogékonynak mutatkoztak (4.

tablazat).
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4. tablazat: A marker alapi szelekcids, valamint a fenotipizalasi vizsgéalatok Osszesitett

eredményei a vizsgalt négy keresztezés tekintetében

Vizsgalt Rezisztens Fogékony Rekombinans
Keresztezések
egyedek egyedek egyedek egyedek
WL x S438 19 9 7 3
WL x Impala 79 36 32 11
Rioja x S440 91 41 34 15
WL x S440 278 127 115 36
Osszesen 467 214 188 65

4.2.5.4. Publikalt Ry, markerek vizsgalata

4.2.5.4.1. AFLP vizsgalatok

A markerek pontosabb lokalizaldsa, valamint a marker alapt szelekcids rendszer bovitése
érdekében megvizsgaltuk a fent idézett publikaciokban kozolt - a Ry, génhez kapcsolt -
markerek helyzetét a sajat markereinkhez viszonyitva is; illetve teszteltiik
alkalmazhatdsagukat a sajat nemesitési anyagainkban.

A Brigneti és munkatarsai (1997) altal publikalt, a génnel kapcsolt AFLP markereket (M5,
M6, M17, M45) sem térképezd populacionk egyedeibdl készitett rezisztens €és fogékony két

csoportban, sem a térképezd populacionk két sziildpartnerében nem tudtuk azonositani.

4.2.5.4.2. STS és CAPS markerek vizsgalata

Tovabbi vizsgalataink sordn teszteltiik a Flis és munkatérsai (2005) altal azonositott, a XII.
kromoszomara térképezett és a Ryy, génnel kapcsolt 3 CAPS (GP122, GP269, GP204),
valamint egy STS (GPS81) markert is.

A GP81 STS marker esetén a vartnal (400 bp) nagyobb méretii terméket (500 bp)
detektaltunk, amely monomorfnak bizonyult a sziilok és az F, genotipusok kozott. A PCR
soran egy 450 bp méretli fragmentum is amplifikdlodott, amely polimorfizmust mutatott a
szllok és az egyedek kozott is. Ez a marker — a szoftveres analizis soran — kapcsolatot
mutatott a XII. kromoszomara térképezett STM0007 SSR Io0kusszal. A GPS8I STS
fragmentum szekvenciajat az adatbazisban (www.gabi.de) megvizsgalva Flis ¢&s
munkatarsainak  (2005) ellentmonddé eredményt kaptunk a marker méretének
vonatkozédsaban. Ugyanis a fragmentumot megvizsgalva a primerek kozotti szakasz nem 400

bp hanem 450 bp méretlinek mutakozott (14. abra).
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Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

1000 bp

500 bp

14. dbra: A GP81 marker a két sziilén (WL: @, S440: &) valamint 11 rezsiztens és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a polimorf fragmentumot. M: 100 bp stlymarker

(Fermentas, Litvénia).

A génhez legkozelebb — attol mintegy 1,2 ¢cM genetikai tavolsagra térképezett GPI122
marker (Flis et al. 2005) vizsgalata soran a restrikcios emésztést kovetden azonositottuk a
szerzOk altal leirt 718 bp méretli terméket, azonban ez monomorf mintdzatot mutatott mind a

szlil6k mind az altalunk eldallitott térképezd poulacio egyedein (15. abra.).

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

15. dbra: A GP122 marker a két sziilén (WL: @, S440: @) valamint 11 rezsiztens és 11

fogékony genotipuson. A nyil jeloli a keresett fragmentumot. M: 100 bp stlymarker

(Fermentas, Litvania).
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A GP269 marker esetén is hasonld eredményt kaptunk, azaz azonositottuk a szerzok altal
leirt 650 bp méretli fragmentumot, de hasonléan a GPI/22 markerhez az monomorf
mintdzatot mutatott az altalunk eléallitott hasadd populacioban.

A GP204 esetén azonositott 1000bp méretli szakasz nem emésztddott el, igy itt sem sikeriilt
a vart 800bp nagysagi marker szakaszt detektalnunk.

Ezeket a markereket a nyolc vad S. stoloniferum szarmazékon is leteszteltiik, hogy
informdciot nyerjiink eredetiikrol.

A vizsgalatok sordn a GP81 STS markert nem tudtuk a szarmazékokban azonositani. A
GP122, ¢és a GP269 CAPS markerek vizsgalata soran minden esetben — hasonléan a
térképezd populacid6 F; genotipusaihoz — monomorf mintazatot kaptunk a megfeleld
restrikcios emésztést kovetden. A GP204 marker vizsgalata sordn a S. stoloniferum
szarmazékokban - egy rezisztens kivételével (No.528) - megjelent az emésztést kdvetden a
markert reprezentald 800 bp méretli termék, melyet a térképezd populdcidoban nem tudtuk

kimutatni.

A Witek és munkatarsai (2006) altal fejlesztett CAPS marker a GP12254, vizsgélata soran a
szerzOk altal kozolt primer par egy 564 bp méretii terméket amplifikalt, amely az EcoRV
restrikcids emésztést kovetden a rezisztens genotipusokban csak részben, mig fogékony
genotipusokban teljesen elemésztddott (16. dbra). A markert a hasadd populacié egyedein
megvizsgalva a 4,1 cM genetikai tavolsagra térképeztik a Ryy, géntdl az STMO003-111

markerekkel azonos oldalra.

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

16. abra: A GP122ss marker a két sziildn (WL: @, S440: &) valamint 11 rezisztens és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a polimorf fragmentumot. M: 100 bp stulymarker

(Fermentas, Litvania).
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A Song ¢s munkatarsai (2005) - dihaploid térképezési populaciot hasznalva — 12, a Ry,
génnel kapcsolt AFLP markert detektaltak. A szerzék harom, a géntdl 1,8 cM-ra
térképezdott AFLP marker szekvencidja alapjan specifikus primer parokat is kifejlesztettek
(US-1r + US-1f; US-2r + US-2f; 2-Hr + 2-Hf), amelyekbdl kett6t (US-2r + US-2f; 2-Hr + 2-
Hf) sikeresen alkalmaztak a rezisztens genotipusok szelekciojara (Song 2004). Ezeket a
primereket az 4&ltalunk haszndlt térképezési populdcid egyedein megvizsgalva ugyan
azonositani tudtuk a megfelelé méretii PCR termékeket, azonban azok monomorf mintazatot
mutattak, igy az altalunk hasznalt novényanyag genetikai hatterében nem hasznalhatok

rezisztencia szelekciora (17. és 18. dbra).

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

17. abra: Az U5-2 marker a két sziilén (WL: @, S440: @) valamint 11 rezisztens és 11
fogékony genotipuson. A nyil jeloli a keresett fragmentumot. M: 100 bp sulymarker

(Fermentas, Litvania).

Rezisztens genotipusok Fogékony genotipusok

18. abra: A 2H marker a két sziilén (WL: @, S440: ') valamint 11 rezisztens és 11 fogékony

genotipuson. A nyil jeloli a keresett fragmentumot. M: 100 bp sulymarker (Fermentas,

Litvénia).
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4.2.5.5. A Ryuy specifikus SCAR marker vizsgalatanak eredményei

Brigneti és munkatarsai (1997) a Ry., gént a XI. kromoszoma rovid karjara térképezték az
Ry.i, génnel hasonld pozicioba, ezért feltételeztiik, hogy a Ry... génhez fejlesztett SCAR
marker (Kasai et al. 2000) kapcsolatot mutat a Ry, génnel is, igy alkalmas lehet a Ry, gént
hordozd genotipusok szelekcidjara. A vizsgalatok soran alkalmazott SCAR markert (RYSC3
321bp) azonban nem sikeriilt sem a sziilOkben, sem az F, utédokban kimutatni. A PCR
reakci6 soran a vartnal nagyobb 400 bp méreti terméket kaptunk, amely ugyan megjelent a
WL-ben és hidnyzott az S440-bdl, mégsem a rezisztencia fenotipusnak megfeleléen hasadt.
Tehat a marker nem alkalmazhaté sem a pozicid meghatirozéasara, sem a Ry, gént hordozd

genotipusok szelekcidjara az altalunk hasznalt genetikai anyagban.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A Ry, gén markerezése valamint lokalizdlasa a tetraploid burgonya genomban
Munkénk soran létrehoztunk egy, 195 tetraploid F, genotipusbol allo térképezd populéciot, a
Ryy, gént tartalmazd PVY rezisztens White Lady és a virusra fogékony S440 vonal
keresztezésével. A populacié a mendeli genetika szabdlyai szerint hasadt a Ry, génre nézve.
A populacié egyedeinek rezisztencia tesztje soran két jol elkiilonithetd fenotipus osztalyt -
rezisztens és fogékony - azonositottunk. A rezisztens és fogékony ndvények aranyanak
statisztikai vizsgalata sordn azok szignifikdnsan 1:1 hasadasi aranyt mutattak (}*=0,082;
0,70<P<0,90), amely arra enged kdvetkeztetni, hogy a rezisztencia monogénesen kontrollalt.
Ugyanakkor a tetraploidok hasadéasanak torvényszeriiségeibdl kovetkezOen a hasadasi arany
a gén szimplex allapotat is jelzi a rezisztens sziilé genomjaban.

A BSA soran a tiz egyed DNS-¢ét tartalmaz6 csoportok hasznalata nem tiint hatékonynak a
génhez kapcsolt markerek azonositisahoz. A polimorf fragmentumok ugyanis — az F,
genotipusokon vald tesztelést kovetden — még tavoli kapcsoltsagot sem mutattak a génnel. A
bulkok egyedszamat 25 — 25 - re ndvelve a bulkok kozott detektalt polimorf fragmentumok
kortlbeliil 5%-a mutatott kapcsoltsagot a Ry, génnel.

A két csoport kozott intenzitasbeli kiilonbséget mutatd termékeket is tovabb teszteltiik a
térképezd populacio egyedein. A fragmentumok hasadtak az F, szegregdlo populacioban,
amely arra enged koOvetkeztetni, hogy az adott fragmentumban meglévd intenzitasbeli
kiilonbségek is felhasznalhatok adott génhez kapcsolt markerek azonositasara annak
ellenére, hogy vizsgélatainkban ezek a fragmentumok nem mutattak kapcsoltsigot a
rezisztencia génnel. Arnedo-Andrés ¢és munkatarsai (2002) is ezzel a modszerrel
azonositottak egy a Pvr4 génnel kapcsolt RAPD markert paprikdban. A BSA soran kapott
eredmények jol mutatjdk, hogy genetikailag egymastdl tavol allo két sziilé - mint a jelen
vizsgélatban hasznalt WL és S440 - esetén a bulk egyedeszamanak novelésével az
azonosithatd polimorfizmusok nagyobb biztonsaggal kapcsolhatéak a génhez. A bulkok
felbonto képessége tehat fiigg a sziilévonalak genetikai tdvolsagatol.

A BSA soran végiil 6t RAPD markert azonositottunk (RAPD9621, RAPD6846, RAPD9607,
RAPD7039, RAPDS832-2) a rezisztens anyai partnerben, amelyek kapcsoltsdgot mutatnak a
Ryq, génnel. A RAPD9621 markert 0,53 cM mig a RAPD6846 és a RAPD9607 markereket
3,03 valamint 5,84 cM genetikai tavolsagra térképeztiink a Ry, géntdl. A RAPD7039 16kusz
9,13 cM genetikai tdvolsagra lokalizalodott a géntdl. Ez a négy marker a génnek ugyanazon

oldaldra térképezddott, szemben a RAPDS&32-2 lokusszal, amelyet a géntél 28,94 cM
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tavolsadgra lokalizaltunk. A hasadasi ardnyok azt mutatjdk, hogy mind az 6t RAPD
fragmentum szimplex formédban van jelen a WL genomjaban. A fragmentumok cisz
helyzetben kapcsoltak a génnel, amely a térképezd populacionk méretét figyelembe véve
nem meglepd, ugyanis a négy homolog genom komponenssel rendelkez6 fajok esetén transz
helyzetli markerek azonositdsa csak extrém nagy egyedszamu hasadé populacio
hasznalataval lehetséges (Wu et al. 1992, Sorrell et al. 1992).

Mivel a polimorfizmusok el6forduldsa az intronokban szignifikansan gyakoribb, mint az
exonokban, igy ezek kimutatdsa hatékony modszert nyujthat markerek azonositiséara, és a
gének térképi helyének meghatarozasara (Choi et al. 2004). A génhez kapcsolt markerek
meghatarozasahoz ezért — az intronokban rejlé polimorfizmusok kimutatasara kifejlesztett -
intron-targeting modszert hasznaltuk. A vizsgalatok sordn a burgonya kataldzt kodold
génjének (Z37106) 1504-1651 bp kozott elhelyezkedd 2. intronjdban azonositottunk egy
hosszpolimorfizmust, amely kapcsoltsagot mutat a Ry, génnel, tehat markerként hasznalhato.
E katalaz gén kromoszémalis pozicidjardl azonban nem all rendelkezésiinkre irodalmi adat.
Gebhardt és munkatarsai (2003) ugyanakkor detektaltak egy, a burgonya XII. kromoszémajan
elhelyezkedd S2g/ markert, amely szekvencia azonossdgot mutatott a burgonya e kataldz
génjével. Mivel a gén a Cat-in2 16kusz mellett az S2g/ markert is tartalmazza (7. abra), ez
arra enged kovetkeztetni, hogy a Cat-in2 16kusz és a Ryy, gén is a XII. kromoszéman
helyezkedik el. Noha az S2g/ marker fragmentum az intron régidkat nem tartalmazza,
azonban a megfeleld exon szakaszok 100%-os egyezést mutatnak a katalaz megfeleld exon
szekvenciaival. Ezek az eredmények tehat egyrészt megerdsitik Gebhardt ¢s munkatarsainak
munkatéarsainak (2005), valamint Song és munkatarsainak (2005) a Ry, gén térképi helyére
vonatkoz6 eredményeit is.

Annak érdekében, hogy meggy6zddjiink a primerek valoban azt a fragmentumot szaporitottak
fel amelyekre azokat terveztiik - a vagasi helyek ismeretében - harom enzimet (Rsal, Hinfl,
Haelll) kivalasztva elvégeztiik a PCR sordn kapott termékek restrikcios emésztését.

Az emésztés utan kapott mintazatbol lathaté (8. abra), hogy az enzimek a megfeleld
poziciokban emésztettétk a primer par altal felszaporitott fragmentumokat. Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PCR sordn azt a DNS szakaszt szaporitottuk
fel amelyre a primer part terveztiik.

Mivel a Cat-in2 marker egy a XII. kromoszéman elhelyezkedd gén részét reprezentélja ezért

késobbi térképezési munkakban, mint referencia pont (anchor marker) felhasznalhat6. Noha
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az altalunk azonositott marker természetét tekintve hasonlé Chen és munkatarsai (2001) altal
fejlesztett ¢és térképezett funkcionalis markerekhez, azonban azokkal ellentétben kimutatisa
sem restrikcios emésztést, sem hibridizaciot nem igényel. Ezek az elsé eredmények, amelyek
az intron-targeting modszerrel azonositott markerek térképezésérdl szamolnak be a tetraploid
burgonyaban. Munkankat folytatva reményeink szerint az elsd tetraploid szinten
alkalmazhat6 anchor térképet kaphatjuk.

Tovabbi vizsgalataink soran teszteltilk mas kutatécsoportok altal publikalt a Ry, génhez
kapcsolt markerek helyzetét az altalunk detektalt markerekhez valamint a keszthelyi
nemesitési alapanyagokban szerepld Ry, génhez viszonyitva.

A jelen kutatdsi programmal parhuzamosan, két - szintén a Ry, gén térképezésével
foglakozd - kutatdcsoport a gént a XII. kromoszoma rovid karjan lokalizalta (Flis et al. 2005;
Song et al. 2005). Ezért megvizsgaltuk a Milbourne ¢s munkatarsai (1998) altal a XI. és XII.
kromoszémakra térképezett SSR markereket, valamint a Chen és munkatarsai (2001) altal
fejlesztett, ugyanezekre a kromoszomakra térképezett funkcionalis markerek helyzetét.

Az SSR analizis soran minddssze az STM(0003 SSR marker primerjei altal amplifikalt - a
vartnal kisebb méretti 111 bp — fragmentum korrelalt a Ry, génnel. Ez megegyezik Song és
munkatarsainak (2005) eredményeivel, akik szintén azonositottdk a 111 bp méretii
fragmentumot, amely vizsgalataikban egyiitt hasadt a Ry,, génnel. A szerzOk, mivel az
STMO0003-111 markert az STM0003 16kusz (Milbourne et al. 1998) primerparjaival kaptak,
igy a 111 bp méretli markert is a XII. kromoszémara helyezték. Ezt a poziciot az STM0003-
111 16kusz és a XII. kromoszomara térképezett GP8I STS marker (Flis et al. 2005) kozott —
57 dihaploid genotipust tartalmazd populacidoban - taldlt 34,9 cM-os kapcsoltsag alapjan
megerdsitve lattdk. Mindenesetre Song €s munkatarsai (2005) egyéb a XII. kromoszomara
lokalizalt markerrel nem tudtak kapcsoltsagot kimutatni. Vizsgalatainkban az STM0003-111
marker a Ryy, géntdl 2,95 cM-ra térképezddott. A Song és munkatarsai (2005) altal is
hasznalt a XI. és XII. kromoszoémara térképezett SSR markerek nem mutattak kapcsoltsdgot
sem a markereinkkel sem egymassal. Viszont a GP8/ STS marker esetében a Flis és
munkatarsai altal (2005) leirt 400 bp méretii fragmentum helyett az altalunk detektalt 450 bp
méretli amplifikdtum kapcsoltsagot mutatott a XII. kromoszomara térképezett STM0007 SSR
lokusszal. Az STS marker szekvencidjat az adatbazisban (www.gabi.de) megvizsgalva
azonositottuk a Flis és munkatarsai (2005) altal leirt primereket, melyek nem 400 bp hanem
450 bp méretli szakaszt fogtak kozre.

Flis és munkatarsai (2005) altal detektalt CAPS markereket vagy nem tudtuk kimutatni, vagy

monomorf mintdzatot mutattak a WL és S440 sziilokben ¢és az F, utdédokban is. Ugyanakkor
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a Witek és munkatarsai (2006) altal a GP/22 marker kimutatdsdhoz fejlesztett 0j primer
parral (GP122s5s) azonositottuk a szerzOk altal leirt fragmentumot, amelyet az altalunk
eloallitott térképezd populacion megvizsgalva 4,1 cM genetikia tdvolsagra térképeztiink a
Ry, géntdl. Ezek az eredmények megerdsitik a Cat-in2 marker valamint az STM0003-111
marker altal meghatarozott kromoszomalis poziciot.

Tovabbi analizis soran a XII. kapcsoltsagi csoportba térképezett STM2028 SSR marker
primerparjaival kapott — a vartnal nagyobb — fragmentum (STM2028-730) mutatott még
gyenge kapcsoltsdgot az STM0003-111 markerrel.

Meyer és munkatarsai (1998) szerint az SSR markerek - mivel kodominans viselkedésiik
miatt a homolog kapcsoltsagi csoportok is meghatarozhatok veliik - kivaldan alkalmazhatok
térképezésre még a tetraploid burgonyaban is. Ezzel szemben munkank sordn ellenkezd
kovetkeztetésre jutottunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy ezek a markerek nem vagy csak
korlatozottan hasznalhatok anchor markerként. Ezt tdmasztja ald Yamanaka ¢és
munkatérsainak (2005) munkaja is, amelyben a Milbourne-féle SSR markerek nagy részének
Uj helyzetét hataroztdk meg. A szerzok ugyanakkor beszamolnak arrél is, hogy a kiilonb6z6
térképezési munkdk eredményei - kozvetleniil - mas térképezési munkdkban nehezen
hasznalhatoak, az alkalmazott populéciok sokfélesége miatt.

Chen-féle funkcionalis markerek vizsgalata soran is — a vizsgalt hat markerbdl - csak egy
mutatott polimorfizmust, azonban ez sem az SSR 16kuszokkal, sem a génnel nem mutatott
jelen az altalunk hasznalt két sziil6ben.

Brigneti és munkatarsai (1997) a Ry, gént a XI. kromoszoma hosszu karjanak GP125 és
CT182 RFLP markerekkel hatarolt régidjaba lokalizaltdk. Korabban ebbe a régidba
térképezték a S. t. ssp. andigena eredeti PVY extrém rezisztencia gént iS (RVadg)
(Hamélainen et al. 1997), igy a Ry.s, génhez kapcsolt RYSC3 SCAR markernek kapcsoltnak
kellene lennie a Ry, génnel. A RYSC3 markerek vizsgalata esetén azonban nem tudtuk a
markert a térképezési populacionkban azonositani. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az Ry.., gént a keresztezésben felhaszndlt egyik sziild partner sem
tartalmazza.

Az eddigi irodalmi, és sajat eredményeinket figyelembe véve, megallapithatjuk, hogy a
diploid térképezd populaciokon azonositott markerek nem, vagy csak korlatozottan
alkalmazhatdéak a négy homoldg genom komponenssel rendelkezd burgonya térképezésében.
A génhez kapcsolt négy RAPD markert (RAPDY9621, RAPD6846, RAPD9607, RAPD7039)

PVY rezisztens ¢és a virusra fogékony S. stoloniferum szadrmazékokon tesztelve
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eredményeink azt mutatjak, hogy a markereket tartalmazd kromoszéma régiéo a S.
stoloniferum-bol ered. Azt azonban, hogy a vizsgalt szdrmazékok koziil melyiket
introgresszaltak a nemesités soran a White Lady-be, a rendelkezésre allo adatok alapjan nem
lehet megallapitani.

Hasonl6 eredményt kaptunk az STM0003-111 marker vizsgéalata esetén is, tehat a géntdl
legtavolabb térképezddott RAPD7039 markertdl kezdve, a gén masik oldalan lokalizalt
STMO0003-111 markerig a Ry, gént tartalmazd kromoszoémaszakasz a S. stoloniferum fajbol
ered.

A Flis és munkatarsai (2005) altal azonositott a Ry, génnel kapcsolt markerek esetén
megallapithatd, hogy ezek is - a GP81 kivételével - S. stoloniferum eredetliek, azonban a
fajta eldallitas soran nem kertiltek bele a WL genomjaba, ellentétben a Flis és munkatarsai
(2005) altal hasznalt PW-363 sziilopartnerrel.

Ugyanakkor a markerek esetén azonositott rezisztencia tipustol fliggetlen monomorf
mintazat arra utal, hogy a fragmentumok nem kizarolag az Ry, allélhez kapcsolodnak, igy
jelen lehetnek a kiilonboz6 S. stoloniferum-mal introgresszalt vonalakban - a szenzitivekben
¢s a rezisztensekben egyarant - mint ahogy az, az altalunk hasznalt térképezési populacid
szlllépartnereinél is megfigyelhetd.

A markerek homologia vizsgalata soran azonositott szekvencia szintli hasonlosdgok az V.
kromoszoman 1év0 - szamos rezisztencia gént tartalmazd - hot spot, valamint a XII.
kromoszéma Ry, gént tartalmazé régidja kozott nagyfoka hasonlosagot jelez. Lehetséges,
hogy a markereink valamilyen a rezisztencia génekre daltalanosan jellemz6 konszenzus
szekvencidkat, vagy ezek egyes részeit reprezentaljak. Ugyanakkor az adatok a paradicsom X.
¢s XII. kromoszomajanak centromér régidja és a burgonya Ry, gént tartalmazd régidja kozott
is hasonlosagot jelez, igy — a szinténidk kovetkeztében - esetleg az itt lokalizalt markerek
segitséget nyujthatnak a gén pontosabb lokalizalasdban. Ezt a feltételezést tdmasztja ald a
mindkét fajban — a XII. kromoszdéma tekintetében - hasonld pozicioba térképezett nagy szamu
marker is (http://www.sgn.cornell.edu/cview/). Mivel a jelen vizsgélatban azonositott marker
fragmentumok rovidek, tehat a kromoszémak csak egy toredékét fedik le, ezen hipotézisek

alatdmasztasahoz, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

5.2. A markerek szelekcios alkalmassdaganak vizsgalata
Mivel a markerezés eredményei a gén térképi helyének meghatdrozasan kivil -
gyakorlatiasabb megkdozelitésben - szelekcids eszkozként is hasznalhatok, ezért kisérletet

tettlink egy - az altalunk azonositott markerekre alapozott - szelekcios rendszer kidolgozasara.
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Els6 1épésben megkiséreltik a génhez szorosabban kapcsolt négy RAPD fragmentumot
(RAPD6846, RAPD9621, RAPD9607, RAPD7039) SCAR markerré konvertalni.

A RAPD markerek atalakitasa sordan mindossze a géntdl legtavolabb 9,13 cM-ra térképezddott
RAPD7039 marker szekvencidjara tervezett primer par amplifikalt, egy 100 bp méretli
terméket (SCARysto4), amely polimorfizmust mutatott a két sziilo6 kozott. A SCAR marker
genetikai szempontbol az eredeti RAPD fragmentummal azonos mddon viselkedik, vagyis
cisz helyzetben kapcsolt a génnel, €s a térképi helye is a RAPD markerrel megegyezd. Noha a
SCAR markerek egyik eldnye, hogy kodomindnsként is viselkedhetnek az atalakitas sordn a
marker dominans jellegli maradt.

Altalunk a Ry,, gén masik oldalara térképezett STM0003-111 markert Song és munkatarsai
(2005) sikeresen alkalmaztak 106 kiilonb6z6 forrasokbol szarmazd burgonyafajta
fenotipizalasara (Song et al. 2005). Mivel a STM0003-111 marker agar6z gélen egyértelmiien
szétvalaszthato és konnyen értékelhetd (13. dbra), ezért ezt a markert is teszteltiik a szelekcios
rendszer létrehozasa céljabol.

A két marker a Ry, gén két oldalan helyezkedik el, egymastol 12,08 cM genetikai tavolsagra.
A marker alaptl szelekcios rendszer kidolgozésdhoz a markerek alkalmazhatdsdgat elsd
1épésben ismert rezisztencia tipusu fajtakon teszteltilk. Mindkét markert azonositani tudtuk a
rezisztens fajtdkban, mig a marker-fragmentumok hianyoztak a fogékony és a rezisztens, de a
Ryene gént hordozd — Pannonia, Rachel — fajtdkbodl is. Eredményeink azt jelzik, hogy a
markerek specifikusak, azaz, csak a Ry, gént hordoz6 genotipusokban azonosithatéoak. A
vizsgalt fajtak tekintetétében egy kivételt azonositottunk, amely a holland Santé volt. Ez a
fajta, pedigréje szerint ugyan a S. stoloniferum-bdl szarmazo Ry gént hordozza, azonban egyik
markeriinket sem sikeriilt azonositani benne. Ez a gén és a marker kozott tortént
rekombindacidval, esetleg egy masik allél, vagy nem a S. stoloniferum-t6l szarmazoé Ry gén
jelenlétével magyarazhatd. Flis és munkatarsai (2005) szintén nem tudtak kimutatni a Ry,
génhez legkozelebb térképezett GP122 markeriiket ebben a fajtdban. A szerzok ezt szintén a
fent emlitett indokokkal magyaraztak.

A fent emlitett vizsgalatokban szerepld kozos fajtak csekély szama azonban dvatossagra int a
Ryy gén valamint a fajtdba introgresszalt szarmazék eredetére vonatkozo helyes
kovetkeztetések levondsat illetden. A markerezési adatokat figyelembe véve azonban
valoszintsithetd, hogy a Song munkatarsai (2005) valamint Flis és munkatarsai (2005) és a
jelen értekezésben vizsgalt gén esetleg azonos. Ezen a hipotézisek megerdsitéséhez - a
vizsgalatok korlatozott szdma és a fajtak eredetére vonatkozo6 hidnyos genetikai ismereteink

miatt - tovabbi vizsgalatok elvégzését tartjuk sziikségesnek.
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Jelenleg tobb, a PVY rezisztencia génekhez kapcsolt molekuldris markert ismeriink a
burgonyéban (Brigneti et al. 1997; Hamél&inen et al. 1997, 1998; Kasai et al. 2000; Hosaka et
al. 2001; Celebi-Toprak et al. 2002; Flis et al. 2005; Song et al. 2005) azonban mégis kevés
informacio 4ll a rendelkezésiinkre ezek gyakorlati alkalmazhatosagardl. Markereink
szelekcids hatékonysagat ezért a gyakorlati nemesitésben vizsgaltuk.

A vizsgalatok soran négy populacid mintegy 476 F, utddjat teszteltik a SCARysto4 és a
STMO0003-111 diagnosztikai marker fragmentumok jelenlétére, majd a MAS eredményeit
szeroldgiai vizsgélatokkal ellendrizve a két vizsgalat kozotti kiilonbségeket hasznaltuk a MAS
hatékonysaganak szamszertsitésére.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a SCARysto4 ¢és az STM0003-111 markerek szimultan
hasznéalata nagy hatékonysaggal, 99%-o0s biztonsaggal alkalmazhat6 a Ry, gént hordozo
genotipusok szelekcidjara.

Habéar a négy keresztezés tekintetében azonositott rekombindns egyedek szama (13,9%)
nagynak tlinik, azonban ez teljes mértékben magyarazhato a két marker kozotti — a térképezo
populacion  kapott — 12,1 cM genetikai tavolsaggal. A marker alapa szelekcio
alkalmazhatdsaga és a megbizhatosag ugyanis fligg a marker és a célgén kozotti kapcsoltsag
fokatol (Hermsen 1994, Solomon-Blackburn és Barker 2001). Noha a 2,95 c¢cM valamint a
9,13 cM tavolsag nem jelez szoros kapcsoltsagot, azonban més tanulméanyokban, adott géntdl
még tavolabb térképezddott markereket is sikeresen alkalmaztak kiilonb6zé rezisztencia
géneket hordoz6 burgonya genotipusok fenotipizalasdra (Himélédinen et al. 1997, Kasai et al.
2000, Marczewski et al. 2001).

Negyvenegy novényben a két diagnosztikai fragmentum eltérd rezisztencia genotipust mutat.
Ebbdl az STM0003-111 marker 29, a SCARysto4 marker 12 esetben mutatta a szerologiai
tesztek soran meghatarozott genotipust. Ez nem meglepd, hiszen az STM0003-111 marker
kozelebb térképezédott a génhez. Igy ezekben az esetekben, a génhez kozelebbi markert
figyelembe véve az azonositott rekombinansok szdma kozel 50%- al csokkenthetd. A
rekombinansok kozott négy olyan fogékony egyedet is azonositottunk, melyekben a
szeroldgiai tesztekkel ellentétben mindkét marker megjelent. Ez az 6sszes szelektalt genotipus
tekintetében 0,8%-o0s genotipizalasi hibat jelent. Ezekben az egyedekben feltételezhetden
rekombinaci6 kovetkeztében a Ry, gén kihasadt a markerek koziil. Ezek az egyedek ugyan a
téves fenotipizalas kovetkeztében kikeriilhetnek a szant6foldre, azonban ott megfert6zddve a
szimptémak alapjan konnyen azonosithatokka valnak, igy a tovabbi nemesitési folyamatbol
kizarhatoak. A markerek tehat lehetdséget nyujtanak a rezisztencia gént hordoz6 genotipusok

pre-szelekciojara, igy — szimplex allapotu gén esetén — elég csak a populécio felét felnevelni.
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Tudomasunk szerint ez az els6 tanulmany, amelyben a molekularis technikakat a gyakorlatban
alkalmazva PCR-alapu markerek segitségével lettek Ry, gént hordozo6 burgonya genotipusok
szelektadlva. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az altalunk fejlesztett SCAR, valamint a
vizsgélatokba bevont SSR marker szimultan alkalmazasa hatékony lehet a gyakorlati
nemesitésben.

A marker alapu szelekcionak kiilondsen nagy jelent0sége van a virus rezisztencia nemesités
folyamataban. A markerek hasznalatdval egyszerre tobb gén vagy tulajdonsag szimultan
analizise végezheté el (Barone 2004). Mivel a molekuldris markerek alkalmasak a
rezisztencianemesités alapjat képzd introgresszios folyamatok nyomonkdvetésére, a vad
genom tartalom csokkentéséhez sziikséges évekig tartd visszakeresztezés — a szelekcids
rendszer megnovelt ateresztoképességének és pontossaganak koszonhetéen — lerdvidithetd.

A marker alapi szelekciés rendszerek tovabba hasznosak lehetnek a genotipzalasi
vizsgalatokban, kiillondsen ahol adott genotipusbdl nem all rendelkezésre a szeroldgiai tesztek
ismételt elvégzéséhez megfeleld ndvényszam, €s igy a hagyomanyos rezisztencia vizsgalatok
nem végezhetdk el a megfeleld biztonsaggal.

Mivel vizsgalataink soran a kiilonbozé genetikai hattérben fejlesztett markerek korlatozott
alkalmazhatdsagat figyeltik meg, megallapithatjuk, hogy a marker alapu szelekcids
rendszerek biztonsaga nagymértékben fligg attol a genetikai és laboratoriumi hattértol, ahol az
adott markert kifejlesztették. A szelekcid hatékonysagat azonban kombinacids, tobb tipust
markert tartalmazod rendszerek alkalmazasaval, valamint a génre specifikus primerek
hasznalataval novelhetjiik. Génre specifikus markerek tervezésével és hasznalataval, a
szelekcid hatékonysagat 100%-ra ndvelhetjiik, mivel a marker és a gén kozotti
rekombinacidbdl adddo téves genotipizalas kikiiszobolhetd. Ennek alapja a gént tartalmazé
kromoszéma régié molekularis markerekkel vald telitése, amely egy, a gént tartalmazo
genotipusbdl készitett klontar eldallitasaval, mar lehetdséget nyujt a gén izolalasara, és a
génre specifikus primerek tervezésére. A godolléi MBK-val egyiittmiikodve elkészittettiik a
WL BAC klontarat, melyben a RAPDY9621 markeriinkbdl kiindulva megkezhetd a

markereinket tartalmazé klonok azonositasat.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran létrehoztunk egy, 195 F, utddot tartalmazo szegregald populaciot, a PVY
rezisztens White Lady fajta és a virusra fogékony S440 nemesitési vonal keresztezésével. A
hasadé populaciot felhasznalva térképeztik a Solanum stoloniferum eredeti PVY extrém
rezisztenciat kontrollaldo Ry, gént tartalmazo régidt. A populacid rezisztencia tesztjei soran
két fenotipus osztalyt (rezisztens és szenzitiv) kiilonitettiink el. A vizsgalatok soran kapott 95
rezisztens és 100 fogékony egyed statisztikai elemzése 1:1 hasadast mutat, amely azt jelzi,
hogy a rezisztencia egy gén altal kontrollalt, amely szimplex allapotban van jelen a rezisztens
szlilében, mig hidnyzik a fogékonybol.

A molekularis vizsgalatok sordan 5 RAPD markert (RAPD6846, RAPD9621, RAPD9607,
RAPD7039, RAPDS32-2) azonositottunk, melyek kapcsoltsagot mutatnak a Ry, génnel. Ezek
mindegyike - hasonléan a Ry, génhez - szimplex allapotban van jelen a rezisztens sziild
genomjaban. Négy marker - RAPD6846, RAPDY9621, RAPD9607, RAPD7039 - a génnek
azonos oldalan helyezkedik el, mig a RAPD&832-2 16kusz azokkal szemben.

A markerek valamint a gén térkép helyének meghatirozasdhoz az altalunk fejlesztett - a
burgonya genetikai kutatdsokban eziddig nem alkalmazott - intron-targeting markereket
valamint — més kutatocsoportok vizsgalatainak eredményeit figyelembe véve (Flis et al. 2005,
Song et al. 2005, Witek et al. 2006) — a burgonya XI. és XII. kromoszomajara térképezett SSR
(Milboune et al. 1998) és funkcionalis (Chen et al. 2001) markereket hasznaltuk. Az intron-
targeting analizis sordn azonositottunk egy a Ry, génnel kapcsolt markert (Cat-in2), amelyet
a XII. kromoszoman lokalizaltunk. Ezen feliil a korabban a XII. kapcsoltsagi csoportba
térképezett STM0003 valamint STM2028 SSR markerek primerjei altal felszaporitott, a varttol
eltérd méreti markerek mutattak kapcsoltsdgot egymadssal és a génnel. Ugyanakkor a -
korabban a burgonya XII. kromoszomajara térképezett - GP122554 CAPS marker (Witek et al.
2006) és a Ry, gén kozott is tudtunk kapcsoltsagot kimutatni.

A munkédnk soran létrehoztunk tehat egy Uj — RAPD, SSR, CAPS ¢és intron-targeting
markereket tartalmaz6 - genetikai térképet a burgonya genom Ry, gént tartalmazé régiojarol.
A markerek 0sszesen 37,9 cM genetikai tavolsagot fednek le.

A markereket tartalmazd kromoszoma régio jellemzése soran kapott eredményeink azt
mutatjak, hogy a markerek S. stoloniferum eredetiiek.

Mivel a virus rezisztens fajtdk hasznalatanak a korokozo 4altal okozott hatalmas
termésveszteség miatt nagy jelentdsége van, igy a nemesitési folyamatok egyik f6 célja — a

kivalo beltartalmi értékeken €s feldolgozo ipari mindségen tul — a virussal szemben extrém
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rezisztenciat mutatdé fajtdk eldallitdsa. Ezen tulajdonsagok egyiittes kialakitdsa azonban
bonyolult és 1ddigényes nemesitési €s szelekcids rendszereket igényel. Ezért megvizsgaltuk az
altalunk azonositott markerek szelekcidés alkalmazasanak Iehetdségét a nemesités
folyamataban.

Ennek soran elsd 1€pésben a génhez szorosabban kapcsolt négy markert megkiséreltik SCAR
markerré konvertdlni, majd a szelekcidés rendszert az STM0003-111 markerrel 1is
kiegészitettiik. A négy RAPD markerb6l azonban csak a RAPD7039 markert sikertilt
atalakitani, igy ezt, valamint az STM0003-111 markert hasznaltuk ismert rezisztencia tipusu
fajtak szelekcigjara. Eredményeink azt mutatjak, hogy a markerek specifikusak, tehat csak a
Ry, gént tartalmaz6 fajtakban jelennek meg.

Masodik 1épésként egy jo chips és rezisztencia tulajdonsadgokkal rendelkezo fajta eldallitasara
iranyuld nemesitési program keretében végzett harom keresztezés, valamint a WL és S440
kozott végzett Gjabb keresztezésbdl szarmazo Osszesen 476 F, utdd rezisztenciajat vizsgaltuk
markerekre alapozva. A genotipzalds soran kapott eredményeket aztan hagyomanyos
rezisztencia tesztekkel ellendriztiik. Eredményeink azt mutatjak, hogy a két — a gén ellentétes
oldalan elhelyezkedd - marker hatékonyan alkalmazhat6 a Ry, gént hordozd genotipusok
szelekcidjara. Noha a vizsgalatban azonositott rekombinansok aranya (13,9%) relative magas,
ezek teljes mértékben magyarazhatdak a két marker kozotti genetikai tavolsaggal. A rezisztens
genotipusok két marker szimultan hasznalatara alapozott szelekcidja — a markerek kozott 1évo
12,1 cM genetikai tdvolsag ellenére — 99%-os biztonsaggal elvégezhetd.

Egyéb — mas kutatocsoportok altal publikalt - a Ry, génhez kapcsolt markerek szelekcios
alkalmazasat vizsgalva azonban eredményeink azt mutatjdk, hogy a markerek két kivételtol
eltekintve nem alkalmazhatéak a Ry, gén szelekcidjara az altalunk eldallitott
ndvényanyagban. Ezek a megfigyelések azt sugalljdk, hogy a burgonyaban a molekularis
markerek alkalmazhatosdga tehat nagymértékben fiigg attol a genetikai hattért6l, amelyben
kifejlesztették Oket.

Kutatdsaink soran azonositott markerekkel tehat a nemesités folyamata felgyorsithato, a
koltségei csokkenthetdek, mivel — ha a gén szimplex allapotban van jelen az egyik sziil6ben -
a novényeknek csak azt a felét sziikséges felnevelni, amelyeket a markerek alapjan

rezisztensnek genotipizaltunk.
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8. TEZIS PONTOK

8.1. Tézispontok magyarul

a. A burgonya legveszélyesebb korokozojaval a burgonya Y virussal (PVY) szemben teljes
védettséget biztositd Ry, gént tartalmazd kromoszoéma régiot molekularisan jellemeztiik.

A gén mindkét oldalan molekularis markereket detektaltunk. Az altalunk azonositott 6t RAPD
(RAPD6846, RAPD9621, RAPD9607, RAPD7039, RAPDS832-2) markerbdl, az elsd négy a
génnel szorosan kapcsolt. A génhez kozelebb térképezddott markerekbdl a RAPD7039—et

sikeresen SCAR markerré alakitottunk.

b. Meghatéroztunk két SSR markert (STM0003-111, STM2028-730), melyek kapcsoltsdgot
mutatnak a Ry, génnel, azonban eltéréd méretliek a szakirodalomban kozolt (Milbourne et al.

crer

vagy kiilon 16kuszok-e, tovabbi vizsgalatokat igényel.

c. Kimutattuk, hogy az irodalomban kozolt Ry, specifikus markerek nem minden genetikai
hattérben - igy az altalunk hasznalt keresztezésekben sem - miitkddnek. A vizsgélt tobb mint
20 publikalt marker koziil minddssze az STM0003-111 valamint a GPI122s55 markerek
mutattak kapcsoltsdgot a Ryy, génnel. A tudoményos eredmény a marker alapt szelekcid
(MAS) szempontjabol nagy gyakorlati jelentéséggel bir, mivel ravilagit arra, hogy a burgonya

esetében a markerek alkalmazhatosaga a genetikai hattértdl fligg.

d. Az altalunk detektalt, a géntdl 0,53 cM-ra térképezett RAPD9621 marker jo kiindulasi
alapot képezhet a Ry, gén izolaldsdhoz. E munkdhoz a sziikséges BAC klontarat a White
Lady -bdl elkészittettiik.

e. A gén két oldalan elhelyezkedd (STM0003-111, SCARysto4) markerre alapozva szelekcios
tesztet végeztiink, mely a két marker kozott talalhaté 12,1 cM tavolsag ellenére 99%-o0s
biztonsaggal tette lehetdvé a rezisztens genotipusra valo szelekciot. Ezzel bizonyitottuk, hogy
a MAS egy adott gént kozrefogd markerekre alapozva - a viszonylag nagy genetikai tavolsag

ellenére is — hatékonyan alkalmazhat6 a burgonya gyakorlati nemesitésében.
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f. Az intron-targeting modszert elsként alkalmazva a burgonya genetikai kutatdsokban,
azonositottunk egy markert, amely kapcsoltsdgot mutat a Ry,, génnel. Mivel a marker
fragmentum a burgonya katalaz génjének (génbanki szam: Z37106) 2. intronjat reprezentalja
a Cat-in2 nevet kapta. A marker szekvencia atfedést mutat a kordbban a burgonya XII.
kromoszomajara térképezett S2g/ markerrel, ezért hasonléan ahhoz, szintén a XIIL
kromoszoman lokalizdlédik. A Cat-in2 marker referencia pontként (anchor marker) is

hasznalhato a tovabbi térképezési vizsgalatokban.
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8.2. Thesis statement

a. The chromosome region carrying the Ry, gene was characterized at molecular level. This
gene provides an extreme resistance against the Potato Y potyvirus (PVY) that causes the
greatest damage in potato production. Molecular markers were detected on both sides of the
Ry, gene. Out of the five RAPD markers (RAPD6846, RAPD9621, RAPD9607, RAPD7039,
RAPD&832-2) detected, four of them (RAPD6846, RAPD9621, RAPD9607, RAPD7039)
proved to be tightly linked to the target gene. One of the RAPD markers (RAPD7039) was
converted to SCAR marker (SCARysto4).

b. Two SSR markers (STM0003-111, STM2028-730) linked to the Ry, were detected. The size
of the markers were differrent from the corresponding markers with known map positions
previously reported in the literature (Milbourne et al. 1998). Further examinations are needed

to determine whether these markers represent new allels or loci.

c. We have demonstrated that the Ry, gene-specific markers can not be used for selection in
all genetic backgrounds. Out of more than 20 published markers tested two (STM0003-111,
GP1225s) showed linkage to the Ryy, gene. This result is of a great importance for marker
assisted selection (MAS), as it demonstrates that the applicability of the markers depends on
the genetic background.

d. The RAPDY9621 marker mapped at 0,53 cM from the Ry, gene may be used as starters for
the map-based cloning of the gene. The BAC library necessary for cloning is available.

e. Selection tests were performed based on the markers (STM0003-111, SCARysto4) localised
on the two sides of the gene. The effectiveness of the selection for the resistant genotypes was
99%, in spite of the 12,1 cM genetic distance detected between the two markers. This result
demonstrates that applying MAS to a target gene flanked by two markers can be applied

efficiently in the practice of potato breeding.
f. A marker linked to the Ry, gene was identified by using at first the intron-targeting method

in potato. The marker was named labelled as Cat-in2 because it represents the second intron

of the potato catalase gene (Z37106). The sequence of the marker Cat-in2 overlaps with the
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S2g1 marker localised on potato chromosome XII. The marker can be used as reference

marker or anchor in the further research programs.
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10. FUGGELEK

1. tdblazat: A RAPD vizsgalatok soran alkalmazott 12mer primerek szekvenciai

Primer Szekvencia Primer Szekvencia Primer Szekvencia
kodja 5°-3° kodja 5°-3’ kodja 5°-3’

1 GGCATGACCTGT 34 TGGGAGATGGCT 67 CATACGGGCTAC

2 ACGATGAGCCTG 35 GGCTTATGCCGT 68 ACACTGGCTGCA

3 AATGCCGCAGCC 36 GGGACGATGGTG 69 CCATCCGTTGAA

4 GGATGCCACTGG 37 CCAGCTTAGGAC 70 CATCACCCCTAA

5 AGATGCAGCCAG 38 CCCCGGTAACTC 71 TCCGCATACCGT

6 ACATGCCGTGAC 39 GGCTAACCGATG 72 TCATTCGCCCGG

7 GGATGAGACCGG 40 GGGTAACGCCGA 73 TCTGCCATCCGT

8 AATGCGGGAGTC 41 GGACCCTTACTG 74 GGCTAGGTGGTA

9 CTATGCCGACAC 42 GTGCCTAACCGT 75 AGTGTAGCCCAG

10 CTGATGCGTGTC 43 CCATCGGAGGTC 76 CATAGAGCGGAC

11 AGATGGGCAGAC 44 CCGTCCATCCAC 77 CCCACTAGACTC

12 GGGATGACCAGG 45 GTAAGGCGCATG 78 GGGCTAGTCATA

13 GAATGCGACCAA 46 GGAGTAACGGAG 79 GTCGTAGCGGAT

14 GATGGCAGTCAG 47 CCATTCCGAGTC 80 CCTACACGGTCT

15 AGATGCGCGGTA 48 CATACCTGCCAC 81 CTACGGCTTCGC

16 GAATGGCACCTG 49 GGCGCGTTAGAG 82 CCCTACGGAGAC

17 ACCGATGCTGAC 50 CCGTTAGCGTGC 83 CTACAGCGAGGC

18 CTGTCATGCCGA 51 TCTTAGGCGGCT 84 TGAGGCGTGTAG

19 GATGCCATGGAG 52 AGGCATCGTGAG 85 TGCCGTGAGACC
20 TGATGCCGCTGC 53 CCGCTCGTAAGA 86 CTGAACCGCTGT
21 TGATGGCGTCTT 54 TCATTCGCCCAG 87 GTGACCGAGTCG
22 GATGCGACGGTA 55 TCCGCATACCAG 88 ACGGACGTCACC
23 GTGAATGCGGAG 56 CATCACCCCTAC 89 CCTGCTCATCGA
24 CCAGATGGGGTC 57 GGGTCGCATCTA 90 TCACCAGCCAGG
25 TGCCATGCTGTG 58 CCATCCGTTGTC 91 GTCAGTGCGGCA
26 TGCGATGCGAAC 59 CCCCCGTTAGAA 92 AGTCACTCCCAG
27 CTGCAATGGGAC 60 CCGTTAGTCCGC 93 CTCGTAGACTGCGTACC
28 CCCATGTGTGAA 61 CATACGGGCTGC 94 AATTGGTACGCAGTCTAC
29 CCATGCGGAGTC 62 CACCATCGTGGC CTCCTAGACGCGAATTCCC-
30 GGCGTATGGTAG 63 GTAAGCCGAGAG % - TCGTAGACTGCGTACC
31 CTACGATGCCGT 64 CTCCTTACGGGAC 96 GGAATTCGCGTCTAG
32 TCATGCGCACTC 65 CACCGACATCGC 97 CGCGAATTCC

[98]
w

GTCATGCGACGA 66 CACCATCGCTAC
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2. tdblazat: Az intron-targeting analizishez tervezett primerek szekvencidja.

A zérojelben feltlintetett szamok a detektalt fragmentumok nagysagat jelzik bazisparban. °+’:

polimorf mintazat, > —: monomorf mintazat
Vart termék Polimorfizmus
Marker neve Primerek szekvenciaja (bp) Génbanki szam
p
RolInd CAAAGGGAGAGAAGATGTCAGG 827
yl-In -
GGAAGGTAAACGGGAGGAAG (610, 190)
CTTCCTCCCGTTTACCTTCC
Ryl-In2 242 -
CTTTCGAGAGGGAATCACCA
AATGCAGAAGGTGCAACGAT
Ryl-In3 199 +
TGGGCGAAATTTCATTAACA 47300266
TCGAAAAATTCTCAAATGCAAA 477
Ryl-In4 +
GATTGCTTCGATAGCCTTGG (477, 200)
CCAGCAGAGTTCACTGTTTCA
Ryl-In5 481 +
GTTTGCACAGCTGCTGAGAT
GCTCTCGTCTCCACTTCTGC 741
Ryl-In6 -
AACTCCTCAGCAACTGCACA (1050-190)
GCTCTATCGAGGTCCATACTCG
Gpa2-Inl 289 -
ACCAAAAATGCTCCATTTCG 4249449
CGAAATGGAGCATTTTTGGT
Gpa2-In2 254 -
TCCTCAGAACACCTTAACTACACG
GAGTATTCATTCGGGCTTGG
LBr-4D6 196 - CO267884
CTCTACCGACCCGTAGCAAG
GCTGCTGGAAATCCTCACAT 209
LBr2Go-Inl 3 1 GCCCGACTTTCATATTC )
(480) C0O267873
TGGATCTGAAGATGGCACTG 167
LBr-2G9-In2 -
TTGCTCTCAAATCCCACACA (620)
CATCCCAAGGTGTGTCATCA 186
LBr-8G7 - DN154815
TTGAAATTCTTGCCGCTTTT (490-610)
ACTTGTTGGGCTGCTAATCC
gluB8 592 - AJ586738
TTGGCAATTTTTCCATAGCA
TTCTTCGTTGTTCTCTTGACGA
mepi 999 - AJ242665
TCGAAGAGCCATCACTTGC
GTGCAGTGGGTTCTTTCGAG
kcolb 274 - AJ308597
TGGCTGATCTTTCCCATCTC
CGGCCAGTTACAATTCTGC
S2In 202 - X262727
AATCCAGTGGTGGTCCAGAG
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TCATTCCGGCTACCATTCTC

Pat-Inl 504
CCTCCTGTACTTGTTCCTCCA
CTTCGAACATGGCCCTAAGA

Pat-In2 390
TTGGGCCAAAAATTGAACC

Pat-In CAGAAGTTGCCATCTCAAGC 581

at-1n
GCTGCTGCTGTGGAATAACA (320-220) Y03932
CTTGTTGATGGTGCTGTTGC

Pat-In4 168
TCCACTTGTGCAAGTTTCGT

PutIns TCAAGCTCTTGATTCACAAAACA 885

at-in
AGCCTCAGAAGCATCATCCA (1000-1100)
PatlnG TCCAAAGACAATCCTGAAACC 906
at-in
TGCTTTGTTTGCTCGAAGTTT (190-290)
Cat260 TGACAACAAATGCTGGTGGT 260
at
AAGGTGGCAAGCTTCTCAAT (260-210)
GCGGTTTTGCTGTCAAGTTT

Cat199 199
GAATCGTGTCAGGGAACGAC

Catl97 GCAGCTCCCAGTTAATGCTC 197

at
CAAACCTCGAGGGCAAATAA (500) 737106
CGAGGTTTGATCCTTGTCGT

Cat200 200
CCCTGCCTGTTTGAAGTTGT
AGGAGGCGGATCTAGCCTTA

Cat232 232
TGTCAAGAAAGGGGTGTCGT
TCTATCCGATCCACGAGTCA

Catl93 193
CGAGAAGCAACCTTCTGACC
GAAGTTCACAACCCATCTGGA

STACS2-202 202
GCAATGCCATCGTCTTTCTT
GCTTTGCTTGTTCCAACTCC

STACS2-238 238
CCGTTCTCCACCTCAAGTCT 727235
CTTCCCGCTTTCAAAGATGT 252

STACS2-252
TCAGCAAGGCAAAACATGAG (220-300)
ATGTTTTGCCTTGCTGATCC 211

STACS2-211
CAATCTCAGCTCCGGTTCTC (150-270)
GTCTTCCCGCTTTCAAAGAT 226

STACI1-226
TCAGCAAGGCAAAACATGAG (226-300) 727233
GCTTTTCTCCTTCCCACTCC 189

STACI-189
CAATCTCAGCTCCGGTTCTC (189-280)
CCGTGCAATCACAAAAACAT

VPI-372 372
TCAGCACTTTTTGCAGGAGA
TCTCCTGCAAAAAGTGCTGA

VPI-198 198
TTCAAGTTGGGGGAGATGAC
TGGAACTTCTCGTGTTTGGA

VPI-657 657 AJ309218
AGAGCTGGGTCGATTGTGTT
TTGGCCAAATAACAAAAGCA

VPI1-209 209
CCACACTGTATGTCGGCGTAT
TACGCCGACATACAGTGTGG

VPI1-184 184
CGTGCTGTCTGATTTTGCTC
CTGCTGGTGCCTTTGCTT 304

Ds2-304 AJ320154
TCTCTGCCTTGTGCTTCTCA (280)
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Sni-556

AAACTACCATGGCTGGTTCAA
CCTTTGAACATCTCAGCTTGC

556

AJ320185

Sn2-317

CCTTCTCGAGCAAGTCCAAT
AAGCGGCTTCAGAAATAGCA

317
(310-440)

AJ312424

Ure6l5

Ure271

Urel91

Ure2l4

Ure881

Ure993

Ure207

Ure242

Urel99

Ure362

Ure460

ACAGGTGACAGACCAATTCAG

CATGCCATGTGCTCTCAAT
GAGCAGCCACGAGATTTGA

CACAAATCAATGCCCAAGC
GGAGGATTTGGTCATTTGGA

TCATCGAAAACGAAAAGCAA
TTGTAAGGCAGGTAACCCAGA

TGCCAGTTGAGGGCATATAA
CAACTGGCATATGAGGCAAT

CCACCTCCCACCATTGTAGT
TCAACAGACGAAATTCCCCTA

CATCAGGCTTGGAACTGTTG
TGGAGCAATGGGACTAAAGC

TCCAGATTCGTTCAAGGTGTC
TGCTTTTAAAGGTCGCACCA

TTATATCCGGAGCATGTCCAC
CCCTCATCAACCAATCCAAC

CGGGATTCAGCAAAAGCTAC
TGGGAGACCCAAATGCTAGT

AGAACTTGCAGCCTTGGAGA
TCTCCAAGGCTGCAAGTTCT

TTTTATTCCAGCATCCAAAGC

615

271

191

214

881

993

207

242
(130-250)

199

362

460

AJ276865

Adk530

Adk412

Adk647

Adk225

Adk795

Adk196

Adk214

Adk611

Adk242

CTAGACGCATTTCACCGTCA

CAACAACACCTTTGGTGGAA
GAAGCCGTTGCTCTTATTGC

TCTCCATCACGGACAAATTCT
AGCTGATGGATATCGGGAGA

CAACAGATGAGGAACAGTTGGA
GACTGCATGCTTTTGACGAA

TCTGGAAACGTCCCCTCTAC
GCATGGTTCTTTCCTTCCTG

TGGCCAGGAATTTTGCTATC
GGAGGATTTGGTCATTTGGA

TCATCGAAAACGAAAAGCAA
TTGTAAGGCAGGTAACCCAGA

TGCCAGTTGAGGGCATATAA
ACAGGTGACAGACCAATTCAG

GCCAAGTGCTTTCATTCGAT
TGCTTTTAAAGGTCGCACCA

TTATATCCGGAGCATGTCCAC

530

412

647

225

795

196

214

611

242
(130-250)

AJ276864

StKCO1-391

TGATGATGATGGGGTTGTAGG
TGGTTGATCTTCCCCATCTC

391

Y13048

Ponilb-213

TTTGCCTCGGAACTCTTCAG
GCCTCAGAAGCAAAGCAAAT

213

AJ309302
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GGTGGTGGTGGTAGCTCAGT 718
Ponila-718
CCCATTGGCATTAACACTCC (718-860) 4J309301
TTTGCCTCGGAACTCTTCAG 442
Ponila-442
GCCTCAGAAGCAAAGCAAAT (290, 520)
TGGTCTCTCTTCATTGGATACC
invG-224 224
TGCCCCATACTGATCCTTTT
GAGCAAGGGAGAAATGTTTGA
invG-396 396
AAATTGTTCGGCCTTGTTCA
TTCTCATGTGCTCAGATGCT 262
invG-262
GAGGGCTTGTACATTGCTTCA (180-280)
AAGCCCTCATTTGCTGGATA
invG-232 232 AJ133765
CCAGCACCAAAACTCTCCAC
TCTTGATGCCCCTTCAAAAC
invG-214 214
GCCCCATACTGACCCATTT
TGGTTACCATTTTCAGCCAGA
invG-393 393
CCATTGAAATACATTGGTGCTG
ACAGGAATCACACCTGCACA
invG-220 220
TCTGCACCCTTAAGTCCACA
GGGAGATGGAAGCATCAAAA
STH-2-459 459 M29041
GGTCACCAAATTCTTGTCATCA
AACATTGAGGCTGAGGGAGA
STH-21-438 438 M29042
CAACATGAATCTTGTGCTTCAA
TGATCTTGCTCGTTTTGCTG
Mcys-352 352
TTGCTTCACGTTCAAAACCTT
TGCTCGTTTTGCTATTCAGG
Mcys-199 199
TTCCAGCAACAACTTGCTCTT
CAAATAACCCCGAGTTCCAA
Mcys-255 255
CCAGCAACAACTTGCTGTTTA
CTTGCTCGTTTTGCTGTTCA
Mcys-286 286
CTTATTCCCGGCATCAGTTG 116450
ACAGCCCCGAGTTTCAAGAT
Mecys-295 295
TGTTGCCGCAAATGTTATGT
TGCTCGTTTTGCTGTTCAAG
Mcys-271 271
CAGCATCAATTGCCACAAGT
CTTGCTCGTTTTGCTGTTCA
Mcys-233 233
GCAACAAGTTGCTCTTTCACA
TTGCTCGTTTTGCTGTTCAA
Mcys-208 208
TTTTCTACAAACTCCAAATGACCA
CATCATGGATGTTCACAAGGA
1IK-199 199 MI15186
CATCGCGCTTACAAGTACCA
TCAAAGTTTGCTCACATCATTGT 545
INHWI-545
TCGTGCCAAGAGAGTTTCAA (450) MI7108
TGAAACTCTCTTGGCACGAA
INHWI-509 509
TTCTGGCCACCTTTGTTTTC
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TCATTCCAGCTATCATTCTCGF

Patl-491 491
CCTCCTGTACTTGTTCCTCCA
CGAACATGGCCCTCATATTT

Patl-838 838
TGCACACGAGTTTCTCCAAG
CAGAAGTTGCCATCTCAAGC

Patl-226 226 MI18880
TCCAATTCTGGAGACTTTGCT
CTTGTTGATGGTGGTGTTGC

Patl-171 171
AATGCTGGATCCTCTTGTGC
TCAAGCTCGTCATTCACAAAA 433

Patl-433
TCAGACGCATCATCCATTTC (370-550)
CAAAATTCCCTAACGCCAAA

St4CI1-1-550 550
GCTTCCGTCATTCCATAACC
ACCCGGTGAAATTTGCATTA

St4C1-1-712 712
GCCTCGGGATCATTCAAGTA M26755
TTATCAACCACCCCGACATT

St4C1-1-179 179
GAACTTCTCCCGCTTGTTCA
CAAGGATTTCATCTCCAAGCA

St4C1-1-183 183
TTTCCTGACGGAGATTTTGG
TCGCCAAGATGACAAAAACA

Suc-197 197
ATAGCAAGTGCAACCCAAGG
AGGAGCTGTCTGTCCCTGAG

Suc-208 208 U21129
TTGGTGAGGGTTGGTTTAGG

w314 TCACCGCAATGAGATACTGC 314

uc-
CTTTTCCGTGGCTTTCGAT (250-390)
GCCAAAGGCTGTTTCTGATT

GPSS-987 987
ATAAAGTCGGGTCCCAGCTC
CAGAGAAACCGCAAGGAGAG

GPSS-199 199
CCCATACTGGCAATGAAAGG
TGCTCCTCAAACAACCACAG

GPSS-359 359
AAGTCCAGAGAACCCCGATT
TGTGACATCAGCATCAAGCA

GPSS-203 203
AGCCGGTGCCAGATTTTAG 136648
TGCAACTTCACTTGGGATGA

GPSS-547 547
TCCTTGAGATCAGCAGAATTACC
TCATTGGTGAAGGTTGTGTGA

GPSS-943 943
ACCACGGAATGGTGAATCTT
CTTTTGATGGGGGCAGATTA 275

GPSS-275
CAGCTTCCTGTCAGCATCAG (220-790)
CCCGTATAGGGGACAATGTG

GPSS-255 255
CCCTAGCCGCTTCTTGAAC
TCTCAATTGCCTTCAAATTTCTC

UBQ-627 627 U26831

TCCGGTGAGAGTTTTCACAA
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TCATCGCAATGAAATTTTGC

Suc65-197 197
CTTTTCCGTGGCTTTCGAT
GCTGCTGGCTGAGTTTGAAT

Suc65-224 224
ACCCATGGGGGTAAAACAAT
TGTTGAGGAGCTGACTGTGC

Suc65-200/1 200/1
GCAGTGAAGGGCTCAAAATC
AGGAAAGCATGACCCCTCTT 235

Suc65-235
GCCTTCCTCAGGACTTTTTG (200-390)
TATTTCGCCCAGGAAAATGT

Suc65-201 201
CTTGCTCCTTTATGCGCTTG
GATCAAGTTCCTGCCTTGGA

Suc65-209 209
GTGGTACCAACTGCATCAGG U24088
GGGTCCCCTTTAGGACTGAG

Suc65-203 203
CGGTTATCTCTTTCCCCACA
AAACCTTGCAGCCTCCTTGT

Suc65-183 183
TGGTTTTCTCCAATGCATGA
CCAGCACCTTCCAGGAGATA

Suc65-210 210
TTTGGGATCGAACACATCAA
CCCTGAAATCGAAGACTTGC

Suc65-177 177
TGCCATGGTGAATATGATGG
CACATTGGGAAGCCATTTCT

Suc65-200/2 200/2
GTGCTTCCAGAACCCGTAAA
GTTTACGGGTTCTGGAAGCA

Suc65-200/3 200/3
CTCAACAGCCAATGGAACAA
TCACCGCAATGAGATACTGC 321

Sucl6-321
TATCCCTTTTCCGTGGCTTT (290-390)
TCGCCAAGATGACAAAAACA

Sucl6-197 197
ATAGCAAGTGCAACCCAAGG
GTCCGTCCCTGAGTATTTGC

Sucl6-201 201
TTGGTGAGGGTTGGTTTAGG
TTCTTCGCGCTCACCATTAT

Sucl6-331 331
CCTCTGCCTTCCTTAGGACAT
CTTGGAGCGTGAAATGCTTA

Sucl6-202 202
CTGACCACAAGTGGTTCCAA U24087
TGGCCATACATGGAGACATT

Sucl6-199 199
AGCAAGATTGCCCTCACTGT
GGCAATCTTGCTGCTTCTTT

Sucl6-195 195
TGTCGGAATCAGGATACTTCG
CCAGCACCTTCCAGGAGATA

Sucl6-208 208
ATGTTGAATTTGGGGTCGAA
TGCAAGAGAGAGCCTTCACA

Sucl6-196 196
AGCAGCCAGTGTCAATAGCC
TGACGTTGAGAATGACGAACA 349

Sucl6-349
CCAACCTTGCCATTGTGAAT (280-410)
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3. tablazat: A markerek térképi helyének meghatarozasdhoz hasznalt CAPS markerek

primerjeinek szekvenciai

Kapcsoltsag Restrikcios

Marker primer Primer szekvenciaja . .
i csoport enzim

b Dbe-f 5 -CTG ATG TCA GCA TCT ATG AGC T—- 3 1 Tl
¢ Dbe-t 5 - GAT ACG ACA AGG ACC ATT TGC A — 3’ aq

il Sutl-f 5" - AGC TTC CAT AGC TGC TGG TGT T — 3 . Real
u Sutl-r 5" - CGG ACT AAG GTT AAG GCT ATG G — 3’ sa

Tull Tall -f 5 -ATT CCTTGT GTG TCAAAT GCTCC -3’ X1 Tual
Tall -t 5°- CGACTAACG AAG AAT GAA GCAAC -3’ 1

ShiB ShkB-f 5°- CAT CTT CTC CAT AAC CCT TTA CC — 3’ - Real
ShkB -t 5°- GCT CAC AGT TCT CCA CAAAAT C — 3’ sa

s Sus4-f 5°-CAA GCT GAC CTG GAC ACC ACA GT — 3’ - ool
us Sus4 -t 5" - ACC ACA TTG AAA ACC ATA GGA ATT CT - 3’ aq

Ppe-f 5°-TCC GTC CAT CCTTTC TGCTAAC -3’

Ppe-r 5 -AACTCCACCATCAACTTCAATC-3 XIL I, V Alul

Ppe

4. tdblazat: A markerek kromoszomalis pozicidjanak meghatarozadsdhoz hasznalt SSR

markerek primerjeinek szekvenciai

Kapcsoltagi
Marker Primer Primer szekvenciidja
csoport

STM003  STMO0037f 5> -AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC -3’
7 STM0037r 5°— ATTTGGTTGGGTATGATA — 3’ =

STMI100  STM1009f 5°— ATTAGCATACGACTCAAC -3’ <1
9 STM1009r 5’ —TTATTTTCATTTTTCAGC -3’

STM200  STM2005f 5°—TTTAAGTTCTCAGTTCTGCAGGG -3’ X1
5 STM2005r 5°— GTCATAACCTTTACCATTGCTGGG -3’

STM002  STMO0025f 5°-GTTCATGATTGTGAATGCTC -3’ X1
5 STMO0025r 5’ —ATGACTCAACCCCAAATG -3’

STM000  STMO0003f 5°- GGA GAATCA TAACAACCAG -3 <10
3 STM003r 5°- AAT TGT AAC TCT GTG TGT GTG -3’

STM000  STM0007f 5°-GGA CAA GCT GTG AAG TTT AT -3 «II
7 STMO0007r 5°-AAT TGA GAA AGA GTG TGT GTG -3’

STM001  STMO0014f 5°-GAT TGT GAG AAG GCACTG A -3’ «II
4 STMO0014r 5°-TAA ACA ATG GTA GACAAGACAAA-3’

STM003  STM0032f 5°- GGC TGC AGG AAT TAT GTG TTC-3’ -
2 STMO0032r 5°-GAT GTA AAA CAC GTG TGC GTG -3’ '

STM003  STM0030f 5> —~AGAGATCGATGTAAAACACGT -3’ XII
0 STMO0030r 5’ -GTGGCATTTTGATGGATT -3’ '

STM004  STM0040f 5’ —-GCAATAATGGCCAACACTTC -3’ <II
0 STM0040r 5’ -TGGGAAATGTTAGTCAAAAATAGC -3’

STM104  STM1045f 5 —-GAAGTTTTATCAGAATCC -3’ <II
5 STM1045r 5°—ATCACCTCATCAGCAATC —3°

STM202  STM2028f 5 -TCTCACCAGCCGGAACAT -3’ XII
8 STM2028r 5’ -AAGCTGCGGAAGTGATTTTG -3’ '
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5. tablazat: Az AFLP vizsgélathoz hasznalt primerek szekvencidja

Marker Primer Primerek szekvencidja

M7 92E11 5’-GAC TGC GTA CAT GCA GTG-3’
92G24 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACAT-3°

M4S 92E08 5’-GAC TGC GTA CAT GCA GCT-3’
92F44 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AGG A-3°

M5 92E11 5’-GAC TGC GTA CAT GCA GTG-3’
92F41 5’-GAT GAG TCC TGA GTAACAA-3°

M6 92E08 5’-GAC TGC GTA CAT GCA GCT-3’
92F42 5’-GATGAGTCCTGAGTAAGAA-3’

6. tablazat: Az STS és CAPS markerek kimutatasahoz hasznalt primerek szekvenciai

Marker Primer Primer szekvenciaja
GPSI GP81f 5°-GCA GCGTTT CCT ACA AT-3’
GP8lr 5’-AGA GACTAATGC TGAAAAT-3’

GP122 GP122r 5°-TAT TTT AGG GTA CTT CTT TCT TA-3°
GP122f 5°-GCA CTC AAT AGC CCT TCT T-3°
GP269f 5°-TCG CAA TGA AAG ATA AGC-3°

GP269 GP269r 5°-TGT GAT AAA GAG TGT AGC AGT C-3°
GP204f 5°-CAT AGATGG CTC AAA CAA CTC-3°

GP204

GP204r 5°-GTG GAAACATGG CTT ACC-3°

7. tablazat: Song (2004) altal fejlesztett specifikus primerek szekvenciai

Marker Primerek A primer szekvencidja
Us-1 Us-1f 5’-TGC AGG AGA TAG CAG CCA GA-3°
Us-1r 5’-TGT GAG CTC TGA CCG ACC AA-3’
U522 Us-2f 5’-TGC AGG AGA TAG CAG CCA GA-3°
US-2r 5’-TAA CAT TTA GCC TCT GAA C-3°
SHE 5’-TGC AGG AGA TAG CAG CCA GAA
2l GGA ACA GTAAACACAACTAAC-»
H: 5’-TAA CAT TTA GCC TCT GAA CGT

AGG ATC CGA CAACACAAGC-3
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8. tdblazat: Az egyes genotipusok rezisztencia tulajdonsagai

Rez Rez Rez Rez Vonal Rez Vonal Rez.
Vonal Vonal Vonal Vonal

1 + 34 - 67 - 100 - 133 - 166 +
2 + 35 - 68 - 101 + 134 + 167 +
3 + 36 - 69 - 102 - 135 - 168 -
4 - 37 - 70 - 103 - 136 - 169 +
5 - 38 + 71 -? 104 + 137 + 170 +
6 + 39 - 72 - 105 + 138 -? 171 +
7 + 40 - 73 - 106 + 139 -? 172 +
8 + 41 - 74 - 107 140 - 173 -
9 + 42 - 75 + 108 141 + 174 -
10 - 43 + 76 + 109 - 142 - 175

11 - 44 - 77 + 110 - 143 - 176 -
12 - 45 + 78 - 111 + 144 + 177 -
13 + 46 + 79 - 112 + 145 + 178 ?
14 - 47 + 80 -? 113 - 146 + 179 +
15 + 48 + 81 + 114 - 147 - 180 +
16 - 49 + 82 -? 115 +? 148 - 181 +
17 + 50 + 83 + 116 + 149 + 182

18 - 51 + 84 + 117 + 150 + 183 -
19 - 52 + 85 + 118 + 151 - 184 -
20 + 53 - 86 - 119 + 152 + 185 +
21 - 54 + 87 - 120 - 153 - 186 +
22 + 55 + 88 + 121 + 154 + 187 -
23 - 56 - 89 - 122 + 155 + 188 +
24 - 57 - 90 - 123 - 156 + 189 +
25 - 58 + 91 - 124 + 157 + 190 +
26 + 59 - 92 - 125 - 158 + 191 -
27 + 60 - 93 - 126 + 159 + 192 -
28 + 61 + 94 - 127 + 160 + 193 +
29 - 62 + 95 - 128 - 161 - 194 +
30 + 63 + 96 + 129 + 162 - 195 +
31 - 64 + 97 - 130 - 163 -

32 + 65 - 98 - 131 + 164 +

33 - 66 + 99 -? 132 - 165 -

’+’ = rezisztens genotipus, ’-’ = fogékony genotipus, a kérddjellel jelzett vonalak csak egyetlen egyedet

tartalmaztak, igy kimaradtak a vizsgalatokbol
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l.a abra: A RAPD6846 marker szekvencidja. A sziirkével jelolt szekvencia a 46-os primer

kapcsolodasi helyét jeloli.

61

121

181

241

301

361

421

481

AGTGCATCGT

GGAAATACAG

ATGTTTTTTC

GTGGGATGTG

TGGTAAAATC

TTGTGGCAGG

CTGATAAGTT

AACATTTAAT

ATGACTTGCA

GCTCNGATTA

CACATCNTAT

TTGTAAAGCA

TTCTATATCT

AAGATGGGAA

CCAAGGGTAA

CCAGTTTCCT

CTTTTAGTAT

GGGATTTGGT

TCAACCNANT

TGCNACAAGA

TCGTCCGTAA

TGATGAANAA

TTACAAACTT

GTTCATTGTC

TTCTGGATAG

CATGTATCGT

CAGCCTCCGT

CCTGCTGTTT

AAGGGACGGA

ACTTGAGATT

TGCTGGTAGA

GAGGGATTGT

GTGCCACGAA

TTATGTACCT

GTTCTCCCGC

TACTCCAA

1.b dbra: A RAPD9621 marker rész szekvencidja.

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

GTAATCTTTC

TTTTAAGCTG

CGGATCTAGT

TTTCTCGTGG

CTTTGATACT

ACTTTGCTAC

TTGGCAAGGG

CGATCAGGTC

TGTTGGAGTG

GTTTGGGCCC

GGCTTTCAAC

GATCGTAGTT

GGGATTGACA

CGGGGGGGGT

NAATTGTTCG

GGCTGCATTT

CTCTTTCTTC

CATACCTTGG

CACCAAGGCA

TAACGAAGCC

GAACCCATCA

ATTACTATTG

TTGGATTTTG

ATACGCACAC

CACTGGATGA

AAGCGGAGTG

GCCTTGTTGA

TCTAGGATAT

AAAACCCCCA

CCCCCCCNCC

TACTCCAGAA

TGCACCNCCT

GTAACAGCCG

GCAACCTTCT

ACAGCCCTTT

TCATCTGTCT

ACGTTGGGCT

TGCTTCAAGT

CTCTGATCAG

ATATAGCCTG

AAAACTCTGG

GGAGGAGGCA

GCATTGGTTT

AANTGGNACC

CCCCCTTNAA

CTCCTCGGCC
GGGATAGCTC
TTTCGATCAC
TAGGTGTCAA
CCAGGTTATC
CTATCATATT
CGACTGTCTG
TGATACAGTC
GTCTGTAAAA
CCGCGTTTAA
CAGGCTTCTT
TTTGACGATN
GATGATTTGG
TGGGNGGAAG

ATTTCCCCCC

106

TGGCCTTGGA

TACAGGTTTG

TGTTTTATGT

TCAAGGGAAT

GGGCAGGCCA

ATGGTTATTG

GGAGAGAAGG

ATGAGGTCTG

TTCGGCCTCA

TTCTGGTATG

GAACTTCGGT

AATCACAAAC

AGGAGCGATC

GATAGTGACG

GAGAGAGACC

CTCGGTATCA

CTTTGAGCTG

TCGCTCGAAC

CTCAAATCTA

ATTTGGAGCA

GTTGTTGAGC

GANTTTGGGN

CCCCAACAAG

AGATAACAAA

TTTGTTTAAC

GTGAGGCAAT

ACTGTTTATT

ACTTGAGGGA

AAATGACTTA

AACATTCAGA

ATTTCATTCT

CTGATCGGCC

CAGCACCTGC

CGGGCAAGAG

TCTTTCTTCT

GGAATTATTG

CCTCCGTGAT

ACTTTCTGGT

TGTCCAATAT

GTGTCAACCG

AACTTCGTGC

GGACGAGGGG

TTTGGGCGAA

TTGGTAGTTC

AATTGGCTTC

120

180

240

300

360

420

480

540

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



l.c &bra: A RAPD9607 marker rész szekvencidja.

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

CTCCTTACGA

TAGTCTTTAT

AATCATGCTG

ACTTCCATTC

TAACTTGTTG

CTATTCCTCT

TTTCGCTAAC

TAAAGCATCA

TTTGAGTAAT

CTGAAGGCTC

TATTTTCAAA

CATGAACTTT

AACCCAAACC

CCATATTGGA

GGTCACCCTA

AANCNCCCCC

GCTTACCTTN

CGGCAAAAAG

CCTGCGAGAC

TAGAAGTTCC

GCAATTTGGG

TTCTGTGGAA

TCTCTCTTTT

GCAACAACAT

TCCAACCGCC

TTGTGATCGA

GCAAATACTA

CAACTGTTTG

AATTCTAGAC

AGAGCTCCCA

AAATAACCTT

CCCcceecece

NATTGAAGAT

TGGGCTGATT

CTTGGTAAAC

ATATTCTGAG

CACTTAGCAA

TCCATTAGTC

CCTCCTCAAC

TAGCCTTACA

TCCTTTGTCT

TGAACACATC

CGGCAGCCAA

GAGGCATAAG
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AACGCCGTTN

GGCGTTACCC

ACAANTTAGC

TTGTCATTCT

CTATGATGAA

CCAAACCACC

CAAATTCTAC

GGACTCCTAA

ATGGGCAGTA

TGGGTGATAA

GAGATTGAGC

CACATGAACA

CTCCGGGATC

CTATAACTTT

ATCACTAGTG

GGCCNGCATA

ATGGNCCCTA

ATAATCTTCT

GTCNTTAATC

GTCCATATTA

GGGCCCTTGG

AATTCCCTTC

GAGTGCAAGA

ATACCCATAG

AGAATACTCA

TCTTTCTTAG

CCATAAAGAT

ATGGGTTGGG

GCCATTCTGC

CGGGCGGCCT

GCTTGGAAGT

NNCTGGCTCC

GCCGAATGAG

ACCCAAATAA

ATCATCTCCC

TGCTCTACTT

TTCATCACCA

CATGCACATC

ACAACCTGCT

TGTCATAATC

TAAACACATA

AATGACGCCA

TAATTCTTCT

TTTAACACAC

GCAAGGTCGA

ATTCTATAGT

CCGNGGTNGA
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1.d dbra: A RAPD7039 marker szekvencidja. A sziirkével jelolt szekvencia a 70-es primer

kapcsolodasi helyét jeloli.
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