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Osszefoglalas: A Phytophthora infestans (Mont.) De Bary nevii oomycéta gomba altal okozott
burgonyavész a burgonya egyik legveszélyesebb korokozdja. Vad Solanum fajokban szamos
rezisztenciagént azonositottak, melyek koziil a Solanum demissum eredetli 11 rasszspecifikus
P. infestans rezisztenciagén a legelterjedtebben hasznositott a burgonyanemesitésben. Korabbi
elemzéseink azt mutattak, hogy a White Lady (WL) fajtaban a 11 R gén legtdbbje megtalalhato.
A jelen kutatasi programban a magas fitoftora rezisztenciaval rendelkez6 WL mellett Gergely
(2004) alapjan jo horizontalis rezisztencidjinak leirt Kastia fajtat és egy fogékony fajtat, a
Sarvari borostyant hasznaltuk, hogy transzkriptom vizsgalattal hasonlitsuk dssze a P. infestans
inokulaciora adott reakcioikat. A transzkriptom elemzést a MP-1548-as P. infestans
izolatummal val6 oltas elétt (kontroll), valamint 18, 24, 48 és 72 oraval az oltas utan vett
levélmintakbdl tisztitott RNS-en végeztiik. A fert6zési kisérlet a WL vart rezisztencidjat és a
Sarvari borostyan fogékonysagat igazolta, de a Kastia a fitoftora fert6zés jellegzetes tiineteit
produkalta. Az egyes RNS-szekvenalasok rovid leolvasasait egy in vitro White Lady novény
hosszu leolvasasokbdl allo transzkriptomjahoz illesztettiik, €s szekvenalasonként tobb mint 100
000 transzkriptet azonositottunk. A harom fajta fitoftora fertdzésre adott stressz-valaszat e
géngyljtemények Osszehasonlitdsan keresztiil jellemeztiik. Vizsgalataink atfogo kiilonbségeket
mutattak ki a rezisztens és a fogékony fajtak fitoftora fertézésre adott valaszaban.

Kulcsszavak: Phytophthora infestans, burgonya, transzkriptom vizsgalat, rezisztencia

Abstract: Late blight, caused by the oomycete fungus Phytophthora infestans (Mont.) De Bary,
is one of the most dangerous diseases of potatoes. A number of resistance genes have been
identified in wild Solanum species, of which 11 race-specific P. infestans resistance genes
derived from Solanum demissum are the most widely used in potato improvement. Our previous
analyses have shown that most of the 11 R genes are present in cultivar White Lady (WL). In
the present research program, in addition to WL, which has high resistance to late blight, we
used the cultivar Kastia, described by Gergely (2004) as having good horizontal resistance, and
a susceptible cultivar, Sarvari borostyan, to compare by transcriptome analysis their responses
to P. infestans inoculation. The transcriptome analysis was performed on purified RNA from
leaf samples taken before inoculation with P. infestans isolate MP-1548 (control) and 18, 24,
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48 and 72 h after inoculation. The infection experiment demonstrated the expected resistance
of WL and susceptibility of Sarvari borostyan, but Kastia showed the typical symptoms of
Phytophthora infection. Short reads of each RNA sequence were aligned to the long read
transcriptome of an in vitro White Lady plant and over 100 000 transcripts per sequencings
were identified. The stress response of the three cultivars to P. infestans infection was
characterized by comparing these gene collections. Our analyses revealed overall differences
in the response of resistant and susceptible cultivars to P. infestans inoculation.

Keywords: Phytophthora infestans, potatoe, transcriptome analysis, resistance

1. Bevezetés

A XX. szdzad elejétdl indult rezisztencia nemesités, majd a fungicidek és mas kontroll eljarasok
alkalmazasa ellenére vilagszerte tovabbra is a P. infestans a burgonyatermesztés biztonsagat
leginkabb veszélyeztetd korokozo. (Haverkort et al., 2009) A fitoftora fertdzés altal eldidézett
veszteség globdlisan évi 5,6 milliard Euréra becsiilhetd. A koérokozoval szemben a kémiai
szerekkel torténd védekezés hatékony, ugyanakkor, a felmeriilé koérnyezetbiztonsagi kérdések
miatt az EU-ban az engedélyezett fungicidek kore sziikiil. E helyzetre leginkdbb a genetikai
alapu védelem kialakitasa jelenthetne megoldést a termesztett fajtakban.

Aburgonya ¢és a hemibiotrof P. infestans kozotti kompatibilis kolcsonhatas esetén a korokozo
effektor molekuladi képesek mar a fertdzés korai szakaszdban lekiizdeni a gazdandvény
velesziiletett immunvalaszat. A kompatibilis kdlcsonhatas eredménye az effektor altal kivaltott
érzékenység (effector-triggered susceptibility - ETS) A fitoftora elleni sikeres védekezéshez
sziikséges a korokozo kiilonféle effektor molekuldinak kdzvetlen vagy kézvetett modon torténd
felismerése és hatasmechanizmusuk gatlasa. E feladatot a ndvényeken beliil az R-gének latjak
el, a jelenséget pedig effektor altal kivaltott immunitasnak (effector-triggered immunity - ETI)
nevezziik. Az egyes burgonyandvényekben sok szaz, adott effektor molekula(k)ra specifikus R-
gén taldlhato. A kiilonféle fitoftora rasszok foldrajzi terjedésének, rekombinacionak vagy
mutacidnak koszonhetéen megjelenhetnek egy adott fajta rezisztenciajat attorni képes 1j
biotipusok, melyek e tulajdonsagukat olyan effektor molekuldknak k&szonhetik, melyekkel
szemben a gazdandvényben nincs megfeleld, inkompatibilitast eredményezé R-gén.
Amennyiben a patogén nem rendelkezik a rezisztencia attoréséhez sziikséges virulencia
faktorral, azaz effektor molekulaval, iigy a megtamadott novényi sejtben végbemegy az ETI,
ami gyakran hiperszenzitiv reakcioval (HR) jar egyiitt. A hiperszenzitiv reakcid sordn
jelentkezd programozott sejthaldl eredményeként a megtamadott ndvényi sejt elpusztul,
meggatolva ezzel a korokozo terjedését a novényben. Az igy elpusztult sejtek 1€zi6 formajaban
gyakran lathatok a novényen.

A burgonya nemesitésben fitoftora rezisztencia kialakitasara széleskoriien alkalmazzak a
Solanum demissum hexaploid vad burgonyafajbol szarmazé RI1-R11 géneket tartalmazo
vonalakat. E rassz-specifikus rezisztenciagének kiilon-kiilon megtaldlhatok a Mastenbrock
differenciald sor vonalaiban, lehetdveé téve a P. infestans izolatumok megfeleld AVR génjeinek
azonositasat. A kiilonboz6 izoldtumok avirulencia génjeinek osszetétele ismeretében a R1-R11
gének fertdzeési tesztekkel azonosithatok a kiilonb6zd burgonya genotipusokban. A keszthelyi
Burgonyakutatasi Kozpontban nemesitett White Lady (WL) fajta nagyfoka fitoftora
rezisztenciaval bir. Korabbi, Wolf Istvan altal a differencialo sorral végzett vizsgalatok alapjan
megallapitast nyert, hogy az R1, R2, R3, R4, R6, R7, R10 és R11 gének jelen vannak a fajtdban,
mig az RS hianyzik beldle (Hajianfar, 2014). Az R8 és R9 jelenlétét/hianyat megfeleld izolatum
hijan nem tudtuk tesztelni.

Jelen vizsgalatok soran célunk a fitoftora fertézésre adott biotikus stressz-valasz molekularis
genetikai modszerekkel torténd 6sszehasonlitod elemzése volt. A White Lady mellett a fogékony
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Sarvari borostyan (Sb) €s a jo horizontélis rezisztenciaval rendelkezonek leirt (Gergely, 2004)
Kastia (K) fajtat vontuk be a vizsgélatokba. E vizsgalat rovid leolvasdsokbol (Illumina) 4ll6
RNS-szekvenalasi adatait egy in vitro WL novény PacBio platformon kapott hossza
leolvasasaihoz illesztettiik. E megkdzelités ugyan korldtozhatja az azonosithatd gének szdmat,
azonban csaknem a teljes genomra kiterjedd informaciot nyujt gének expresszids valtozasairol,
illetve, mivel egy hosszt leolvasas egy teljes mRNS szekvenciat reprezental, igy e gének
kodolo szekvenciajarol is.

2. Anyag és modszer
2.1. Novényanyag

White Lady (WL), Séarvari borostyan (Sb) és Kastia (K) burgonyafajtdk gumoit 3 literes
cserepekben 1évo balti tézegbe lltettiik, és fitotronban 50%-os relativ paratartalom, 16:8 6ra
megyvilagitas : sotét periddus mellett neveltiik a névényeket. A megvilagitas kezdetekor 20°C-
ol két ora alatt 25°C-ra emeltiik, majd a s6tét periodus kezdetére szintén két 6ran beliil 20°C-
ra csOkkentettiik a hdmérsékletet. Mindegyik fajtabol 6t ndvényt a kezelések céljara egyet pedig
kontrollnak hasznaltunk.

2.2. Fert6zések és mintavétel

A kezelésre keriild, viragzas elotti stddiumban 1évé novények 2-2 levélének fondkjara 15 000
sporangium/mL fitoftéra oldatbdol 50 pL-t egyetlen cseppben helyeztiink el, mig a kontroll
novényekre steril desztillalt vizet cseppentettiink. A cseppeket minden esetben az dsszetett levél
csucsi levelkeéjére helyeztiik. A kezelésekhez a lengyel eredeti MP-1548 izolatumot hasznaltuk.
A cseppeket 12 6ra mulva pipettaval eltavolitottuk.

Mintagytjtéshez a kezelt cstcsi levélke melletti levélkéket hasznaltuk. Mintakat minden
noveényrdl a kezelés utan 18, 24, 48 és 72 6ra mulva gyiijtottiink. A levélmintakat szarazjégre
gyljtottiik, majd RNS tisztitasig -70°C-on taroltuk.

2.3. Molekuléaris vizsgalatok

Az egyes levélmintakbol 50 mg-ot hasznaltunk a RNS eldtisztitdsdhoz, melyet TRIzollal
(Invitrogen, USA) végeztiink a gyartd Utmutatasai alapjan. Egy kovetkezo tisztitasi 1épésben a
teljes RNS-t Direct-zol RNA Microprep kittel (Zymo Research, USA) vontuk ki, majd a poly-
A dusitast Poly(A) RNA Selection kittel (Lexogen, Ausztria) végeztiik. A RNS integritdst RNA
6000 Pico kittel 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA) késziiléken vizsgaltuk. Csak az 5,5 RIN érték
feletti mindségli RNS mintékat hasznaltuk a tovabbi vizsgélatokhoz. A RNS-szekvenalashoz a
konyvtarakat NEXTFLEX Rapid Directional RNA Seq kit 2.0 (Perkin Elmer, USA)
felhasznalasaval készitettiik el. A transzkriptom szekvenalasokat NextSeq 500 (Illumina, USA)
platformon végeztiik, High Output 150 sequencing kittel.

2.4. Bioinformatikai elemzések

A SOAPdenovo-Trans (Xie et al.,, 2014) programot haszndltuk az egyes mintdk RNS-
szekvenalasi rovid leolvasasainak illesztéséhez. Referencidnak az in vitro WL névény hossza
leolvasasai szolgaltak. A leolvasasok kvantifikalasa a Salmon program (Patro et al., 2017)
~index” ¢és ,quat” parancsainak segitségével tortént. A statisztikailag szignifikans
differencialisan kifejez0d6 gének (DEGs - differentially expressed genes) a DESeq2 (Love et
al., 2014) program segitségével, R kornyezetben kertiltek azonositasra.
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3. Eredmények
3.1. Fert6zési tesztek

A rezisztens WL fajta levelén a fitoftora sporangiumokat tartalmazé vizcsepp helyén 48 oréaval
a fertdz¢és utan lathatéak voltak a hiperszenzitiv rezisztenciara utald 1éziok, melyek nem
terjedtek tovabb a szomszédos teriiletekre. A fogékony Sb fajta a fert6zés tipikus tiineteit
mutatta, azaz a fitoftora sikeresen megtelepedett a kezelés helyén, és onnan tovabb terjedt.
Erdekes médon a jo fitoftora rezisztenciaval rendelkezé fajtanak leirt Kastia a burgonyavész
jellegzetes tlineteit mutatta az MP-1548 izolatummal szemben, azaz vizsgalatainkban
fogékonynak bizonyult, az 6sszes kezelt ndvény befert6zodott.

3.2. Transzkriptom vizsgélatok

Mindharom fajta kontroll és kezelt mintainak RNS szekvenalassal kapott leolvasésait az in vitro
White Lady hosszu leolvasasaihoz illesztettiik, és ez alapjan a WL-ben 111 228, a Sb-ban
102 654, mig a Kastia fajtdban 101 919 egyedi szekvencidjl transzkriptet azonositottunk.

A rezisztens €s fogékony fajtdk kozott jelentds eltérések mutatkoztak a fertézés hatdsara
megvaltozott expresszidt mutatd gének szamaban. A feliil-, illetve alulszabalyozott gének
szamat az 1., illetve a 2. dbra mutatja.
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1. abra A feliilszabalyozott gének szama a harom vizsgalt fajta négy mintavételi idopontjaban a kontroll
mintahoz viszonyitva

Az abra a log?2 kopiaszam valtozast meghalado gének szamat mutatja.

A rezisztens WL fajtaban a feliilszabalyozott gének szama folyamatosan emelkedett a 18.
ordban mért 11 514-rél a 72. 6érdban 15 867-re. Ezzel szemben a fogékony Sb és Kastia fajtaban
a 18. 6raban mért 3 298, illetve 4 526 érték csokkent, a 48. draban érve el a mélypontot, majd
ismét emelkedni kezdett.

A rezisztens fajtaban a feliilszabalyozott DEG-ek szdma 3-5-szorosen haladta meg a
fogékony fajtakban mért értéket mindegyik mérési idépontban.
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2. abra Az alulszabdlyozott gének szama a harom vizsgalt fajta négy mintavételi idépontiaban a kontroll
mintahoz viszonyitva

Az abra a log?2 képiaszam valtozast meghalado gének szamat mutatja.

Az alulszabalyozott DEG-ek szama mindharom fajta esetében a 72. Oraban érte el a
maximumot. €s a legalacsonyabb értéket a 48. drdban mutatta. A 18. 6rat leszdmitva a rezisztens
fajtdban 2-3-szor annyi gén lett alulszabalyozva, mint a fogékony fajtakban.

4. Megyvitatas

A rezisztens White Lady fajtaban mindegy 9%-kal tobb egyedi transzkriptet azonositottunk,
mint a fogékony Sarvari borostyan, illetve Kastia fajtdban. Ugyanakkor, a feliilszabalyozott,
illetve az alulszabalyozott gének szdméban tobbszoros eltérés mutatkozott a WL javara. Ez arra
utal, hogy a rezisztens genotipusban a fitoftora fertdzésre adott stressz-valasz 1ényegesen
kiterjedtebb, €s a fert6zés utani 72. 6rdban a White Lady-ben azonositott egyedi transzkriptek
mintegy 23%-at érinti, mig a Kastiaban ez 10%, a Sarvari borostyanban pedig 8%. Ez a
kiilonbség még nyilvanvalobb a mind a négy mintavételi idépontban kifejez6do
feliilszabalyozott gének esetében, mivel a White Lady-ben 6 375 olyan gént talaltunk, melyek
mind a négy mintavételi idépontban log2 értéket meghaladd kopiaszam ndvekedést mutattak,
mig a Sarvari borostyanban csak 976, és a Kastidban 897 ilyen gén volt. Eredményeink arra
utalnak, hogy a rezisztenciagéneken tul a P. infestans fert6zés elleni sikeres, hiperszenzitiv
reakcion alapuld védekezéshez a mukodd gének széles korének modosult kifejezodése
sziikséges a burgonyaban.

A White Lady fajta levelein a fert6zés helyén, mar a 48. 6rdban szabad szemmel is lathatova
valtak a sikeres hiperszenzitiv reakciora utal6 1€ziok, azaz a stressz-valasz gyorsan zajlott le.
Ugyanakkor, a két fogékony fajtadban a 48. 6raban a burgonyavész kezdeti tlineteit tapasztaltuk.
Mivel a 48. 6ra utdn mindharom fajtdban tovabb ndvekedett a feliil-, illetve alulszabalyozott
gének szdma, ezért a tovabbiakban célunk, hogy e géneket annotéljuk, azaz szekvencidjuk
alapjan feltételezhetd funkcidjukat meghatarozzuk. E vizsgélatok vélaszt adhatnak a rezisztens
¢s fogékony genotipusokban a fitoftéra fert6zésre adott szisztémikus valaszban 1évo
kiilonbségekre. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a fitoftora fert6zésre adott stressz-valasz
gyorsan, vélhetden néhany oran beliil kivaltodik a ndvényben. Ezért ujabb kisérleteket
terveziink beallitani a fert6zés utani 18. orat megel6z6 idopontokban térténd mintak vétele és
elemzése céljabol, valamint megkezdtiik a 18. 6raban csak a White Ladyben kifejezddd gének
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annotalasat a sikeres rezisztencia kialakitdsaban résztvevd gének, géncsalddok azonositasa
céljabol.

Transzkriptomiai adataink kiértékelése, a rezisztencia kialakitasdban meghatarozo gének €s
géncsaladok azonositdsa hozzajarulhat a fitoftoraval szembeni rezisztencianemesités
eszkoztaranak bovitéséhez, szdmos kulcsfontossdgi génre kiterjedé amplikon szekvenalési
panelek fejlesztéséhez.
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