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1. Bevezetés

A burgonya (Solanum tuberosum L.) az egyik legértékesebb kulturnévénylink. Gumoja
gazdag beltartalmi Gsszetételénél fogva népélelmezési szempontbol nagyon fontos.
Ugyanakkor allati takarmanyozdsra, élelmiszer- és egy€b ipari (keményitd, szeszgyartas)
felhasznalasra egyarant alkalmas, mindemellett gyogyszeripari nyersanyag (HORVATH,
2003).

Hazénkban az éghajlati és talajadottsagok nem kedvezdek a burgonyatermesztés szdmara
(TAS, 1997). Azonban a termésatlagok annal is alacsonyabbak, mint amit az Okologiai
adottsdgaink lehetéveé tennének. Ennek 6 oka a novények nem megfeleld egészségi allapota.
A beteg novény asszimilacios képessége kisebb, 1égzése fokozott, ezaltal csokken a termés
mennyisége és romlik mindsége is (POLGAR et al., 2014). A legnagyobb kockazatot a
virusok jelentik, hiszen a virusbetegségek terjedésének kovetkeztében a terméskiesés gyakran
eléri a 30%-ot. Hazdnkban a burgonyat fert6z6 mintegy 40 virus koziil a legjelentdsebbek a
burgonya Y (PVY), és burgonya levélsodrodds (PLRV) wvirusok. A legolcsébb ¢€s
leghatékonyabb védekezési mod ellenalld fajték termesztése (POLGAR et al., 2013).
Burgonyatermesztésiink elsddleges célja a hazai fogyasztas kielégitése. Mivel az étkezési
burgonya vetésteriilete csokkend tendenciat mutat, igy ez csak novekvo termésatlaggal érhetd
el. Ehhez a megfeleld agrotechnika alkalmazéasan feliil olyan fajtdk nemesitése sziikséges,
amelyek biotikus és abiotikus stresszekkel szemben ellenalloak, ugyanakkor beltartalmi
értékiik €s termOképességiik megfeleld. Ezzel ndvelhetd a termelés biztonsaga ¢és
gazdasagossaga (HORVATH, 1995).

Magyarorszagon az 1970-es évek eleje Ota a hazai fajtak termelése csak kis teriileten folyt. A
kiilfoldi fajtak szaporitasa a szaporité teriilet kb. 92%-at foglaltak el (KRUPPA, 2004). Mara
a szaporito teriilet kb. 25%-an keszthelyi fajtadk vannak, az étkezési termdteriiletbdl pedig kb.
18-20%-ot foglalnak el (POLGAR, 2012, A) Tovébbra is sziikség van a hazai kivald
rezisztencia tulajdonsaggal bir6 fajtak népszertsitése a termeldk korében (KRUPPA, 2004).

A keszthelyi Burgonyakutatasi Kozpontban rendelkezésre 4llo kivald mindségii fajtak
immunisak a burgonya Y és A virussal szemben, rezisztensek a levélsodrodas (PLRV)
virussal szemben. Emellett a forgalomban 1év6 13 fajtabol 4 immunis a burgonya X virussal
szemben, 9-9 pedig fonalféreg és burgonyardk rezisztens, 2 fajta a burgonyavésszel (fitoftora)
szemben is magas fokon ellendllo. Mindez a burgonyatermesztés gazdasagossaganak ¢€s

biztonsaganak novekedését eredményezi (CERNAK, 2008).



A rezisztencia tulajdonsagokat felhasznalva a nemesités napjainkban is folyamatosan zajlik.
A Burgonyakutatasi K6zpontban a keresztezéssel 1étrehozott sziildpartnerek nem mindegyike
tartalmazza a fontos, illetve kivant rezisztencia tulajdonsagot. A keresztezésekhez a
sziilopartner kivalasztasakor ismerni kell a sziil61 genotipus tulajdonsagait, késdbb pedig a
hasad6 populacidkban fontos a fogékony egyedek hatékony kiszelektdlasa a programbol.
Mivel a novények felnevelése, hagyomanyos rezisztencia tesztje pénz és iddigényes, karantén
korokozok esetén pedig nem kivitelezhetd, olyan gyors €s megbizhatdé méddszert kellett talalni,
amellyel a kivant tulajdonsdg a ndvény felnevelése nélkiil is nyomon kovethetd. A
molekuldris markerek a DNS meghatarozott szakaszai, amelyek alkalmasak a genotipusok
kozti kiilonbségtételre (BENYONE, 2013). A marker alapt szelekcio (MAS) hasznalataval a
genotipusok hagyomanyos, hosszas tesztelése helyett elég csak a szelektdlni kivant
tulajdonsaggal kapcsolt markert megvizsgalni. Ezaltal kovetkeztetni lehet arra, hogy az adott
genotipus hordozza-¢ a kivant jelleget (PEPO, 2010). A keszthelyi nemesitési programban
fontos szerepet jatszo, egyes rezisztenciagének térképezése, illetve a kapcsoltan elhelyezkedd
markerek azonositdsa megtortént, a marker alapa szelekcid gyakorlati alkalmazhatosaga és
megbizhatosaga burgonya esetén mar bizonyitott (CERNAK, 2008, AHMADVAND, 2013).

Jelen vizsgélatunk célja a K&zpont génbanki gylijteményében 1évd, egyes sziildi vonalak és
fajtdk rezisztencia viszonyainak jellemzése volt molekuldris markerek segitségével.
Vizsgéalatunkban 14 fajtat teszteltiink: Snowden, Kastia, Laura, Lavina, Marabel, Murato,
Sante, Aladin, Mindenes, Sarvari Piroska, Sarvari Rubinka, Sarvari Rozsa, Sarvari Borostyan,
Albatros. A burgonya Y, X virussal, illetve fonalféreggel szemben rezisztens genotipusokat,
illetve a genotipusokban e rezisztencidkért felelds géneket kerestiik. A keresett gének: Ry,
(PVY), RxXad, Rxagg (PVX), illetve HI (fonalféreg). Reményeink szerint jelen kutatds
eredményeivel hozzajarulhatunk a nemesit6k munkéjahoz, lecsokkentve a kivalo rezisztencia

tulajdonsagokkal bird, 0j fajtak eldallitasanak idejét.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A burgonya jelentosége és morfologiaja

A termesztett burgonya az egyik legértékesebb népélelmezési cikkiink. Magas
keményitOtartalmti, jo biologiai értékli fehérjét tartalmazo taplalék (KRUPPA, 2004).
Szarazanyag tartalmanak mintegy 80%-a szénhidrat, igy jelentés mennyiségli energiat
biztosit, ellenben zsirokat alig tartalmaz. Fehérjetartalma viszonylag alacsony, de az egy
hektarra vonatkoztatott fehérjehozama megkdozeliti a hiivelyes novényekét, ugyanakkor az
Osszes esszencialis aminosavat tartalmazza (HORVATH, 2004). Taplalkozasbiologiai
szempontbol is kiemelendd, vitamintartalma magas, C-, Bi-, B,-, Bs-, A- ¢és K-vitamint
tartalmaz elsésorban (KOHARY, 2003). Asvanyi anyag tartalma jelentSs, fontos kalium-,
kalcium-, foszfor- és vasforras. Gazdag beltartalmi Osszetétele miatt a legfontosabb nagy
mennyiségben fogyasztott taplalékunk (HORVATH, 2003). Mindemellett keményité- és
szeszipari nyersanyag. 100 kg burgonyabol 10-15 1 abszolit alkohol, vagy 17-18 kg
keményité allithatd eld, amelyet aztdn szadmos ipardg hasznosit, de mdas ipari célu
felhasznalasa is jelentds, pl. festék €s papirgyartas, lebomlé miianyagok (KRUPPA, 2004).

A Solanum tuberosum L. 1agyszart, bar eredeti ¢l6helyén fasodik. Magassaga akar az 1 m-t is
elérheti. Szara csaknem minden fajtanal bordazott, szérozott (LANG, 1961). Levelei
Osszetettek, paratlanul, félbe szarnyaltak, szort allastak. A réozsahéju fajtak levélnyele
rendszerint pigmentalt. Virdgzata a szar csucsan fejlodik, szerkezete bogernyd. A virdgok
kétivaruak, a sziromlevelek szine fajtabélyeg, fehértdl a lildig valtozhat. Termése bogyo,
amely alakja gombolyti, z61d szinti, gyakran pigmentalt (LONHARD, 1979). Az chet6 része a
gumo, amely foldalatti szdrmddosulas. Alaktanilag 4ggumo, a szt6ld megvastagodasa révén
fejlodik. A gumd héjanak szine a halvanysargatol a lilaig terjed. A gumohus szine altaldban
fehér, vagy halvanysarga, de néhany, az Andokban honos fajtaé, illetve (jabb nemesités,
inyenceknek szant fajtaé lila is lehet. Mivel a gumo hajtas eredetl, ezért riigyek taldlhatok
rajta, ebbdl ) novény fejlddhet (KRUPPA, 2004). A gyakorlatban ezt a tulajdonsagat
kihasznalva vegetativ uton torténik a szaporitdsa, de mar kidolgoztdk a botanikai magrol

torténd termesztés rendszerét is (HORVATH, 2003).



2.2. A burgonya rendszertana, szarmazasa

A termesztett burgonya (Solanum tuberosum L.) a paradicsommal (Lycopersicon esculentum
L.), paprikaval (Capsicum annuum L.), dohannyal (Nicotiana tabacum L.) és szamos jelentds
kultirndvénnyel egylitt a Solanaceae csalddba tartozik. A Solanum nemzetség népes, szdznal
tobb fajt szamlal. A nemzetségen beliill a Tuberosa subsectioba tartoznak a termesztett
burgonyak, 6sszesen 38 fajt sorolnak ide (KRUPPA, 2004). Ezeknek a burgonyanemesitésben
jelentds szerepiik van, elsGsorban rezisztenciaforrasok. Példaul a S. phureja a haploidizacio
soran alkalmazott faj, a S. brevidens, S. etuberosum, S. bulbocastanum, S berthaultii, S.
stoloniferum fajok pedig a rezisztencia nemesités szempontjabol jelentések (POLGAR, 2005).
A fajok Kozép- és Dél-Amerikabol szarmaznak, géncentrumaik Mexikoban, Kolumbidban,
Ecuadorban, Peruban, Chilében és Bolividban talalhatok (BOCZ, 1992). A termesztett
burgonya testvérfajai (vadburgonydk) még ma is megtalalhatéak a géncentrumokban, ahol
egy résziik gyomnovényként fordul elé (BERTSCH, 1949).

A burgonyat a XVI. szdzadban hoztdk be Eurdpaba spanyol hoditok (HERMANOVA et al.,
2007). Mivel kedvelte a hiivis, csapadékos klimat, eleinte Eurdpa €szaki orszagaiban terjedt.
(HORVATH, 2003). Kiemelked$ jelent6ségii, hogy a 18. szdzad kozepétél sikeriilt a
rovidnappalra adaptalédott populaciobdl nappal-semleges klonokat szelektalni, igy a
gumohozamot megndvelni (DOBRANSZKI, MAGYARNE, 2005).

Hazénkba az 1650-es években hoztdk be német egyetemeken tanuld diakok. Terjedését
gatolta, hogy maga a ndvény magas alkaloid tartalmu volt, igy szant6foldi termesztésére csak
1780-ban keriilt sor Rakoskeresztiron (BEKE, 1930). Az els6 hazai nemesitésii fajta a
Magyar Kincs, amely Angelli Jozsef nevéhez kothetd. Sarvari Istvan 1962-ben alapozta meg
Keszthelyen a virusrezisztencia nemesitést. Az 0 nemesitési alapanyagaira tamaszkodva
allitottdk eld Lonhard Miklos iranyitasaval a '90-es évek kozepén az elsd keszthelyi
virusrezisztens fajtdkat (Hopehely, White Lady, Goliat stb.) (KRUPPA, 2004). Az olyan
legujabb fajtdk pedig, mint a Balatoni Rozsa, Katica és Démon, melyek a 2000-es évek
masodik felében kaptak allami mindsitést, termOképesség ¢és mindség tekintetében is
versenyképesek a kiilfoldi fajtdkkal, rezisztencia tekintetében pedig messze feliilmuljak

azokat (POLGAR és WOLF, 2013).



2.3. A burgonya termesztése

A Vilagon a betakaritott termésmennyiség 368,4 millio tonna, ezzel az 6todik legfontosabb
szantofoldi novény a cukornad (1773,8 millio t), a kukorica (875,1 milli6 t), a rizs (718,3
milli6 t), és a blza (674,9 milli6 t) utdn. A termdteriilet 19,3 millié ha, a termésatlag 19 t/ha
(FAO, 2013).

Hazénkban az egy fore jutd fogyasztds sajnos csokkend tendenciat mutat. Mig az 1930-as
é¢vekben 130 kg/t6/év volt jellemzd, addig napjainkra ez az érték 60-65 kg/fé/év-re esett
vissza (BOCZ, 1992). 2013-ban a fogyasztas 63,5 kg/f6/év volt, 2 kilogrammal magasabb az
el6z6 ot év atlagdhoz képest, ugyanakkor 3 kilogrammal alacsonyabb 2005-h6z képest (KSH,
2013). A burgonya vetésteriilete szintén csokkend tendencidt mutat. Mig a *30-as években
290000 ha volt, addig a ’90-es évekre 44000 ha-nyi teriiletet foglalt el. 2012-ben 25100 ha,
mig 2013-ban 20300 ha volt (BOCZ, 1992, EUROSTAT, 2013).

2.4. A burgonya betegségei

Hazénkban az éghajlati és talajadottsdgok nem kedvezdek a burgonyatermesztés szdmara
(TAS, 1997). Ettdl fiiggetleniil a termésatlagok alacsonyabbak, mint amit az G6kologiai
adottsdgaink lehetévé tennének. Ennek f6 oka a novények nem megfeleld egészségi allapota.
A beteg novény asszimilacids képessége ugyanis kisebb, ezéltal csokken a termés mennyisége
és romlik mindsége is (LONHARD, 1997). Hazankban, féképp a virusbetegségek terjedése
kovetkeztében a terméskiesés gyakran eléri a 30%-ot (POLGAR et al., 2013).
Burgonyatermesztésiink elsddleges célja a hazai fogyasztas kielégitése. Ez az egyre kisebb
vetésterilleten csak novekvd termésatlaggal érheté el. Igy a megfeleld agrotechnika
alkalmazasan feliil olyan fajtadk nemesitése valik sziikségessé, amelyek biotikus és abiotikus
stresszekkel szemben ellenalloak, beltartalmi értékeik és termOképességiik megfeleld. Ezzel
n6velhetd a termelés biztonsaga és gazdasagossaga (POLGAR, 2012, B).

Magyarorszagon a burgonya termesztése szempontjabol a virusok, illetve a burgonyavész
(Phytophtora infestans) jelentik a legnagyobb kockazatot (CERNAK, 2008). Hazankban a
burgonyat fert6z6 mintegy 30 virus koziil a legjelentésebbek a burgonya Y-virus (potato Y
potyvirus, PVY), burgonya levélsodrodas virus (potato leafroll polerovirus, PLRV), burgonya
X-virus (potato X potexvirus, PVX), burgonya S-virus (potato S carlavirus, PVS), burgonya
M-virus (potato M carlavirus, PVM), burgonya A-virus (potato A potyvirus, PVA), illetve a
dohany rattle virus (tobacco rattle tobravirus) (GABORJANYI et al., 1999).



2.4.1. A burgonya Y-virus (PVY)

A PVY évrdl évre egyre gyakrabban fordul el6, a fogékony fajtakban minden évben jarvanyt
okoz. A fertdzés a tenyészidd végére elérheti a 80%-ot is (LONHARD, 1997).
Rendszertanilag a Potyviridae csalad Potyvirus nemzetségébe tartozik (HORVATH, 1999). A
tiinetek alapjan tobb torzstipus kiilonitheto el:

A leggyakrabban eléfordulé a kozonséges, vagy normal torzs, a PYV'. A fertézés jellemzd
tiinetei a mozaikfoltosodas, €és az aprd, nekrotikus 1€ziok megjelenése a levél fondkan. A
beteg levelek a szarrdl nem esnek le, de konnyen letéredeznek (GABORJANYI et al., 1999).
A nekrotikus torzs (PVY™) a leveleken enyhe tiineteket idéz elb, mozaikossagot, vagy
halvany foltossagot okoz, dohanyon azonban érnekrozist idéz el6 (HORVATH, 1995).

A burgonya Y™ (PVYN™) a virus legtijabb, eddigi legagresszivebb torzse. A gumén tipikus
tiinet megjelenését valtja ki, felszini nekrotikus gylriikk formajaban. Egyes burgonyafajtakon
szar-, levél- és bogyonekrozist okoz (KRUPPA, 2004).

A PVYC torzs levéltetvekkel nem terjed, mivel a helper komponenseket elvesztette. A
fertdzést Nc rezisztenciagén jelenlétében hiperszenzitiv reakcié legyézi (GABORJANYI et
al., 1999).

Ezen kiviil Gjabb varidnsokat is azonositottak: PVY W, illetve PVY” Ezek dohanyban
érnekrozist okoznak, azonban a PYV? torzsre jellemzd kopenyfehérje génnel rendelkeznek
(CERNAK, 2008). Kiemelendd azonban, hogy a tiinetek és a terméscsokkenés mértéke a
burgonyafajtatol €s tobbszords fertdzés esetén a virustdrzsek egymassal valo kolcsonhatasatol
figg (LONHARD, 1997).

A virion fondl alaku, egyszala linearis RNS-t tartalmaz. 730 nm hossz és 11 nm széles, 5%
nukleinsavat és 95% fehérjét tartalmaz (HORVATH, 1995). Mechanikailag konnyen atvihetd,
terjesztésében a levéltetvek (leggyakrabban az Oszibarack-levélteti (Myzus persicae))
jatszanak dontd szerepet. Az atvitel nem perzisztens uton torténik, igy a vektor azonnal
fertz6képes, nincs lappangasi id6 (CERNAK, 2008). Mivel hazank klimaja kedvez a
levéltetveknek, a szaporodasuk gyors, ezért egyedszdmuk nagy, igy a betegség terjedése
nagyon intenziv.

Kémiai védekezés a virus kartétele ellen a vektorok szdmanak csokkentésével lehetséges, de
nehéz. A legolcsobb ¢és leghatékonyabb védekezési mod ellenalldo fajtdk termesztése,
fogékony fajtadk termesztése esetén pedig virusmentes szaporitdanyag hasznalata. A Solanum

stoloniferum faj rezisztens a virussal szemben. Valamennyi keszthelyi nemesitésli fajta az e



fajbol szarmazd Ryy, rezisztenciagént hordozza, ezaltal gyakorlatilag immunis az Y virus

fertézésével szemben (LONHARD, 1997).

2.4.2. A burgonya Y-virus rezisztencia

A rezisztenciara nemesités 6 iranya az N és R gének bevitelén alapul (GABORJANYI et al.,
1999). Az N gének altal kontrollalt hiperszenzitiv reakcid nyoman gyors lokalis nekrozis
fejlodik ki, ami a korokozo lokalizélasat eredményezi. A levalaszto szovetréteggel rendelkezd
novényfajoknal a levelek lehullnak. Mindez azt eredményezi, hogy a novény nem fertdzott
részei egészségesek maradnak (CERNAK, 2008).

Az Ny gén expresszidja valtozd, virustorzstdl nagymértékben fiigg. Ellenben az Ry gén stabil,
nem virustorzs specifikus, dominansan 6roklédik (GABORJANYT et al., 1999). Az R gének
altal szabalyozott extrém rezisztencia (ER) Iényege, hogy a fert6z¢€s korai szakaszaban a virus
replikdcidjanak gatlasa kovetkeztében a virus koncentracidja alacsony marad (KANG et al.,
2005). Az extrém rezisztenciat ado gént a Solanum stoloniferum (Rys,) €s S. tuberosum ssp.
andigena (Ry.qg) vadburgonyaban talaltdk meg. A Ry, extrém rezisztenciat ad a burgonya A-
virussal szemben 1is, mig a Ry, csak a burgonya Y-virussal szemben. Tovabbi
rezisztenciagének vannak a S. hougashi (Ryne,), S. vernei, S. pinnatisectum, S. polytrichon, S.
simplicifolium, S. tuberosum (Np,), S. chacoense (Nycw, Rycnc), S. acaule, S. demissum
(Nyams), S. phureja ndovényfajokban. A Ry, extrém rezisztencidt biztosit PVY és PVA
virusokkal szemben egyarant (GABORJANYT et al., 1999). A Solanum stoloniferum fajban
tobb rezisztencia gént is azonositottak. A Ry, és Ryy,  extrém rezisztenciat biztositanak
PVY, illetve hiperszenzitiv reakciot PVA virussal szemben. A Rym”] és Rym”z gének PVY
virussal szemben biztositanak hiperszenztitiv reakciot (CERNAK, 2008).

2.4.3. A burgonya X-virus (PVX)

A korokozd minden burgonyatermesztd orszdgban eldfordul. Tiinetei gyengék, de mas
virusokkal egylitt a kartétel 1ényegesen sulyosabb. A terméskiesés fajtatol, virustdrzstol és a
koriilményektdl fliggden 5-20% is lehet (ADAMS et al., 2004).

Rendszertanilag a Barnaviridae csalad Potexvirus nemzetségébe tartozik (HORVATH, 1999).
Tobb torzse ismert, de a burgonyan okozott tiineteiben nem mutatnak olyan nagy
valtozatossagot, mint az Y-virus esetében (LONHARD, 1997). A virusrezisztenciat nyiijtd

gének: Nb, Nx, Rx,c, €s Rxqq. A virustorzsek csoportositdsa a szerint torténik, hogy mely



rezisztenciagéneket képesek attorni (GABORJANYI et al., 1999). A rendszerezést az 1.

tablazat mutatja.

1. tablazat: A burgonya X-virus torzsek csoportositasa (Foxe, 1992)

Torzstipus
Gén

1 2 3 4
nxnb + + + +
Nxnb - + - +
nxNb - - - +
NxNb - - - +
Rx - - - -

+ : fogékony, - : rezisztens

Lathato, hogy az Rx gén mindegyik virustorzs ellen hatdsos (kivéve a HB boliviai torzs). A
rezisztencia géneket mar tobb fajtaba sikeresen beépitették. Leggyakoribbak a 3., legritkdbbak
a 4. csoportba tartozd virustorzsek. Nagy jelentdsége van a virustérzs csoportok foldrajzi
elhelyezkedésének is (VALKONEN et al., 1994).

A PVX fert6zés tiinetei olyan enyhék, hogy csak bizonytalanul ismerhetdk fel, kiilonosen a
mi melegebb, szarazabb klimankon. A fertdzott ndvényen enyhe mozaikosodas figyelhetd
meg, f0képp a levélerek kozott. Vizualis észlelés hianyaban a virus jelentdsen elszaporodhat
az allomanyban anélkiil, hogy észrevennénk (HORVATH, 1995).

A virion fondl alaku, hajlékony, egyszala linedris RNS-t tartalmaz. 515 nm hosszd, 13 nm
atméréjii, 6% nukleinsavat és 94% fehérjét tartalmaz (HORVATH, 1999). Atvitele
mechanikai uton torténik, levéltetvek altal torténd terjesztése nem jelentds. Az atvitelben a
beteg novény gyokerei, illetve a Synchytrium endobiotikum gomba zoosporai is részt vesznek
(HORVATH, 1995).

Legeredményesebben rezisztens fajtak hasznalataval lehet védekezni. A fogékony fajtak
esetében a virusmentes szaporitdanyag hasznélata szinte teljes védelmet biztosit (LONHARD,

1997).



2.4.4. A burgonya X-virus rezisztencia

A Solanum acaule ¢és S. tuberosum L. ssp. andigena rezisztensek a virussal szemben, a
rezisztencia géneket felhaszndlva ma mar szamos kiilfoldi és hazai rezisztens fajtat
nemesitettek. A nemesitésben két extrém rezisztenciat biztositd gént hasznalnak a rezisztencia
kialakitasadhoz, melyeket a kiilonboz6 vad Solanum fajok eltérd kromoszémaibdl (XII. és V.)
izolaltak (BENDAHMANE et al., 1999).

A két gén a S. tuberosum L. ssp. andigena fajbol szarmaz6 Rx,.,=Rx;, illetve a Solanum
acaule fajb6l szarmazd Rx,,=Rx;. Szekvencidjuk 95%-ban megegyezik, csupan 40
aminosavban térnek el egymastol. Erdekes, hogy a Rx, gén altal kodolt fehérje nagy
hasonlosagot mutat a Globodera pallida rezisztencidért felelds Ry, gén termékével is

(AHMADVAND et al., 2012).

2.4.5. Fonalféreg

A fondlféreg fajok altal okozott gazdasagi kar nagyon jelentds lehet. Sajnos vilagszerte
elterjedt kartevd, az erdsen fertdzott teriileteken 90% is lehet a terméskiesés. Gyenge
fertézottség is veszélyes a masodlagos fertézések miatt (LONHARD, 1997).

Rendszertanilag a Tylenchida rend Heteroderidae csaldd Heterodera nembe tartoznak
(JAVOR, 1963). A fertézés kovetkeztében a novények fejlddése foltokban lemarad, gyengék,
sargulnak. Az also levelek leszaradnak, a csucslevelek sodrodnak (LONHARD, 1997). A
fonalféreg a gyokeérbdl taplalkozik, ennek kovetkeztében a gyokérzet részben elhal, elveszti
funkcidjat. A sebfeliiletek kaput nyitnak a baktériumos, gombas fertézéseknek is (FERRIS,
2008).

A kértevd 30 mikrométer hosszi, szabad szemmel nem lathaté. A ndivard egyed
megtermékenyités utan cisztava alakul, a feji rész a gyokérben marad, mig a hatso rész 100
mikrométerre is duzzadhat. Ez tartalmazza a tojdsokat. A ciszta ellenalld, 4-5 évig is €letképes
maradhat (JAVOR, 1963). Terjedése a talajban gyors, talajjal, gépekkel illetve vetégumoval
nagy tavolsagokra eljuthat (NAPPO, 2007).

A kartevd elleni védekezés torténhet egyrészt nematicidekkel. Ennek kijuttatdsa koltséges,
mivel célgépet igényel, a novényveédd szert ugyanis a talajba kell injektdlni. Jelentdsen
csOkkenthetd az egyedszam vetésvaltas alkalmazasaval, ha legalabb négy évig nem keriil a
teriiletre gazdandvény. Sajnos a Solanaceae csaladba tartozd gyomok (pl. Solanum nigrum) is
gazdanovények, igy a vetésvaltds nem minden esetben sikeres (LONHARD, 1997). A

leghatékonyabb védekezési mod rezisztens fajtak termesztése.



2.4.6. Fonalféreg rezisztencia

A rezisztencia abban nyilvanul meg, hogy a burgonya gyokérexkrétuma serkenti a fonalférgek
cisztabol valo kibujasat, viszont ezek cisztat mar nem képeznek. A larvak ugyan behatolnak a
gyokérbe, de nem tudnak tovéabb fejlédni (REINMUTH, 1955). A rezisztencia kialakitasaban
két diploid vad fajt, a Solanum vernei-t és S. spegazzinii-t, illetve a Solanum tuberosum ssp.
andigena fajt hasznaltdk fel a keresztezéshez (ROGOZINA, KIRU, 2005). A molekularis
genetikai modszerek fejlodésével szamos, a rezisztencia kialakitdsaban résztvevd gént
térképeztek fel. Els6k kozott volt a domindnsan 6rokl6dé Grol gén, amelyet RFLP marker
segitségével térképeztek. Rezisztencidt biztosit az Osszes ismert G. rostochiensis patotipus
ellen (Ro;, Roy, Ros, Ros és Ros), a VII. kromoszoman helyezkedik el (GEBHARDT,
VALKONEN, 2001). Egy masik jelentds domindnsan oOroklédé gén a HI, amely
hiperszenzitiv rezisztenciat biztosit a G. rostochiensis Ro; és Ro4 patotipusa ellen. A Solanum
tuberosum ssp. andigena fajbdl szarmazik, az V. kromoszdéma hosszl karjan helyezkedik el,

¢s szorosan kapcsolt a CP113 és CD78 RFLP markerekkel (BIRYUKOVA et al., 2008).

2.5. Molekularis markerek

A markernek az a szerepe, hogy megjeldlje, ,,lathatova” tegye a keresett tulajdonsagért felelos
gént. A genetikai markerek tulajdonsdgokat meghatiroz6 allélek. Sajatossagaikat
vizsgéalhatjuk DNS, fehérje és fenotipus szintjén egyarant (BISZTRAY, 2001). Alkalmazasuk
mar a XX. sz. elejétdl felmertilt, Sax 1923-ban a bab maghéj szinének 6roklédése alapjan
termésméretre szelektalt, Chase 1952-ben haploidok kivalogatdsara antocian marker gént
hasznalt (SUTKA, 2004).

A morfologiai markerek, mint példaul a virdg, illetve a termés szine, konnyen azonosithatok,
azonban hasznalatuk hatrdnya, hogy a génkdlcsonhatasok €és bizonyos esetekben a kornyezet
nagymértékben befolyasolhatjik a megjelenésiiket (CERNAK, 2008).

A biokémiai markerek (fehérjék, szénhidratok, lipidek) eltérd allélek megjelenési formai,
azonban detektalasuk bonyolultabb, analitikai, laboratoriumi modszereket igényel. Hasonloan
a morfologiai markerekhez, a biokémiai markerek is érzékenyek a kornyezeti hatasokra,
valamint expresszidjuk fejlédési stadiumtol is fiigg (KISS, 2005).

A molekuldris markerek a DNS meghatarozott szakaszai, amelyek alkalmasak a genotipusok
kozti kiilonbségtételre. Ezek a szakaszok nem jelennek meg minden esetben fenotipusosan,
mivel gyakran a DNS nem kodold szakaszaiban taldlhatok. A DNS-markerek fliggetlenek a

kornyezeti tényezOktol, az egyed koratol, fejlettségétol. Az ideédlis marker a kovetkezo
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paramétereknek felel meg: nagyfoku polimorfizmus kimutatidsara alkalmas, gyakran, €s a
teljes genomban eléfordul (egyenletes), konnyen és gyorsan vizsgalhatd, vizsgalata jol
reprodukdlhat6. A kiilonboz6 laboratoriumokban elvégzett munkak eredményei koénnyen
Osszehasonlithatok, és fejlesztésiik, illetve hasznalatuk nem tul koltségigényes (BENYONE,
2013).

2.5.1. DNS-izolalas

A novényi sejtekbél nem konnyli a DNS-t kinyerni, ami fOképp a sejtfalnak, illetve a
sejtekben felhalmozott masodlagos anyagcseretermékeknek kdszonhetdé (SUTKA, 2004). A
DNS-izolalas altalaban a kovetkezd I€pésekbdl all:

1. Sejtek feltarasa, roncsolasa. Altalaban fagyasztassal torténik, folyékony nitrogénben, de
lehet Orléssel, homogenizatorral is. A hidegen tartds kedvezd, mert csokkenti a DNS bonto
nukleazok aktivitasat.

2. Szuszpendalas pufferrel. A puffer tartalmaz EDTA-t (etiléndiamin-tetraecetsav), ami a
feltart sejtekbdl kiszabadult DN-azok lekotéséhez kell, tovabba detergenseket, amelyek
szolubilizaljak a lipidmembréanokat, illetve kicsapjak a fehérjéket.

3. Az oldhaté frakcié eltavolitasa a roncsolt sejtalkotoktol, illetve az el nem roncsolt
sejtektdl centrifugaldssal.

4. A fehérjék eltavolitasa. Altalaban szerves olddszerekkel torténik (fenol-kloroform és
izoamilalkohol).

5. RNS eltavolitasa RN-azzal, fenol extrakcio6.

6. A DNS Kkicsapasa etanollal, vagy izopropanollal. Mindig alacsonyabb koncentracidban
1évo, egyenértékil kationok jelenlétében torténik (natrium-, vagy ammonium-acetat).

7. Centrifugalas, majd a DNS oldasa desztillalt vizben, vagy puffer oldatban (KISS, 1999).

a heterociklusos bazisok elnyelési maximuma 260 nm-en van. Egységnyi abszorpcid 50 pg/ml

DNS-nek felel meg (BENYONE, 2013).
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2.5.2. Gélelektroforézis

A gélelektroforézis a nukleinsavak elvalasztasat, méretének meghatarozasat teszi lehetévé. A
moddszer 1ényege, hogy a toltéssel rendelkezd molekuldk elektromos térben a gél pdrusain
keresztiil a toltésiikkel ellenkezd pdlus felé vandorolnak (SUTKA, 2004). A vandorlas
sebessége a molekulak méretétdl és alakjatol fiigg. A DNS molekulak szerkezete egységesen
a jellegzetes Watson ¢és Crick tipusi B-hélix, tehat alakjuk azonos, ezért a véandorlas
sebességet csak a molekula mérete hatarozza meg (BENYONE, 2013). Az elvalasztas kozege
altaldban agardz gél, ami tengeri moszatbol kivont poliszacharid, D-galaktéz és 3,6-L-
galaktoéz linearis polimere. A DNS mintat a gélben kialakitott zsebekbe juttatjak, majd
egyenaram segitségével futtatjak a gélen. A DNS mintdhoz olyan festéket kell keverni, ami
egyrészt biztositja a minta zsebbe jutdsat, masrészt mutatja, hogy adott méretiit DNS molekula
milyen tévolsagra jutott a gélben (KISS, 1999). A kisebb fragmentumok gyorsabban
mozognak, igy egységnyi id6 alatt a zsebtd] tavolabbra jutnak, mint a nagyobbak. Ugy lehet
megallapitani a molekula pontos méretét, hogy a minta mellett ismert hosszusagu
fragmentumot tartalmazé kontrollt (marker, vagy DNS-Iétra) kell futtatni (BOSZE, 1999). A
vizsgalt molekuldk lathatova tételéhez altaldban egy alacsony koncentracioban hasznalatos
fluorescens festéket, az ethidium-bromidot hasznaljak. Alkalmazasanak hatranya, hogy mar
kis koncentracioban is karcinogén, ezért hasznalata megfeleld elokésziiletet és figyelmességet
igényel. Az igy megfestett fragmentumok UV fény hatasara lathatoak lesznek (KISS, 1999).
Az agaroz gél mellett poliakril-amidot is hasznalnak koézegnek. Mig az agardz géleket a
magasabb mérettartomanyban alkalmazzadk (200bp-50Kbp), addig a poliakril-amid gélek
kisebb méretii (5-500bp) molekuldk elvalasztasara is alkalmasak. Nagy felbontdsuknak
koszonhetden a fragmentumok Osszehasonlitdsakor akdr mar 1bp-nyi kiilonbségek is

¢szlelhetbek (SAMBROOK et al., 1989).
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2.5.3. PCR elve és 1épései
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Mivel a vizsgalatok soran altaldban
nem all rendelkezésre annyi kiindulési
anyag (jelen esetben DNS), amennyi
detektalhatd lenne, ezért sziikséges a
nukleinsavakat felszaporitani. A PCR
(Polymerase Chain Reaction, polimeraz
lancreakcio) segitségével a vizsgalandd
nukleinsav mintak in vitro
korilmények kozott felszaporithatok
(BOSZE, 1999). A mobdszert Mullis
1985-ben (MULLIS,

FALOONA 1987). A PCR alkalmazasa

s

dolgozta ki

szaporitjuk fel, ezért két olyan primerre
van sziikség, amely a szakasz 5’ végét,

illetve 3’ végét jeldli.

1. abra: A Polimeraz lancreakcio (Forras: Florida Museum of Natural History)

A primerek tehat komplementerek az amplifikalandd DNS szakasz elejével, illetve végével,

igy a felszaporitando DNS szakasz végénél hibridizdlnak a DNS-templathoz. Ezzel lehetdvé

teszik a DNS-polimerdz megfeleld helyen torténd kapcsolodasat. A PCR kivitelezésénél

elozetes informacio sziikséges a célszekvenciardl, mivel a primereket mesterségesen allitjak

eld, ezeket eldzetesen meg kell tervezni (BENYONE, 2013). A PCR komponensei a

kovetkezok:
1. DNS minta

2. Primerek

3. DNS-polimeraz (Taq-polimerdz, 95°C-on is stabil marad)

4. Nukleozid-trifoszfatok (ANTP), amit a polimeraz beépithet

5. Puffer: biztositja az enzim miikodéseéhez sziikséges kémiai hatteret

6. MgCl,: biztositja az enzim aktivitasat.
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A reakcid lényege, hogy a denaturdlt DNS két lancdhoz az ismert szekvencidji primert
hibridizalunk, amelyek a felszaporitand6 szakaszok végeit jelolik ki, majd DNS-polimeraz
segitségével a primereket meghosszabbitjuk. A reakcio ciklikusan ismétlédik (25-40-szer),
tehat a képzddott DNS-szekvencidk szama exponencidlisan novekszik (KISS, 1999). A PCR
0 Iépései:

1. Denaturacié (95°C-on, a DNS szélak szétvalnak)

2. Hibridizacio, a primerek olvadasi hdmérsékletétdl 5°C-kal alacsonyabb hdm.-en (45-65°C)

3. Polimerizacid, 68, vagy 72°C-on (SAMBROOK et al., 1989).

A reakciora specidlisan erre a célra gyartott késziilékeket hasznalnak, ahol a ciklus egyes
paramétereinek Iépései (id0, hdmérséklet) eldore programozhatok. A felszaporitott DNS-t
gélelektroforézis €s ethidium-bromidos festés utan teszik lathatova, és hasonlitjak Ossze a

megfelelé6 markerrel (BOSZE, 1999).

2.5.4. Markerezési modszerek

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A restrikcids fragmentum-hossz polimorfizmus az els6 DNS-marker, a modszer a restrikcios
endonukleazok alkalmazasdn alapul (KISS, 2005). Ezek az enzimek baktériumokbol
szarmaznak, megakadalyozzak a virusbol szarmaz6 DNS fennmaradasat annak
feldarabolasaval. Kiilonlegessége, hogy a DNS-t nem a végénél kezdi bontani, hanem a
molekula belsejében (endonukleaz). Tobb szdz restrikcids enzim van, ezek mind kiilonb5zd,
specifikus hasitasi hellyel rendelkeznek (BENYONE, 2013). A modszer lényege ezen
alapszik, az enzimek ugyanis mindig a specifikus helyen vagjdk a DNS-t. Ha a DNS-ek
legalabb egy hasitasi helyben kiilonboznek, lehetdvé valik a kiilonbség kimutatasa (SUTKA,
2004).

A DNS-t restrikcios enzimekkel emésztik, majd a kapott fragmentumokat gélelektroforézissel
szétvalasztjadk. Mivel az adott enzim nagyon sok helyen hasithatja a genomot, az értékes
informacioét hordoz6 fragmentumokat ki kell valogatni. Ez a Southern hibridizacioval
lehetséges. Ennek soran a gélen elvalasztott fragmentumokat egy membranon atviszik, majd
denaturdljdk a DNS-t. Ezutan jelolt DNS probaval hibridizaljadk a szétvalasztott

fragmentumokat (KALO, 1999). A proba lehet ismert gén, génszakasz, szintetikus
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szekvencidk. Amennyiben a proba komplementer a fragmentummal, hibridizal vele, igy a
keresett fragmentum detektalhato a jelolésnek kdszonhetéen (KISS, 1999).

A mobdszer eldnye, hogy megbizhatdo, nem igényel eldzetes ismeretet a szekvenciarol,
kodominéns, tehat lehetdvé teszi homo- ¢és heterozigota egyedek megkiilonboztetését.
Hétranya azonban, hogy nagy mennyiségli DNS-t igényel, bonyolult, iddigényes és draga
(SUTKA, 2004).

Burgonya esetében az els6 RFLP markert Barone et al. azonositotta 1990-ben, amely
kapcsoltsagot mutatott a Globodera rostochiensis ellen rezisztenciat biztositd Gro; génnel
(CERNAK, 2008). A médszer alkalmas allélpolimorfizmus kimutatasara, fajtaazonositasra és

térképezésre is (BENYONE, 2013).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A random amplifikalt polimorf DNS moddszer a PCR alapti markerezési eljarasok egyike, a
kiilonbozo eredetli DNS-ek nukleotidszekvencidinak sokféleségét mutatja ki egyetlen primer
alkalmazasaval (BENYONE, 2013). A modszer véletlenszeriien (random) kivalasztott
primerek hibridizacidjan alapszik. A primer 9-12 bazisbol allo oligonukleotid, a reakcid soran
a DNS két szalahoz véletlenszerien hibridizal, ezaltal a genom ismeretlen szekvenciait lehet
felszaporitani (KISS, 2005). Amennyiben a primerek a DNS két szalan 200-2000 bp-on beliil
megtaldljak a komplementertiket, akkor a primerek kozti tavolsagnak megfelelé DNS szakasz
fog felszaporodni a reakci6 soran (CERNAK, 2008). Az igy kapott fragmentumok szama attdl
fiigg, hogy a primer hanyszor talal komplementer szakaszokat a DNS-en egymassal szemben
levé pozicidban (KISS, 2005). A termékeket gélelektroforézissel lehet elvalasztani egymastol,
a polimorfizmus az igy elvalasztott fragmentumok eltérd szamaban €és méretében nyilvanul
meg (SUTKA, 2004).

A mobdszer elonye, hogy egyszerlien, gyorsan kivitelezhet6. Hatranya azonban, hogy az
eredmények nem minden esetben reprodukalhatok, valamint a markerek dominans 6roklédest
mutatnak, ezért ez a moddszer heterozigota egyedek megkiilonboztetésére nem alkalmasa
(KALO, 1999).

A burgonya esetében Ballvora et al. (1995) hasznalta a Globodera rostochiensis ellen
rezisztenciat biztositd Grol génnel kapcsolt markerek azonositdséhoz (CERNAK, 2008).
Alkalmas genetikai rokonsag megallapitdsara, tulajdonsagok térképezésére, fajtak

homogenitasanak vizsgalatara, DNS-ujjlenyomat készitésére (BENYONE, 2013).
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Az amplifikalt fragmentumhossz polimorfizmus a genomi DNS restrikcids enzimmel valo
emésztésén, illetve az igy kapott fragmentumok szelektiv PCR amplifikdciojan alapulo
moddszer (KISS, 2005). A DNS-t restrikcios endonukleazokkal hasitjak, egy gyakran, illetve
egy ritkdn hasitd enzimmel. A ritkdn vagd enzimek csokkentik az amplifikalodo
fragmentumok szamat, €s szabalyozzak a sziikséges szelektiv nukleotidok mennyiségét. A
gyakran hasitd nukleazok tobb, kisebb fragmentumot hoznak Iétre és biztositjdk azok
diverzitasat (BENYONE, 2013). A fragmentumok végein elhelyezkedé bazisok ismertek,
mivel ismerjiik a restrikcids endonukledzok hasitasi helyét, igy a fragmentumok végeihez
helyspecifikus, ds (kettds fonal) adaptereket ligalnak. Mivel az adapterek teljes
bazissorrendje ismert, a PCR sordn olyan primereket lehet alkalmazni, amelyek ezekhez
kotédnek (NAGY, 1999). A szelektiv amplifikaciot radioaktivan, vagy fluorescensen jelolt
primerek biztositjak (SUTKA, 2004). A fragmentumok elvalasztasa nagyfelbontast poliakril-
amid gélen torténik. A detektdlas a jelolés tipusatol fliggden torténhet autoradiografidval,
illetve fluorescens jelolés, vagy eziist-festés segitségével (BENYONE, 2013). Az igy kapott
mintazatot a restrikcios fragmentumok hosszénak kiilonbsége eredményezi.

Eloénye, hogy barmely fajra alkalmazhatd, a szekvencia eldzetes ismerete nélkiil. Jol
reprodukalhato, mivel a folyamat szigort reakciokoriilmények kozott folyik (SUTKA, 2004).
Hatranya, hogy nagyon j6 mindségli DNS-t igényel, mivel a restrikcids endonukledzok
nagyon érzékenyek a DNS tisztasagdra. Emellett nagy felszereltséget igényel, bonyolult
modszer, a primerek jelolése pedig meglehetdsen koltséges. Domindns o6roklédést mutat
(KISS, 2005).

Burgonya esetében az egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer az AFLP, kapcsoltsagi
térképek szerkesztésére is gyakran alkalmazzak (CERNAK, 2008).

SSR (Simple Sequence Repeat)

Az egyszeri szekvenciaismétlddések, vagy mikroszatellitek nem kdodold, a genomban
gyakran ismétlédd nukleotidsorozatok. Altaliban 2-5 béazispar hossziak, a genomban tobb
masolatban is jelen vannak, eloszlasuk egyenletes, nagy polimorfizmust mutatnak (SUTKA,
2004). A mikroszatelliteket hatarold6 DNS szakaszok szekvenciai fajon beliil altalaban
azonosak. Ezekre az azonos szekvencidkra tervezett primerek segitségével a kozbeesd
mikroszatellit régiok felszaporithatok PCR-rel (BENYONE, 2013). A kapott fragmentumokat
poliakril-amid gélen futtatva az ismétlddo szakaszok ismétlddésszambeli kiilonbsége

kimutathatok, mégpedig a kapott fragmentumok eltérd hossza alapjan (CERNAK, 2008). A
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mikroszatellitek kodominans oroklédésiiek, alkalmasak kapcsoltsagi térképek készitésére,
fajtaazonositasra, populaciogenetikai tanulmanyokra (KISS, 2005).

Ennek az eljarasnak az eldnye, hogy az itt hasznalt markerek tobbi molekularis markerhez
viszonyitva joval tobb allélikus formaban fordulnak eld, illetve analizisiik jol reprodukalhat6
(SUTKA, 2004). Hatranya, hogy a primerek kifejlesztése koltség- €s munkaigényes,
nagyfelbontast poliakril-amid gélen kell futtatni a fragmentumokat, ezek méretének pontos
meghatarozasa szintén koltséges (BENYONE, 2013). Emellett a primerek tervezése el6tt a
mikroszatelliteket hatdrold régiot klonozni és szekvendlni kell, ami szintén koltségigényes
(KISS, 1999).

Az SSR markereket el6sz0r burgonya fajtdk azonositdsara hasznaltdk Provan et al. (1996).
Ezen markerek felhasznalasdval késobb elkészitették a teljes genomot lefedé kapcsoltsagi
térképet. Globodera pallida, illetve Phytophtora infestans-sal szemben rezisztenciat nyujto

QTL-hez is azonositottak mar kapcsolt SSR markert (CERNAK, 2008).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

A modszer a mikroszatellit régiokra ¢épiil, de jelen esetben a primerek magukhoz a
mikroszatellitekhez kotddnek (BENYONE, 2013). A primerek valamely végiikon tulnyalnak
az ismétlodéseket tartalmazo szakaszon, ezaltal a vizsgalt mikroszatellit fragmentum elejéhez,
vagy végéhez kotédhetnek. gy egy szakaszrol csak egy fragmentum képzédik (KISS, 2005).
Egy primert hasznalnak, amely lényegesen hosszabb, magas a primer olvaddsi hdmérséklete,
ezért specifikusabb, megbizhatobb a reakcié. Dominans 6roklédésti (BENYONE, 2013).
Burgonya esetében eleinte fajtaazonositasra hasznaltak, késobb kiilonb6zd tulajdonsagot
meghatarozd gének markerezésére, példaul a burgonya S virussal szemben rezisztenciat

biztositd Ns gén markerezésére (CERNAK, 2008).

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

Az AFLP, illetve a RAPD vizsgéalatokkal kapott DNS fragmentumokat klonozva, majd
szekvenalva meghatarozott nukleotid sorrend kaphatod, amely alapjan a markerre specifikus
primerparok tervezheték. Igy a marker SCAR markerré alakithatd. Ezzel lehetéség nyilik
adott DNS fragmentum PCR-rel torténd felszaporitasara, illetve adott tulajdonsdg marker
alapu szelekciojara.

Burgonya esetében a SCAR markereket KASAI et al. (2000) burgonya Y rezisztenciat
biztositd gént (Ryaq) hordozé genotipusok szelektalasara alkalmaztak (CERNAK, 2008).
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2.5.5. Marker alapu szelekcio

A klasszikus novénynemesités célja a gazdasagi szempontbol hasznos tulajdonsag bevitele,
vagy felerdsitése. A nemesitok 4altalaban a hasznos tulajdonsdgokat hordozd sziildk,
esetenként vad fajok keresztezésébdl indulnak ki, amelyet aztdn az utdéd populacié szelekcioja
kovet (KISS, 2005). A bevinni kivant tulajdonsaghoz azonban nem kivant tulajdonsagok is
kapcsolodhatnak, amelyektél tobb generacion keresztiill végzett visszakeresztezéssel
szabadulnak meg (CERNAK, 2008). A visszakeresztezések, Ontemékenyitések, illetve
tesztelések meglehetésen id6 és koltségigényes folyamatok (GABORJANYI et al., 1999,
LONHARD, 1997). A markerek lehetévé teszik a kivant tulajdonsagokra torténd direkt
szelektalast, ezzel jelentésen meggyorsitva a rezisztencia nemesités folyamatat. A szelekcid
elofeltétele, hogy a marker szoros kapcsolatban legyen a kivant tulajdonsagot hordoz6 génnel
(PEPO, 2010). Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy a burgonya heterozigotasaga limitalja a
markerek alkalmazhatosagat a gyakorlati nemesitésben. Erre a kovetkeztetésre jutott TAN et

al. (2005), KREUZ et al. (2005), valamint CERNAK (2008).

3. Sajat vizsgalatok

3.1. Anyag és modszer

A vizsgalatokat a keszthelyi Burgonyakutatdsi Kozpontban, illetve a Novénytudomanyi és
Biotechnolégiai Tanszék Biotechnologia csoport laboratoriuméban végeztiik. Vizsgalatunk
célja egyes génbanki tételek burgonya Y, X wvirussal, illetve fonalféreggel szembeni
rezisztencia tesztje molekularis markerek segitségével. A rezisztencidkért felelés géneket
SCAR markerek segitségével kerestiik. A keresett gének: Ryso (PVY), RXacl, RXaqe (PVX),
illetve H1 (fonalféreg).

A rezisztencidkért felelos gének térképezése, illetve a kapcsoltan elhelyezkedd markerek
azonositasa megtortént, a marker alapt szelekcid gyakorlati alkalmazhatéosaga é€s
megbizhatdsaga burgonya esetén mér bizonyitott (CERNAK, 2008, AHMADVAND, 2013).
A molekularis markerek segitségével nagy valdszintiséggel meghatdrozhaté az adott

tulajdonsag jelenléte, vagy hianya.
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3.1.1. A vizsgalatok novényanyaga

Jelen vizsgalatban a Burgonyakutatasi Kozpont génbankjabdl szarmazoé 14 genotipust
teszteltiink: Snowden, Kastia, Laura, Lavina, Marabel, Murato, Sante, Aladin, Mindenes,
Sarvari Piroska, Sarvari Rubinka, Sarvari Rozsa, Sarvari Borostyan, Albatros. Pozitiv
kontrollként Y virus esetében a White Lady ¢és a 76.9104, X virus esetén a White Lady és
Lady Rosetta, fonalféreg esetében pedig a White Lady genotipust hasznaltuk. Negativ
kontrollként az S440 genotipust hasznaltuk PVY ¢és fondlféreg esetén, PVX esetében pedig a
WI1100 genotipust. A vizsgalatokban szerepld ndvényi anyag szabadfoldi minta, a
Burgonyakutatasi Kozpont tenyészkertjébdl szarmazik. A levelek begylijtése nyar elején
tortént, a fiatal hajtasok végérél. A begyljtést kovetben a ndvényi anyagot folyékony
nitrogénbe helyeztiik, majd hiitétaroloban, -70°C -on taroltuk a vizsgalatok megkezdéséig.

A vizsgalatban szereld 14 genotipus rezisztencia tulajdonsdgairdl fajtaleirasokbol, illetve
katalogusokbol tajékozodtunk. Sajnos a rendelkezésre alld informacio, féleg virusrezisztencia

tekintetében meglehetdsen hidnyos, ami szintén indokolja a rezisztencia teszt sziikségességét.

Snowden

A kozonséges varasodasnak (Streptomyces scabies) kozepesen ellenall (EUROPOTATO,
2014).

Kastia

Fitoftoraval (Phytophthora infestans) szemben kiemelkedéen nagyfokt horizontélis
rezisztenciat tapasztaltak (GERGELY, 2004).

Laura

PLRV-re kozepesen fogékony, PVY-vel szemben mérsékelten rezisztens. Lombja
burgonyavészre nagyon fogékony. Gumoja a kozonséges varasodassal ¢€s a
gumorothadasokkal szemben mérsékelten rezisztens, ¢€lettani elvaltozasokra csak
kismértékben hajlamos (pl. vasfoltossadg, edénynyaldb-fdsodas), a virusos gytirlisfoltossag
kismértékben karosithatja. Burgonya-fonalféreggel szemben rezisztens (Ro;, Ro,, Ros, Roy,
Ros) (PANNON-INFO, 2014).

Marabel

PLRV-re, valamint PVY-ra kozepesen fogékony. Lombfitoftora és sugargombas varasodas
iranti fogékonysaga kozepes. Gumorothadisokkal szemben mérsékelten rezisztens, é€lettani
betegségekre, elvaltozasokra nem hajlamos. A burgonya-fonalféreg Ro;, Ro4 patotipusaival

szemben rezisztens (PANNON-INFO, 2014).
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Sante

Fuzariumos rothadéassal (Fusarium spp.) szemben kozepesen ellenalld, fomas
gumokorhadasra (Phoma foveata) fogékony, burgonyavésszel szemben kézepesen ellenallo.
Laboratoriumi vizsgalatok alapjan a burgonyavésszel szemben mind a lombozat, mind a
gum6 magas foku ellendllosagot mutatott. Poros varasodéassal szemben (Spongospora
subterranea) rezisztens. Erwinids rothadassal (Erwinia carotovora subsp. carotovora)
szembeni ellenallésaga alacsony, mig koOzonséges varasodassal (Streptomyces scabies)
szemben kozepesen ellenallo. PLRV, PVA, PVB, PVC, PVX, PVY virusokkal szemben
magas fokon rezisztens, dohany rattle virussal szemben kozepesen ellenalld. Fonalféreg Roj,
Ro3, Ros, Rog4 patotipusaival szemben rezisztens (EUROPOTATO, 2014).

Aladin

PLRV-vel, valamint PVY-val szemben mérsékelten rezisztens. Lombfitoftorara nagyon
fogékony. Gumdja a koOzOnséges varasodassal szemben mérsékelten rezisztens,
gumorothadasokra kozepesen fogékony, livegességre €s edénynyalab-fasodasra a kézepesnél
hajlamosabb. Burgonya-fonalféreg Ro;, Ros4 patotipusaival szemben rezisztens (PANNON-
INFO, 2014).

Mindenes

Burgonyavészre mind a lombozat, mind a gumé fogékony, k&zdnséges varasodasra
(Streptomyces scabies) fogékony. PLRV rezisztenciaja kozepes, mig PVY rezisztencidja
alacsony (EUROPOTATO, 2014).

Sarvari Piroska

A legfontosabb leromlast okozo virusbetegségekkel (PLRV, PVY, PVA, PVX) szemben
rezisztens. A fitoftora gombabetegséggel szemben magas foku horizontalis rezisztenciaval
rendelkezik (SARVARI BURGONYA, 2014.).

Sarvari Rubinka

PLRV, PVY, PVA, PVX virusokkal szemben rezisztens. A nagy kart okozo6 fitoftoraval
szemben, magas szintli horizontalis rezisztencidval rendelkezik. Okoldgiai termesztésre
ajanlhato (SARVARI BURGONYA, 2014.).

Sarvari Rozsa

PLRV, PVX, PVA, PVY virusokkal szemben kivald rezisztenciaval rendelkezik. Fitoftora
gombabetegséggel szemben magas szintii horizontalis rezisztenciaval rendelkezik (SARVARI
BURGONYA, 2014.).

Sajnos a Lavina, Murato, Sarvari Borostyan, ¢és Albatros fajtdkr6l nem taldltunk

informaciodt a rezisztencia tulajdonsagokra vonatkozoan.
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3.1.2. DNS tisztitas

A begyljtott levélmintakbol a WALBOT ¢és WARREN (1988) 4ltal hasznalt, modositott
eljarassal tisztitottunk DNS-t. Fajtanként és vizsgalatonként 100 mg ndvényi mintéat
folyékony nitrogén jelenlétében homogenizaltuk, majd 1,5 ml lizis puffert adtunk hozza (15%
szachardz, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA (pH 8,0), 500 mM NacCl). Ezt kdvetden
a folyadékot 1300 1/min fordulaton, kilengd rotoros centrifugdval centrifugéaltuk, majd a
folyadékot eltavolitottuk.

Ezt a mintaban 1év6 fehérjék kicsapasa kovette. A csapadékhoz 300 pl 20T-10E puffert (20
mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0)), valamint 20 pl 20%-0s SDS-t adtunk, majd
15 percig inkubaltuk 70 °C-on (hésokk). 150 ul 7,5M ammonium-acetatos denaturdcio utan a
mintakat 30 percig jégre tettik. Ujabb centrifugaldst kovetéen a felsd, tiszta réteget
mikrocentrifuga (Eppendorf) csdvekbe pipettaztuk, és vele azonos mennyis€gii izo-propanol
hozzaadasaval 15 percig szobahdmérsé€kleten allni hagytuk. Ezutan a mintékat centrifugéltuk,
majd a DNS-t 500 ul TE pufferben visszaoldottuk.

Ezt a polaros és apoldros fazis szétvalasztasa kovette, amelyet kloroform: izoamil-alkohol
25:1 aranyu keverékes kezeléssel végeztiink el. Ezutan 40 pl SM-os natrium—acetatot és 1ml
etanolt adtunk a mintakhoz, majd 0jbol centrifugaltuk. Végiil 70%-os etanolos tisztitas utan a
DNS csapadékot TE pufferben visszaoldottuk. A tisztitott DNS mintakat a vizsgéalatok

megkezdéséig hiitétaroloban taroltuk 4 °C-on.

3.1.3. PCR
A SCAR analizis sordn a PCR reakciot 20 pl reakcid eleggyel végeztiik el mintanként. Az
elegy a kovetkez6 komponenseket tartalmazta:

e 2 ul(20 ng) templat DNS,

e 2 ul(2 mM)dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),

e 2 ul (2 mM) 10x PCR puffer (10 mM Tris-HCL, (pH 8,8), 1,5 mM MgCl,, 50 mM

KCl, 0,1% Triton X-100),

e 0,2-0,2 ul (100pM/ pl) primer, a primer par mindkét tagjabol,

e 0,4 pl Dream Taq DNS polymeréz enzim,

e 13,2 ul nukleazmentes viz (NFV).

A PCR reakcidé soran primer parokat alkalmaztunk. A 14 genotipust a kovetkezd génekre

teszteltiik: Ryso, RXacl, RXadg, 1lletve H1. A PCR reakciot a kovetkezd profil szerint végeztiik:
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Ry esetén:

1 ciklus 94°C, 1 perc, majd ezt kovette 35 cikluson at 94°C 30 masodperc, 57°C 1 perc, 72°C
2 perc, a végso extenzio 72°C 10 perc volt.

Rx esetén:

1 ciklus 94°C, 3 perc, majd ezt kovette 30 cikluson at 94°C 20 mésodperc, hibridizacio a
primerek olvadasi hdmérsekletétdl fiiggden 62°C, 66°C 15 masodperc, 72°C 1 perc, a végso
extenzi6 72°C 3 perc volt.

H1 esetén:

1 ciklus 94°C, 2 perc, majd ezt kovette 35 cikluson at 94°C -on 20 masodperc, 55°C -on 20

masodperc, 72°C -on 30 masodperc, a végso extenzid 72°C -on 5 perc volt.

A SCAR analizishez felhasznalt primerek szekvenciai:

Rysto: ST1 marker (még nem publikalt)

RxXadg: SRXx1 marker
Forward: 5’-TCAGGGCAAAACCCTAACAC-3’ (62°C)
Reverse: 5’-ATCGGCCTAGAGTGACATCG-3’

RxXaci: 106Rx2 marker
Forward: 5°>-GGAGAAATCCTGCAATGTAAC-3’ (66°C)
Reverse: 5’-CTTGTCAAAGAAAGAAGGCCT-3’

HI1: TG689 marker
Forward: 5’>-TAAAACTCTTGGTTATAGCCTAT-3’
Reverse: 5’-CAATAGAATGTGTTGTTTCACCAA-3’

3.1.4. Gélelektroforézis, géldokumentacio

A PCR reakcid sordn felszaporitott 20 pl termékekhez 5 pl Brome-Phenol Blue Xylene
Cyanol festéket (BPB) adtunk, majd az igy megfestett terméket az agardz gélen kialakitott
zsebekbe pipettaztuk.

A 1,5%-o0s agardz gélt a kovetkezOképp készitettiik: 7,5 g agarhoz hozzaadtunk 500 ml 0,5%-
os TBE puffert (Tris-HCl-Boric acid-EDTA), valamint 21 ioncserélt vizet, ezutan felfoztik,
majd az eldre kialakitott 20 cm x 16,5 cm-es formaba ontottiik.

A termékeket az agar6z gélen, 0,5%-0s TBE pufferben vélasztottuk szét, 220V AC, 1,5 6ra
alatt. Ezutan a megfuttatott termékeket tartalmazé géleket 20 percig ethidium-bromidot

tartalmaz6 TE pufferben (85 pl/1000ml) festettilk. A mintazat folyd csapvizes Oblitését
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kovetden az adatokat a Syngene GeneGenius géldokumentacios rendszerrel értékeltiik. A
moddszer 1ényege, hogy az ethidium-bromid hozzdkapcsolédik a DNS-hez, amely UV-fény
alatt lathatova tehetd. Az adatok elemzése a fragmentumok megléte, vagy hianya alapjan

tortént.

3.2. Eredmények és értékelésiik

3.2.1. PVY

A vizsgalt genotipusok rezisztencia tesztre adott reakcidjat a gélképeket elemezve értekeltiik.
Az Ry gént az ST1 markert hasznalva mutattuk ki. Kontrollként a rezisztens White Lady, ¢€s
a fogékony S440 genotipust hasznaltuk. A marker segitségével meghatarozhat6 a keresett gén

jelenléte, vagy hianya (2. abra).

Az ST1 marker amplifikacids mintazata a két kontrollon, illetve nyolc genotipuson: White Lady, S440, Kastia,

Murato, Aladin, Sante, Laura, Albatros, Lavina, Snowden. S: fogékony, R: rezisztens, M: GeneRuler marker

2. abra: A burgonya Y virus rezisztencia teszt gélképe

A vizsgalat eredményeit a 2. tablazat szemlélteti. A vizsgalt ndvényanyagban harom Rys,

gént hordoz6 genotipust talaltunk: Lavina, Mindenes, illetve a S. Borostyan.
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2. tablazat: A burgonya Y virus rezisztencia teszt eredménye

Sorszam | Genotipus Ry-sto
1 Snowden S
2 Kastia S
3 Laura S
4 Lavina R
5 Marabel S
6 Murato S
7 Sante S
8 Aladin S
9 Mindenes |R
10 S. Piroska |S
11 S. Rubinka |S
12 S.Rozsa S
13 S. Borostyan |R
14 Albatros S

3.2.2. PVX

S: fogékony, R: rezisztens

Az RXaq, gént az 5Rx1 marker, az Rx,q gént pedig a 106Rx2 marker hasznalataval

azonositottuk. Mindkét esetben kontrollként a fogékony W1100 genotipust alkalmaztuk,

pozitiv referencia Rx; esetén a Lady Rosetta, Rx, esetében a White lady volt. A PVX

rezisztencia tesztre adott vizsgalat eredményeit a 3. tablazat szemlélteti. Harom genotipust

talaltunk, amely az Rx,q gént hordozza: Kastia, Lavina, illetve a S. Rézsa. Az RX,q, gént

hordozé genotipusok a kovetkezok: Sante, Albatros. A vizsgélt novényanyagban dsszesen Ot

genotipust talaltunk, amely valamely Rx gént hordozza. A gélelektroforézissel kapott

mintazatot a 3. abra mutatja.

3. tablazat: A burgonya X virus rezisztencia teszt eredménye

Sorszam

Genotipus

Rx-acl | Rx-adg

1

Snowden

Kastia

Laura

Lavina

Marabel

Murato

Sante

Aladin

OO (N[O~ W(N

Mindenes

S. Piroska

S. Rubinka

S.Rézsa

S. Borostyan

Albatros

DDA DO ININ|ZO®W|OnN

D NNV OIOIONITOOOOONON

S: fogékony, R: rezisztens
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Az 5Rx1 marker amplifikacids mintazata a kontroll, illetve a vizsgalt genotipusokon: S. Borostyan, Laura, Sante,
Murato, Marabel, Snowden, S. Rubinka, S. Piroska, Kastia, Albatros, S. R6zsa, Mindenes, Lavina, Aladin,
W1100, Lady Rosetta. S: fogékony, R: rezisztens, M: GeneRuler marker
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A 106Rx2 marker amplifikacios mintazata a kontrollon, illetve a vizsgalt genotipusok felén: W1100, White
Lady, Sante, Aladin, Mindenes, Laura, Kastia, Lavina, S. Rozsa.

S: fogékony, R: rezisztens, M: GeneRuler marker

3. abra: A burgonya X virus rezisztencia teszt gélképei

3.2.3. Fonalféreg

Hasonloan az el6z6 két vizsgalathoz, az eredményeket tablazatban tiintettiik fel, a fonalféreg
rezisztencia eredményeit a 4. tabldzat tartalmazza. Kontrollként a rezisztens White Lady,
illetve a fogékony S440 genotipust alkalmaztuk. A vizsgalt genotipusok tobb mint fele,
Osszesen nyolc genotipus hordozza a H1 rezisztencia gént: Kastia, Laura, Lavina, Murato,
Sante, Mindenes, S. Borostyan, illetve az Albatros. A vizsgalatok eredményeit gélképen a 4.

abra szemlélteti.
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4. tablazat: A fonalféreg rezisztencia teszt eredménye

Sorszam| Genotipus H1
1 Snowden S
2 Kastia R
3 Laura R
4 Lavina R
5 Marabel S
6 Murato R
7 Sante R
8 Aladin S
9 Mindenes R
10 S. Piroska |S
11 S. Rubinka |S
12 S.Rozsa S
13 S. Borostyan |R
14 Albatros R

S: fogékony, R: rezisztens

A TG689 marker amplifikacids mintazata: Mindenes, Aladin, Sante, Murato, Marabel, Lavina, S. Piroska, S.

Rubinka, S. Borostyan, S. Rézsa, Albatros, Snowden, Laura, S440. S: fogékony, R: rezisztens, M: marker

4. abra: A fonalféreg rezisztencia teszt gélképe
4. Osszefoglalas

A burgonya jelentdségét tiikrozi a népélelmezésben, allati takarmanyozasban betdltott
szerepe. Hazankban a termésatlagok alacsonyabbak, mint amit az 6kologiai adottsagaink
lehetoveé tennének, melynek f6 oka a ndvények nem megfeleld egészségi allapota. A
legnagyobb kockazatot a virusok jelentik, hiszen a virusbetegségek terjedésének
kovetkeztében a terméskiesés gyakran a 30%-ot is eléri.

Magyarorszagon az étkezési burgonya vetésteriilete csokkend tendencidt mutat, igy a hazai
fogyasztas kielégitése csak novekvo termésatlaggal érhetd el. Ehhez a megfeleld agrotechnika
alkalmazasan feliil olyan fajtak nemesitése valik sziikségessé, amelyek biotikus €s abiotikus

stresszekkel szemben ellenalloak, ugyanakkor beltartalmi értékiik megfeleld.
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A termesztett fajtdk rezisztencia tulajdonsagai nagymértékben befolydsoljak a termelés
gazdasagossagat is, ugyanakkor kornyezetkiméld termesztést tesznek lehetové. A hazankban
termesztett fajtak rezisztencia tulajdonsagai tehat nagyon fontos szempont.

A keszthelyi Burgonyakutatasi Kozpontban rendelkezésre 4llo kivaldé mindségli fajtak
rezisztensek a legnagyobb gazdasagi kart okozd virusokkal szemben, amelyek a burgonya Y,
X, A ¢és levélsodrodas (PLRV) virus. Az ijabb fajtak nemesitése napjainkban is folyamatosan
zajlik, ezért a génbankban rendelkezésre allo tételek illetve nemesitési vonalak rezisztencia
tulajdonsagainak ismerete alapvetd fontossagu. Mivel a ndovények felnevelése, hagyomanyos
rezisztencia tesztje pénz és iddigényes, karantén koérokozok esetén pedig nem kivitelezhetd,
ezért olyan gyors €s megbizhatd moddszert kellett talalni, amellyel a kivant tulajdonsag
nyomon kdvethetd. Erre a célra a tulajdonsadghoz kapcsolt molekularis markerek alkalmasak,
hasznalatukkal jelentdsen lerdvidithetd a kivant tulajdonsadgokra torténd szelektalas ideje és
koltsége.

Vizsgalatunk célja a PE AC Burgonyakutatidsi Kézpont génbanki anyagainak rezisztencia
tesztje molekularis markerek segitségével. A burgonya Y, X virussal, illetve fonalféreggel
szembeni rezisztencidkért felelos géneket SCAR markerek segitségével kerestiik. A keresett
gének: Ryso (PVY), RXacl, RXaqe (PVX), illetve H1 (fonalféreg). Jelen vizsgalatban 14 fajtat
vizsgaltunk: Snowden, Kastia, Laura, Lavina, Marabel, Murato, Sante, Aladin, Mindenes,
Sarvari Piroska, Sarvari Rubinka, Sarvari Rozsa, Sarvari Borostyan, Albatros.

Hérom Ry, gént hordozo genotipust taldltunk a vizsgalt novényanyagban: Lavina, Mindenes,
illetve a S. Borostyan. Harom genotipust talaltunk, amely az Rx,q gént hordozza: Kastia,
Lavina, illetve a S. R6zsa. Az Rx,q4o gént hordozo két genotipus a kdvetkez6: Sante, Albatros.
A vizsgélt genotipusok tobb mint fele, 6sszesen nyolc genotipus hordozza a H1 rezisztencia
gént: Kastia, Laura, Lavina, Murato, Sante, Mindenes, S. Borostyan, illetve az Albatros.

A jelen kutatds eredményeivel hozzdjarulhatunk a nemesit0k munkajahoz, lecsokkentve a

rezisztencia tulajdonsagokkal biro, 1 fajtak eldallitasdnak idejét €s koltségét.
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5. Koszonetnyilvanitas

Ez uton szeretnék koOszOonetet mondani témavezetomnek, Dr. Hoffmann Borbala
tanszékvezetd egyetemi docensnek, aki mindig szakitott id6t ram, rengeteg tuddsanyagot
bocsatott a rendelkezésemre, ¢s mindig segitokész volt, ha megakadtam a dolgozatiras
kozben.

Koszonettel tartozom Dr. Polgéar Zsoltnak, a Burgonyakutatasi Ko6zpont igazgatdjanak, aki
biztositotta szdmomra a lehetdséget €s a feltételeket a kisérletek elvégzésére.

Haldas vagyok Dr. Cernak Istvannak, a Burgonyakutatisi Kozpont tudoményos
munkatarsanak, aki nagy tiirelemmel vezetett be a marker alapu szelekcio rejtelmeibe, illetve
rengeteg informaciot bocsatott rendelkezésemre a molekularis markerekrdl, valamint a
kisérletben szerepld ndvényanyagrol. Ne¢lkiilozhetetlen szakmai tanacsaival, Onzetlen

tamogatasaval alapvetden hozzdjarult szakmai fejlddésemhez €s sikeres munkdmhoz.
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