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A burgonya -y virus gumé nekrotikus gyiiriisfoltossag torzsével (PVY"N™)
szemben extrém rezisztenciat (immunitast) biztosité gének vizsgalata vad
Solanum fajokban hagyomanyos és molekularis modszerekkel”

OTKA kutatas (T042668) részletes szakmai zarojelentése

1. A kutatasok témaja, résztvevéi:

A kutatasi program soran a burgonyatermesztésben a legnagyobb karokat okozd és a jelenlegi
fajtak rezisztenciajat attoré (Beczner et al., 1984) burgonya Y virus gumoé nekrotikus
gyiiriisfoltossag torzsével (PVYN™) extrém rezisztenciat (immunitast) mutatd burgonyafajtak
eléallitasdhoz sziikséges vad rezisztenciaforrasok virologiai jellemzését és molekularis
vizsgalatat végeztik el a Pannon Egyetem Georgikon Mezégazdasagtudomanyi Karan (PE
GMK), tobb szervezeti egységben dolgozd oktatdk-kutatok részvételével (Novénytudomanyi
és Biotechnologia Tanszék: Dr. Alféldi Zoltan, Biotechnoldgiai Kutatocsoport: Dr. Taller
Janos, Burgonyakutatdsi Kozpont: Dr. Polgar Zsolt és Wolf Istvan, Noévénykortani és
Virologiai Tanszék: Prof. Dr. Gaborjanyi Richard és Prof. Dr. Horvath Jézsef, valamint
MTA Novényviroldgiai Kutatocsoport: Dr. Takdcs Andrés Péter). A kutatdsokban dél-
amerikai rovidnappalos gumoképzé vad Solanum fajokat €s szarmazékokat (S. acroscopicum,
S. albornosii, S. arnesii, S. ambosinum, S. tarnii) vizsgaltunk.

2. A kutatasok elézménvyei:

Az intézményunkben tébb évtizedes hagyomanyokkal rendelkezé burgonyanemesitési
programok hatékonysaganak ndveléséhez az elmult években tobb OTKA kutatési programban
folytattunk vad Solanum fajokkal viroldgiai (OTKA T34317, témavezet6: Dr. Horvath Jozsef)
és molekularis kutatdsokat (OTKA T37827, témavezetd: Dr. Polgar Zsolt) a burgonya Y virus
(PVY) rezisztenciaforrdsok és rezisztenciagének jellemzésére. Ezekben a korabbi
kutatasokban néhany vad Solanum faj (S. hougasii, S. tarnii, S. stoloniferum) kilénb6z6
genotipusait vizsgaltuk. A jelen kutatdasi munkak sordn Ujabb vad Solanum fajok (S.
acroscopicum, S. albornosii, S. arnesii, S. ambosinum, S. tarnii) genotipusainak virologiai és
molekularis jellemzését tiztik ki célul korszeri vizsgalati modszerekkel, a nemesitési
programokban torténo felhasznalas céljaval.

Mindezek a vizsgalatok azt a célt szolgaljak, hogy a vad Solanum fajokban meghatarozzuk a
PVY extrém ellendllosag génjeit, azokhoz kapcsolt markerek kifejlesztésével lehet6seget
kapjunk rezisztens vad fajok molekularis mddszerekkel torténé kivalasztasara és nemesitési
célu felhasznalasara. A markerek kifejlesztése — kapcsolodva mas nemesitési programokkal -
lehet6seget ad a vizsgalt Solanum stoloniferum genotipusok rezisztencia markereinek
0sszehasonlitasara is.

3. A kutatasok rovid bemutatasa:

3.1. Virusfertozési vizsgalatok

A Kkutatasok elsé éveiben (2003-2004) az Egyesiilt Allamok Surgeon Bay-i Burgonya-
Génbankjabol kaptunk magokat a vizsgalatokba bevont vad Solanum fajokbdl. A fajok (S.
tarnii, S. acroscopicum, S. ambosinum, S. albornosii, S. arnesii) 9 szarmazékanak (P1 545846,
P1 498046, P1 230495, PI 498048, Pl 365316, Pl 543849, Pl 545880, Pl 568916, Pl 545958)
magvainak MS taptalajon kapott csirdzasi erelye azonban - 10 %-0s Na-hypoklorit oldattal
tortént fert6tlenités és erés gibberellin kezelés (100mg/l GA3) ellenére is olyan alacsony volt,
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hogy alig 5%-uk hajtott ki. A kicsirazott novényeket taptalajon felneveltiik, majd egyedenkent
a genotipusokat in vitro felszaporitottuk (klonoztuk). Az elééallitott 45 klon felszaporitott
novényeit 2004-ben vektormentes tiveghazba killtettiik és 4-6 leveles korban a burgonya Y
Potyvirus  (PVY) NTN torzsének D10 izolatuméval fert6ztik (karborundum-
por/ivegspatula/foszfat puffer pH 7,0). A klonok valamennyi ndvényegyedének PVY-
fert6zottséget DAS-ELISA mddszerrel (Loewe Biochemica GmbH poliklondlis antitest,
foszfatdz enzim-antitest konjugatum, pNPP szubsztrat, A=405nm) vizsgaltuk. Elkulonitettik
a PVYN™ térzzsel szemben rezisztens és fogékony névényeket, hasadd populéacié létrehozasa
celjabol (1. tablazat).

A vizsgalatok soran a S. arnesii 3 szarmazékanak (Pl 545846, Pl 545880, Pl 545958) 10
klonja (fertézott/inokulalt névenyek klononként: 8/8, 8/8, 8/8, 8/8, 8/8, 8/8, 8/8, 6/6, 10/10,
8/8), a S. acroscopicum 2 szarmazékanak (Pi 230495, Pl 365316) 15 klénja (8/8, 7/8, 8/8, 5/6,
5/7, 616, 6/7, 6/7, 2/4, 4/4, 414, 3/3, 2/2, 6/6, 8/8) bizonyult fogekonynak.

A S. tarnii 1 szarmazékanak (Pl 498046) 9 klonja (0/8, 0/8, 0/5, 0/4, 0/7, 0/8, 0/7,+ 0/7, 0/7)
rezisztensnek, 1 szarmazékanak (Pl 498048) 4 klénja (1/9, 1/8, 8/8, 1/9) fogékonynak, 5
Klonja (0/9, 0/9, 0/7, 0/7, 0/7) rezisztensnek bizonyult. A tovabbi vizsgalatokbdl a S. tarnii faj
Pl 498048 szarmazékat kizartuk, mert a rezisztencia megnyilvanulasat valoszintleg
valamilyen médositd gén befolyésolhatta.

A S. ambosinum egy szarmazékanak (Pl 568916) vizsgalt két klonja kozil 1 rezisztens (0/8
fert6zott/inokulalt néveny, 1. kép és 1. &bra), 1 pedig fogékony (8/8 fertézott/inokulalt
novény) volt (1. abra).

A rezisztencia-vizsgalatok alapjan 3 csoportot alakitottunk ki:

1. Azok a fajok, amelyeknek valamennyi kldnja fogekony (S. arnesii, S. acroscopicum).
2. A S. tarnii P1 498046 szarmazéka, amelynek valamennyi kl6nja rezisztens.

3. A S. ambosinum Pl 568916 szarmazéka, amelynél fogékony és rezisztens klont egyarant
talaltunk.
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1. kép. S. ambosinum rezisztens vonal 1. dbra. Solanum ambosinum faj (P1 568916)
2 héttel PVYN™ fertézés utan. két vonalanak eltéré fogékonysaga
mechanikai fertézés utan.



1. tablazat: Vad Solanum fajok burgonya Y-virus (PVYN™) fogékonysaga.
, . Fert6zott/vizsgalt Atlagos
Pl'szam ke Vonal néveny ’ extinkcigs érték
P1545846 | Solanum arnesii 2 8/8 1,663
3 8/8 1,661
4 8/8 1,477
5 8/8 1,284
6 8/8 1,555
7 8/8 1,312
8 8/8 1,437
9 6/6 1,32
P1498086 S. tarnii 1 0/8 0,054
2 0/8 0,054
3 0/5 0,039
5 0/4 0,043
6 0/7 0,023
7 0/8 0,02
9 0/7 0,0179
10 0/7 0,018
P1230495 | S. acroscopicum 1 8/8 0,849
2 7/8 0,836
3 8/8 1,389
4 5/6 1,11
5 5/7 1,22
6 6/6 1,156
7 6/7 1,448
8 6/7 1,586
9 2/4 0,874
10 4/4 1,4
Pl 498048 S. tarnii 1 0/9 0,024
2 0/9 0,021
3 1/9 0,055
4 0/7 0,03
5 0/7 0,018
6 0/7 0,024
7 1/8 0,163
8 8/8 1,681
9 1/9 0,206
Pl 365316 S. ambosinum 1 4/4 1,681
2 3/3 1,681
3 2/2 1,681
4 6/6 1,681
P1 543849 S. albornosii 1 8/8 1,633
Pl 545880 S. arnesii 15 10/10 1,564
Pl 498046 S. tarnii 19 0/7 0,023
Pl 568916 S. ambosinum 1 8/8 1,707
1/2 0/8 0,017
Pl 545958 S. arnesii 14 8/8 1,61




2003-2004. években — az alacsony csirazasi erély miatt - 3 kiilonbdzé alkalommal kértiink és
kaptunk magokat az Egyesiilt Allamokbol, a Surgeon Bay-i Burgonya Génbankbol. A vizsgalt
vad Solanum fajokbol 2004. és 2005. években keresztezéseket végeztiink minden lehetséges
kombinaciéban hasadd populécidk létrehozasa céljabol, valamennyi faj és szarmazék egyedei
kozott. Emellett egy diploid S. tuberosum fajhibrid burgonyaval tortént keresztezést is
megkiséreltink; valamint kisérleteket tettink a fajon bellli Ontermékenyitésekre is. A
csirazasi nehézsegek utan a keresztezések es dntermékenyitések minden esetben sikertelenek
voltak. A sikertelenség legvaloszintibb ok&nak a vad fajoknak az altalunk biztositani tudottol
jelentésen eltéré 0koldgiai igényét tartottuk, ezért a tovabbiakban az MTA Mezdgazdasagi
Kutatointézetében, Martonvasédron (Dr. Galiba Gabor osztalyvezeté szivességébol)
Klimakamrai koriilmények kdzott neveltliink fel névényegyedeket a tovabbi keresztezésekhez
és a vizsgalatokhoz. Sikeres keresztezést azonban az igy felnevelt ndévényekkel, tébbszori
probalkozas utan sem siker(lt elérnilink.

3.2. Szomatikus Solanum hibridek eléallitasa

A pélyazatban szerepl6 vad burgonyafajokban meglévé burgonya Y rezisztenciagének kozil
elézetes informacidink alapjan a S. tarnii fajban 1évé gént tartottuk a legigéretesebbnek. A faj
Pl 498046 azonositd szamuU csalad egyedeinek jellemzésekor elézetes reményeink be is
igazolodtak. A mesterséges fert6zést kovet6 DAS-ELISA vizsgalatok eredmenye alapjan a
megvizsgalt egyedek mindegyike immunisnak bizonyult a PVY legagresszivebb NTN
torzsevel szemben is (1. tablazat). Mivel virus fogékony egyedet a csalddban azonban nem
tudtunk talalni, ezért a fajon beldili, géntérképezésre alkalmas, hasad6 populacié eléallitasara
nem volt lehetésegink.

2005-2006. években intenziv keresztezési munkéat vegeztiink annak érdekében, hogy olyan
4x, vagy 2x, a PVY-al szemben fogékony burgonya (S. tuberosum) genotipusokat talaljunk,
melyekkel a S. tarnii keresztezhet6. Munkank azonban a legnagyobb eréfeszitések ellenére
sem vezetett eredményre. Mivel a PVY rezisztenciagénre nézve hasadd populaciot nem
tudtunk elballitani, ezért egy alternativ. megoldast valasztottunk. A Burgonyakutatasi
Kodzpont, és a németorszagi Federal Centre for Breeding Research on Cultivated Plants
(BAZ), Institute of Agricultural Crops, Gross Luesewitz kozott meglévo, tobb évtizedre
visszatekinté nemesitéi egylttmikodés keretében hozzajutottunk olyan szomatikus
hibridekhez melyeket a Solanum tarnii és a Delikat nevii német burgonyafajta
protoplasztfizioja révén allitottak elé. Jelen palyazathoz kapcsolodoan 4 szomatikus hibridet
és a Delikat fajtval vald visszakeresztezesbol szarmazd 11 BC; vonalat kaptunk a német
féltol kisérleti célokra. Az in vitro palantaként kapott vonalakat el6szor felszaporitottuk, majd
gumonyerés céljabol lveghazba Killtettik.

Minden vonallal lveghazi és szabadfoldi kisérletet is beallitottunk a PVY-al szembeni
rezisztenciaviszonyok ellenérzése érdekében. Az eredeti S. tarni fajjal végzett mesterséges
virusfert6zésen alapuld Kkiserlettel teljesen megegyez6 tesztben vizsgaltuk a vonalak
virusrezisztenciajat a PVY normal (0) és gumonekrodzist okozd (NTN) torzsevel szemben. A
parhuzamosan végzett szabadféldi tesztben a természetes korilmények kozotti
virusrezisztenciat vizsgaltuk.

Mindkét vizsgalati modszer igazolta a S. tarnii fajban meglévé rezisztenciagén stabilitasat.
Sajnos azoban ismét egyetlen fogékony egyedet sem azonositottunk (2. tablazat és 2. abra; a
német fél el6zetesen szelektalta a vonalakat az “0” torzzsel szemben). A Delikat fajtaval valo
sikeres visszakeresztezés, és a rezisztenciagén stabil 6roklodése mindazonaltal elérevetiti
annak a lehetéséget, hogy ezeket a vonalakat hasznalva, a palyazati munka folytatasaként
sikertilhet el6allitani egy olyan hasadé populaciot, mely a sikeres géntérképezési munka
alapjat képezheti.



2. tdblazat: Solanum tarnii + Solanum tuberosum Delikat szomatikus hibridek BC1

Extinkcios érték

generaciojanak PV

NTN
Y

-rezisztenciaja.

virusrezisztenciaja

pPyYVN
Genotipus Statusz Fertézott/vizsgalt | Atlagos extinkcios
novény érték
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/2/54 0/10 0,017
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/6 0/10 0,011
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/13 0/10 0,01
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/18 0/10 0,013
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/19 0/2 0,025
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/23 0/5 0,016
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/24 0/10 0,018
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/27 0/10 0,015
Delikat (+) trn x Delikat BC1 03.838/7/28 0/10 0,017
Delikat Flzios partner 10/10 1,793
Pozitiv kontroll 1,793
Negativ kontroll 0,042
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3.3. DNS-szintii vizsgalatok: molekularis markerezés

A kilénbdzé vad Solanum fajok molekuléris dsszehasonlitd vizsgalatara a RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) modszert alkalmaztuk. Az azonos vonalakhoz tartozo
egyedekrél begyijtott fiatal levélmintakbol a Walbot és Warren (1988) altal hasznalt,
modositott eljarassal tisztitottunk DNS-t. A vizsgalatokban 14 primérpart és 2 db Solanum
andigena és Solanum chacoense fajokbol szarmazé burgonya Y virus extrém
rezisztenciagénre specifikus priméreket hasznaltunk. A RAPD vizsgalatokban hasznalt
primerparok szekvenciaja:

96+7: 5’ — GGA ATT CGT GTC TAG -3’ +5 - GGA TGA GAC CGG - 3’
96+13: 5’ - GGA ATT CGT GTCTAG-3"+5 -GAATGC GAC CAA-3’

A RAPD markerek alkalmazésaval a vizsgalt Solanum fajok kozott genetikai kildnbséget
nem tudtunk kimutatni. A S. ambosinum Pl 568916 szarmazékanak fogekony és rezisztens
klonjainak RAPD markerekkel tortén6 dsszehasonlitd vizsgalata az egyes reakcidkban kapott
nagyszamu polimorfizmus és a kevés egyedszam miatt nem bizonyult alkalmasnak egy
markerezési program lefolytatasahoz.

A nemesitok altal jelenleg hasznalt nemesitési vonalak vad burgonyafajokbdl szarmazé
rezisztenciagéneket tartalmaznak. E genek beépitése altalaban hosszlu évtizedekkel ezelét,
kilonbdz6 intézetekben tortént, és a vonalak pedigreé-jérél nincsenek egyértelmi
feljegyzések. Ezeért indokoltnak tiint, hogy a harom kulénb6zé vad fajbol (S. andigena, S.
stoloniferum és S. chacoense) szarmazd PVY rezisztenciagén ismert markereit az altalunk
vizsgalt vad fajokon, illetve szarmazékaikon leteszteljunk. Ezért 2005-ben a vizsgalt vad
burgonyafajokkal tovabbi molekuléris markerezési vizsgalatokat végeztink. A vad fajok
ndvényein a szakirodalombdl ismert alabbi markereket teszteltik:

e Solanum chacoense Ry marker: CHA38 (Hosaka et al. 2001) RAPD marker,

e Solanum tuberosum subs. andigena Ry marker: RYSC3 (Kasai et al. 2000) SCAR
marker,

e Solanum stoloniferum Ry marker: GP 81 és GP122 (Flis et al. 2005) SCAR, ill. STS
marker,

e Solanum stoloniferum Ry marker: RLTR1-MS15 és RLTR3R-MS15 (Heldak et al.
2005) retrotranszpozon - mikroszatellit markerek, és

e Solanum stoloniferum Ry marker: SM0003 (Milbourne et al. 1998) STS marker.

A markerezési munkak mellett markerfejlesztést is folytattunk: a palyazatban szereplé vad
burgonyafajokon teszteltiink 4db sajat fejlesztésii, az Ry géntél 0,5-6,7 cM tavolsagra
térképez6do Solanum stoloniferum Ry markert is.

Eredmenyeink minden esetben negativak voltak, azaz a vizsgalt PVY rezisztencia
markerekkel nem sikerilt a kivant méretii fragmentumot detektalni, annak ellenére, hogy
mindegyikkel tobb PCR terméket kaptunk. Ez felveti annak lehetéséget, hogy
ndvényanyagunk esetlegesen mas Ry rezisztenciagént tartalmaz. Ennek lehet6ségét a PVY
rezisztencia gének korabbiakban kozolt eltér6 lokalizacioja (S. andigéna: XI. kromoszoman,
S. stoloniferum: XII. kromoszéman, mig S. chacoense: IX. kromoszéman) is alatdmaszthatja.
A PVY elleni extrém rezisztencia géneket ismereteink szerint eddig még nem klonoztak.



3.4. Filogenetikai vizsgalatok

Az RAPD mintazatokbol kapott binaris adatokbdl egy tavolsag matrixot hoztunk létre. A
matrix megalkotasahoz és az értekelésekhez a TREECON v.1.3b (Van de Peer és Wachter,
1994) programot hasznaltunk. A genetikai tavolsagok szamitasdhoz két mddszert
alkalmaztunk az eredmények dsszehasonlithatésaga miatt. Az egyik mddszer Nei és Li (1979)
genetikai hasonldségi indexe:

2 Nxy

Flxy=1- ———
Mx + Ay
ahol Nxy a mindkét tipust mintazatban megtalélhat6 fragmentumok szama,
Nx+Ny pedig az egyes tipusokban megtalalhaté fragmentumok szamanak az 6sszege.
A mésik modszer szamitasait Link és munkatarsai (1995) képlete alapjan vegeztik el:
Mrx+ Ay

MNx 4+ My + Nxy
ahol Nx azoknak a fragmentumoknak a szama, amelyek megtalalhatdak x-ben, de y-ban nem

Ny azoknak a fragmentumoknak a szama, amelyek megtalalhatéak y-ban, de x-ben nem
Nxy pedig x-ben és y-ban is megtalalhaté fragmentumok szdma.

Flxy =

A tavolsagi matrix csoportositasahoz a hierarchikus osztalyozas egy altalanosan alkalmazott
agglomerativ mddszerét, az UPGMA (tavolsadgokat optimalizalo csoportatlag) klaszterezési
eljarést, a megbizhatdsag vizsgélatahoz pedig a ,,bootstrap (visszatevéses minta) analizis”
szimulacios modszert (1000 boostrap ismétlésben) vélasztottuk. A két kilonbdz6 eljaréssal
(Nei és Li, 1979; ill. Link et al., 1995) kapott dendrogramok (3. és 4. abra) csupan
Kismértékben tértek el egymaéstol: az Ujabb moddszerrel (Link et al., 1995) kapott
dendogramon a vizsgalt S. ambosinum és S. arnesii fajok kilon alcsoportot képeztek. Az
eredmeényeket felhasznalva Poczai Péter hallgatd az Orszagok Tudoményos Didkkori
Konferencia Agrartudomanyi Szekcidjaban, 2007-ben I. helyezést ert el.

08 |: S.arnesil.
S.arnesi2.
97 5. amboginum
99 S.acroscopicum 1.
44 —1_ i
3. acroscopicum 2
|7 100 —— 5. stoloniferum 1.

L 5. sioloniferum 2.
5. tuberosum

3. bra. Solanum fajok genetikai tavolsaganak vizsgalata Nei és Li (1979) mddszerével.
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97 5. ambosinum
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|* L 5. acroscopicum 2

100 ——— 5. stoloniferum 1.
L 5. sioloniferum 2,
5. tuberosum

4. dbra. Solanum fajok genetikai tavolsaganak vizsgalata Link et al. (1995) mddszerével.



A vad Solanum fajok PVY rezisztenciagenjeinek térképezése céljabol hasadd populacidkat
terveztiink el6llitani egyrészt a S. tarnii szarmazékainak, masrészt a S. ambosinum
szarmazék genotipusainak keresztezesevel. Tébb éven at tartd keresztezési torekvéseink nem
jartak sikerrel, igy e vad fajok PVY rezisztenciagénjeinek molekularis jellemzésére mas
megkdzelitést kellett talalnunk. Mivel a S. ambosinum azonos szarmazékanak (Pl 568916) két
Klonja kozil az egyik ndvény rezisztensnek, a mésik fogékonynak bizonyult, ezért a tovabbi
vizsgalatokban a S. ambosinum e szarmazékanak fogékony és rezisztens klonjait hasznaltuk
fel. Igy kikiiszobolhets a hasadé populacio létrehozéasanak problémaja, és azonos fajon beliil a
rezisztens és fogekony egyedek tovabbi RNS-szinti vizsgalatokban felhasznalhatoak.

3.5. A génkifejezédes vizsgalata: cDNS szubtrakcios vizsgalatok

Mivel a PVY rezisztenciagének térképezésére alkalmas populéciét egyik vad faj esetében -
akar fajon beluli, akar fajok kozotti hibridizacioval — sem sikerilt létrehozni, ezért a
génkifejezodés indukalasat lattuk jarhaté megkozelitésnek. A szdba johet6 eljarasok, mint
példaul a differential display, a cDNA-AFLP, vagy a cDNS szubtrakcio kozil az utdbbit
valasztottuk. Ennek oka az volt, hogy szamos hazai és kilféldi szakemberrel konzultélva
(tbbbek kozott Dr. Endre Gabriellaval, MTA Szegedi Biologiai Kdzpont; és Prof. Dr.
Philippe Simoneau-val, Angers-i Egyetem, No&vénykortani laboratérium vezetéje) a
legpozitivabb visszajelzések a szubtrakcids eljarasrol jottek. A cDNS szubtrakcio alkalmas
arra, hogy két mRNS populaciobol kivalogassuk azokat, melyek csak az egyikben vannak
jelen. Az eljards elméleti alapja, hogy a mRNS-eket cDNS-sé konvertaljak, majd a két
kiilonb6zé cDNS pool-t egymassal hibridizaltatjak, és a hibrid szekvenciakat eltavolitjak. Igy
a megmarado, nem hibridizalodott cDNS-ek a két pool kozott differencialisan kifejez6dé
géneket reprezentéljdk. E geneket a ligélt adapterekre specifikus primerek segitségével PCR-
rel felszaporitjak, hogy a tovabbi elemzésekre alkalmas mennyiségic DNS alljon
rendelkezésre.

Stratégiank szerint a PVY virussal torténé fertézés elétti és utana kilénbdzé idépontokban
szedett mintakkal terveztiik elvégezni a szubtrakciot. Mivel egyidejilleg csak két minta
szubtraktalasat tudjuk végezni, ezért a fertézes utani mintakbol ki kellett valasztanunk egyet,
mely feltehet6leg tartalmazza a kérdéses Ry génterméket. A PVY fert6zés a burgonydban az
extrém rezisztenciagén jelenlétében tlinetmentes, €s a virus sem mutathato ki a névenybél. Ez
feltehetéleg a gyorsan mukddésbe 1épé védekezési mechanizmusnak koszdnhetd. Mas
populaciokon veégzett markerezéses vizsgalatainkbol tudjuk - mely eredményeket irodalmi
eredmeények is megerdsitenek -, hogy a PVY extrém rezisztencia monogénes tulajdonsag a
burgonyaban. Mivel azonban semmilyen el6zetes molekularis genetikai informéacié nem allt
rendelkezésre az Ry génekrol, ezért spekulativ Gton kellett kivalasztanunk a vélhetoleg az Ry
MRNS-eket kell6 mennyisegben tartalmazd mintat. A vizsgalatokhoz a fert6zes utan két
oraval szedett mintékat tartottuk a legmegfelelébbeknek, mert még egy gyors védekezési
mechanizmus esetén is szamitani lehet arra, hogy elegendé Ry mRNS-t tudunk Kitisztitani
ezekbdl a mintakbol.

A novényeket a fertézest megelézéen vektor-mentes Gveghazban, természetes fényviszonyok
és 20-23°C mellett neveltik. A vizsgalatokhoz 6-8 leveles stadiumban lévé novényeket
hasznaltunk. A fertézést a PVYN'™ térzs D10-es izolatuméaval végeztik el. A virust
dohényban (Nicotiana tabacum Xanthi-nc) tartottuk fenn. A fert6zéshez karborundum port és
foszfat puffert (pH7,0) hasznaltunk. Kozvetlenul a fert6zést megelézéen, valamint a fert6zes
utdn 0,5, 1, 2, 4, 8 és 24 odraval vettink 20-20mg levélmintat a névényekrsl. Kontrollként
ugyanezen idépontokban a virust nem tartalmazo vizes oldattal a fert6zéshez hasonl6 modon
kezelt novényekrél is szedtlink mintat. A mintakat felhasznalasig —80°C-on taroltuk.

Az RNS tisztitdshoz TRIZOL Reagent-et (Gibco BRL) hasznaltunk, RNS-t a fertézés elétti és
a fert6zés utdn két oraval szedett mintakbol tisztitottunk. Az RNS-t steril ion-cserét vizben



feloldva, felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A cDNS szintézist, valamint a szubtrakciét a BD
PCR Select cDNA Subtraction (BD Biosciences — Clontech) kittel végeztiik.

A szintézis utan a cDNS-eket Rsal restrikcios enzimmel elemésztettiik: 1,5 6ra 37 °C-on, majd
az enzim inaktivalasat kdvetéen fenol:kloroform:izoamil alkoholos (25:24:1) (PCI) kezeléssel
kitisztitottuk a DNS terméket. A restrikcios fragmentumokra a gyartd altal javasolt
adaptereket ligaltunk Ggy, hogy a fertézes utani mintat kétfelé osztottuk, majd két kilonb6z6
adaptert ligaltunk a két poolhoz. A fert6zes el6tti mintahoz nem ligaltunk adaptereket.

Az els6 szubtraktiv hibridizacid soran a fertézés utani eltéré adapterekkel ligalt két poolhoz
hozzakevertiik a fertézés elétti DNS mintat, majd éjszakan at 68 °C-on inkubalva segitettiik
el6 a hibrid fragmentumok (fertézés elétti és utani azonos szekvencidk denaturaléast kdvetéen
létrejovo hibridjei) kialakulasat. A masodik szubtraktiv hibridizaciéhoz az elsé hibridizacio
két mintajat osszekevertik, és Gjabb friss, fert6zés elétti, emésztett, adapter nélkili DNS-t
adtunk hozza, majd ezt is éjszakan at 68 °C-on inkubaltuk. E masodik hibridizacié célja a
differencialisan jelenlévé fragmentumok eltéré adaptereket tartalmazo hibridjeinek kialakitasa
volt, mivel az ezt kdveté PCR-ben csak a két eltéré adaptert tartalmazo fragmentumok tudnak
exponencidlisan felszaporodni.

A masodik szubtraktiv hibridizacioban kapott termékeket PCR reakcid templatjaként
hasznéltuk. A PCR reakcidelegyet a gyartd altal biztositott két kilonbozé pufferrel, az
adapterekkel komplementer primerparral, valamint a szintén a gyarté altal biztositott 3
kilonbdz6 polimeraz enzimet tartalmazé keverékkel, valamint Dynazyme (Finnzymes Oy)
polimerazzal végeztik el. Az igy kapott termékekkel kozil elektroforézis utan a legjobbat
kivalasztottuk, és ezt hasznaltuk egy Ujabb, ,,nested PCR”-hez, melyhez a gyartd altal javasolt
primereket hasznaltunk.

A PCR reakcioban a két végikon azonos adaptert tartalmazo fragmentumok nem tudnak
felszaporodni. Ennek oka, hogy az adaptereket ugy tervezték, hogy az azonos adaptert
tartalmaz6 denaturélt egyszalds fragmentumok 3’ és 5’ vége egy hurok format felvéve
egymashoz hibridizaljon még miel6tt komplementer szekvenciaval hibridizalna.

A PCR-eket Robocycler (Stratagene) tipust thermal cycler-ben hajtottuk végre. Az
elektroforézishez 1,5%-o0s agar6z g@élt és 0,5XxTBE puffert hasznaltunk. A gelképeket
GeneGenius (Syngene) géldokumentacids rendszerrel rogzitettik és elemeztiik.

A szubtrakcio utan kapott genkollekciot molekularisan klénoztuk (pGEM-T Easy Vector
System (Promega), DH5 alfa sejtek), majd kivalasztottuk a megfelelé insert-eket tartalmazé
koloniékat.

A Dbeépitett fragmentumokat a T7-SP6 plazmid-specifikus primer péarral PCR-rel
felszaporitottuk, majd leszekvenaltattuk (Biomi Kft.,, G6dolls). A szekvencia informéacio
alapjan egyrészt homologia keresést végeztiink a génbanki adatbazisokban, masrészt pedig a
szekvencidkra specifikus primer parokat terveztiink a Primer3 primer tervezé program
segitségével.

A specifikus primer parokkal megvizsgaltuk a kérdéses szekvenciak jelenlétét a vad fajokon,
valamint a S. stoloniferum eredetii Ry gént tartalmazé White Lady fajtan, és a PVY fogekony
S440 jeli vonalon.

A cDNS szubtrakci6 eredményei

A szubtrakcidhoz a S. ambosinum PVY rezisztens vonalat hasznéltuk modellként. A
szubtrakcios eljarashoz a Clontech cég ,,PCR-SELECT cDNA Subtraction” kit-jét hasznaltuk.
Az RNS tisztitas eredményét az 5. abra mutatja.



5. abra. A fertozés elétt (bal) és utdna 2 6raval tisztitott RNS (jobb), két 100bp-os
molekularis létra kdzott.

A first”, majd ,second strand” szintézis utan kapott cDNS-ekhez a kit gyartdjanak
Utmutatasait kovetve Rsal restrikcids emesztést kdvetéen adaptereket ligaltunk. A szubtraktalt
termékeket PCR-rel, két kilonb6zé puffert hasznalva, felszaporitottuk. A mintakat
ugyanazzal a reakcioeleggyel, tobb ismétlésben raktunk a készllékbe, és 10-t6l 28 ciklusig
két-ciklusonként egy-egy mintat kivettiink a késztilékbél, hogy kivalaszthassuk a kldnozasra
optimalis allapotut. Ez a 16 ciklusszdmd mintanal mutatkozott (6. &bra).

SRR

6. dbra. A szubtraktalds utani ,,nested PCR” két kulonbozé, a kit gyartoja altal
biztositott pufferben (a 100bp DNS sulymarkertdl balra, illetve jobbra). Mindkét esetben
amintdk 10, 12, 14, illetve 16 PCR ciklus utan lettek kivéve a késziilékbol.
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A 16 PCR ciklussal kapott termékeket beklonoztuk, és a koloniak kozil kivalogattuk a
szubtrakcios termékekkel azonos méretii fragmentumot tartalmazdkat (7. abra). A plazmidok
dontéen a kisebb szekvenciakat fogadtak be, igy a tovabbi elemzésekben ezt a 6 darab
fragmentumot tudtuk vizsgalni (8. &bra).

LR

7. &bra. A szubtrakcids termékeket tartalmazo koloniak PCR tesztje a T7-SP6
plazmid specifikus primer parral (a DNS létra 100bp-0s).

8. abra. A szubtraktalas utani 6 darab beklénozott termék, melyek szekvenalasra
kerUltek (baloldalt 100bp molekularis marker, majd téle jobb felé haladva a minték
sorrendje a koldniak azonositészama alapjan: 85, 79, 63, 58, 53 és 18).

A beklonozott fragmentumokat leszekvenaltattuk (Biomi Kft, Godollg). A szekvenciak
0sszehasonlitd elemzése alapjan harom darab szekvencia egymasra illeszkedett. Bar harom
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nukleotidban eltérés mutatkozott e szekvenciak kozott, mégis a tovabbiakban egyetlen,
konszenzus szekvenciaként kezeltiik 6ket.

A fenti konszenzus szekvenciaval és a tobbi, egyméasra nem illeszkedé szekvenciaval
homoldgia-keresést végeztiink a génbanki adatbazisokban. A homoldgiat a 100 elsé talalatig
vizsgalatuk. Mindegyik szekvencia dontéen stressz-indukalt EST-ékkel, illetve cDNS-ekkel
adott talalatot. A talalatok jelentés része a Solanaceae csaladbdl szarmazd szekvenciakkal
mutatkozott. Minden szekvencia esetében talaltunk 100%-os, vagy ahhoz kdzeli homologiat.

A szekvencia-informacio alapjan a Primer3 programmal specifikus primer pérokat terveztiink
(3. tdblazat).

3. tablazat. A szubtraktalas utani szekvenciakra specifikus primer parok (A baloldali
oszlop a szekvencidk azonosité jelét tartalmazza).

SEQ-18F 5’-CAT CCG CCC CAG ATAAAC TA-3’
SEQ-18R 5’-GTA AGA CCC CGT GCA CCT TA-3’
SEQ-53F 5’-AAC CTG TCT CAC GAC GGT CT-3’
SEQ-53R 5’-TCG GAA TTC GAA GCT AGA GG-3’
SEQ-58F 5’-TGT CGG CCA AGG CTATAA AC-3’
SEQ-58R 5’-ATG GCC GTT CTT AGT TGG TG-3’
SEQ-63F 5’-GTT CCC TAT TGG TGG GTG AA-3’
SEQ-63R 5’-CGA GGT CGA AGC TAG AGG TG-3’
SEQ-79F 5-CCCCTTCTT CCCCTT CAAT-3
SEQ-79R 5’-GGC CCC TAC TGA AGA TAG GTC-3’
SEQ-85F 5’-AAC CTG TCT CAC GAC GGT CT-3’
SEQ-85R 5’-GGT GGA TAA CTG GCT TGT GG-3’

A szekvencia-specifikus primer parokkal PCR reakcidt hajtottunk végre a vad Solanum
fajokon, a White Lady fajtan és az S440 nemesitési vonalon (9. abra). A White Lady fajtaban
a PVY extrém rezisztencia a S. stoloniferum fajbol szarmazik, mig az S440 fogékony erre a
virusra. A vizsgalt novények a PVY rezisztenciajuktdl fuggetlendl egy kivételével az 6sszes
fragmentumot tartalmaztak. Ez arra utal, hogy ez az 6t szekvencia, - bar stressz-indukalt
gének részei -, nem specifikusan a PVY fert6zésre kifejez6d6 Ry génbél szarmaznak.

A PVY fogékony S. arnesi, valamint a rezisztens S. tarnii esetében a 79-es azonositészamu
szekvenciara kaptunk ugyan halvany terméket, de ez mindkét esetben nagyobb méreti volt a
vartnal. Ugyanigy a PVY fogékony S. ambosinum esetében tobb halvany terméket is kaptunk,
de ezek is nagyobbak a szekvencia informéacié alapjan vart terméknél. A PVY rezisztens S.
ambosinum-ban viszont, - melybél a 79-es szekvencia szdrmazott, - nem kaptunk terméket.
Ez a reakcio-optimalizalas és egyéb esetleges modszertani problémék lehetésége mellett arra
is enged kovetkeztetni, hogy ez a cDNS szekvencia a genomialis DNS-en egy nagyobb

méretii intront tartalmazhat, melyet az alkalmazott PCR feltételek mellett nem sikertlt
Kimutatni.
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9. &bra. A 6 db szubtraktélas utani szekvencia vad Solanum fajokban, valamint a White
Lady fajtaban és az S440 nemesitési vonalban [a 6 szekvencia sorrendje balrdl jobbra a
kolonidk azonositészdma alapjan: 18, 53, 58, 63, 79 és 85. A ndvénymintdk sorrendje felll
baloldalrél kezdve (az elektroforetogram bal és jobb oldalan 100bp DNS létra): S.
acroscopicum, S. arnesi, S. tarnii, S. ambosinum (PVY fogékony akszesszid), S. ambosinum
(PVY fogékony és rezisztens biotipust is tartalmazd akszesszid), S. ambosinum (PVY
rezisztens akszesszio), White Lady, S440].

A cDNS szubtrakcios vizsgalataink soran sikerilt stressz-indukalt géneket kimutatnunk a
fertézes utani minta fert6zés el6tti mintaval torténo sziirésevel. Az eddig vizsgalt genjeldltek
kozll a 79-es szama klon PVY rezisztencidval val6 esetleges kapcsoltsagara egyelére nem
kaptunk valaszt. A tobbi szekvencia esetében nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy ezek
adott cDNS-ek kisebb darabjait (200-300bp) reprezentéljdk csak, igy nem tudjuk, hogy az
ezeken kivil es6 szakaszok tartalmaznak-e eltéréseket a rezisztens és fogekony genotipusok
kdzott. Ezt a lehet6séget a rezisztenciagénekre jellemzé nagyfoku hasonlésag, illetve tipikus
motivumok (NBS, LRR, stb.) ismerete miatt nem szabad kizarnunk. A nagyszamd, stressz-
indukalt EST-ével, illetve cDNS szakasszal mutatott homoldgia ellenére nem talaltunk az
adatbazisokban olyan klént, mely teljes cDNS-t tartalmazott volna. Ezért jelenleg a vizsgalt
szekvenciainkat tartalmazé cDNS-ek izolalasat végezzik. A 79-es szamu Kklon esetében
egyreészt a reakcio feltételek optimalizalasan, illetve itt is a teljes cDNS izolalasan dolgozunk.
Ezek mellett a genomialis DNS-t LA (long and accurate) PCR-rel tervezziik vizsgalni.
Egyelére kdzel 400 leellenérzott kolonia kézott még nem talaltunk olyan klonokat, melyek a
szubtraktalds utani nagyobb méreti (500-750bp) fragmentumokat tartalmaztdk volna. A
koldnia-screening folytatasa mellett a gélbdl visszatisztitjuk a nagyobb fragmentumokat és
ismét beklénozzuk, hogy a konkurens, és a klénozads szempontjabdl preferenciat élvezé
kisebb fragmentumokat kiszorithassuk. Ezutan a nagyobb fragmentumok szekvencia
elemzesét és ellendrzését is elvégezzik.

Az itt bemutatott vizsgalatok nem képeztek szerves részét a Kkutatdsi szerzédes
munkatervének, azonban, mivel éveken keresztil hidba torténtek probalkozasok térképezésre
alkalmas hasadd populacio eléallitasara, folyamodtunk a génexpresszios megkdzelitéshez.
Bar a valasztott technika 0sszetett és bonyolult, eredményeink azt mutatjak, hogy modszertani
értelemben igéretes. A PVY virus veszélyessége miatt nemzetkdzi viszonylatban szamos
kutatocsoport dolgozik PVY extrém rezisztenciagének molekularis jellemzésén. Ugyanakkor
az eddig kozolt markerezesi és térképezési eredmények ellentmondasosak, még egyetlen
izolalt Ry génrél sem tudunk.

13



A kutatasi program legjelentésebb eredményeinek a szubtrakcios hibridizacioval kapott
adatainkat tekintjik. A modszer adaptécidja és optimalizlasa tovabbi kutatasi programjainkat
meghataroz6 maédon segiti. E vizsgalatokat a kutatdbmunka utolso idészakaban (2006-2007.
marcius 31.) fejeztik be, ezért az eddigi eredmeényeink alapjdn a kutatdsokat tovabb
folytatjuk, és eredményeink tovabbi publikalasat a kozeljovoben elvégezzilk. Munkank
folytatidsa és az alkalmazott mddszer finomitasa (pl. a mintavétel idépontja) reményeink
szerint hozzajarul e jelentés rezisztenciagének tudomanyos megismeréséhez és a szerzett
informéciok gyakorlati nemesitésben torténé alkalmazasahoz.

Kutatokozosségiink koszonetét fejezi ki az OTKA-nak a kutatasi program tamogatasaért.
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