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1. BEVEZETES

A hosszatavon fenntarthaté mezégazdasag szukséges feltétele a betegség-ellenallo és mas értékes
agrondmiai tulajdonsagokkal rendelkez6 vad rokon novényfajok nemesitésbe vonasa.

A termesztett sz6l6 Eszak-Amerikaban és Azsidban fellelhetd vad rokonfajai jO lehetéséget
kindlnak a betegségek és kartevok elleni nemsitésben. Az elmult évtizedben a figyelem kézpontjaba
kerultek a kinai Vitis fajok az erds lisztharmat rezisztencia és a gyimaolcs mindségét nem befolyasolo
tulajdonsagai miatt, szemben az amerikai rezisztens fajokkal, melyek rontjak a sz616 minéségét.

A sz616 lisztharmat (Erysiphe necator) a termesztett sz6l6 f6 gombas betegsége, minden
sz6l6termeszto teriileten problémat okoz a vilagon. Az lisztharmat-rezisztens fajtakkal elkertlhetjik
a gombadld szerek Kiterjedt alkalmazasat, ami koltséges és munkaigényes, valamint kéros hatassal
van a kornyezetre. Tovabba tdbb, rezisztenciat biztosito allél 6tvozése egy fajtaban is szikséges a
nemesités soran, mert a gyorsan evolvaldédo korokozd kdnnyen attorheti egyetlen rezisztencialokusz
védelmi vonalat. Az Gjabb genetikai modszerek lehetévé teszik, hogy az Uj rezisztenciaforrasokat
hatékonyan és gyorsan feltarjuk és alkalmazzuk a nemesitésben. Térképez6 populacio eléallitasa,
illetve rezisztencialokuszok azonositasa genetikai térkép segitségével egy nagyon hatékony
molekuléris eszkdz a nemesitok kezében. A genetikai térképezés soran a molekuléris munka szinte
félautomata moédon megoldhaté és altalanos elterjedt, a fenotipizalasi-rendszerek azonban novény-
és Dbetegség-specifikusak. Alapvetd fontossagu, hogy hatékonyan ¢és pontosan értékeljik
fenotipusosan a populaciot.

Ebben a dolgozatban tobb lisztharmat-rezisztenciaval rendelkezé kinai Vitis piasezkii egyedet
vizsgaltunk, amik az 1980-as kinai-amerikai botanikai expedicid gyijtésébdl szaramaznak, a nyugat
Hubei tartomanybdl.



2. CELKITUZESEK

Vitis piasezkii DVIT2027 F1 populacio lisztharmat tiineteinek felvételezése szabadfoldon,
a rezisztencia genetikai jellegének meghatarozasahoz

Az F1 populécio lisztharmatfertézésre adott fenotipusanak értékelése szabalyozott
kdrnyezetben: tiveghazban vizudlisan és mikroszkdp alatt in vitro vizsgélatok soran

Egy nem vizualis, kvalitativ modszer alkalmazésa a lisztharmatfert6zés mértékének
pontos meghatérozasahoz, igy megerdsitve a vizualis szubjektiv eredményeket
Mikroszatellit markerek segitségével a V. piasezkii DVIT2027 limitalt genetikai
térképének megszerkesztése

QTL térképezés: a rezisztenciaért felel6s genetikai régiok azonositasa. A genotipusos és
fenotipusos adatok egyuttes elemzése

A térképezett rezisztencialokusz vizsgélata tobb kiilonbozé eredetii lisztharmat-
izolatummal, megbizonyosodva arrdl, hogy a rezisztencia széleskori és stabil
Rekombinans genotipusok azonositasa a Kiterjesztett térképez6 populécion és a kovetkezo
generaciok keresztezéseiben. A genetikai régio szikitésé soran Uj SSR markerek
fejlesztése

A tovabbi rendelkezésre allo V. piasezkii egyedek fert6zése sz616 lisztharmattal

Megvizsgalni a nemhez kotdtt molekularis markerekek és virdgzastipus egyittes

- sz



3. ANYAG ES MODSZERTAN

3.1. Névényanyag

A 11-373 névvel jelzett térképezé populacid a lisztharmatra fogékony V. vinifera F2-35
(‘Carignane’ x ‘Cabernet Sauvignon’) és az ellenalld V. piasezkii DVIT2027 keresztezésének

eredmenye.

3.2. Lisztharmatfertizés értékelése

A 11-373 populécid lisztharmattlineteinek értékelése tobb kdrnyezetben: két egymast kovetd
évben természetes és mesterséges fert6zéssel szabadfoldon, Uveghazban négy ismétlésben, és in vitro
fenntartott leveleken laboratoriumi korilmények kézott. A lisztharmat levélhez viszonyitott tomegét
molekularisan gPCR reakciokbdl kapott eredmények alapjan szamoltuk. A fertézés mértékét
szabadféldon a hajtason, illetve vesszon és a leveleken értékeltik. Az alap térképez6 populacio 277
magoncabol 253-at illetve 261-et értékeltink 2013-ban és 2014-ben. Osszesen 258 magonc
lisztharmat-fogekonysagat vizsgéltuk négy ismétlésben Uveghézban. Szintén 258 magoncot
értékeltink négy ismétlésben mikroszkop alatt (Leica EZ4 D) laboratoriumi koriilmények kozott in
vitro fenntartott leveleken. A vizualis értékeléseket minden esetben két ember végezte egymastol
fuggetlendl. Végul gPCR-rel értékeltiik 247 magonc lisztharmat fert6zottségének mértéket az in vitro

vizsgalatokbol szarmazé leveleken.

3.3. Genotipizalas és a genetikai térkép elkészitése

A DNS-kivonas friss, fiatal levélszovetb6l tortént CTAB protokoll alapjan (Riaz et al., 2011).
Osszesen 277 magonc (11-373 populacid) szolgalta az alap térképezoépopulaciot a genetika térkép
létrehozéasahoz. Otszazhisz kordbban mar publikalt mikroszatellit markert teszteltink egy
nyolcmintas rész-populacion, sziiléi és magonc DNS-mintakkal.

Azért, hogy tovabb telitsiik a kilences és tizenkilences kromoszéma megfelel6 régioit, tizennégy
Uj SSR-markert terveztink (PN9 és PN19 sorozat) a PN40024 12x genomszekvencia segitségével
(Jaillon et al., 2007).

A PCR-termékeket az ABI 3500 kapillaris elektroforézis rendszerben futtattuk. Az allélméreteket
a GeneMapper 4.1 szoftver (Applied Biosystem Co., Ltd., USA) segitségével allapitottuk meg.



3.4. QTL analizis

A QTL (quantitative trait locus) analizist minden egyes fenotipusadattal két kiilonb6zé mddszerrel
vegeztiik a MapQTL 6.0 szoftverrel konszenzus és sziil6i térképeken is (Van Ooijen, 2009 and 2011).
Elészor intervallum térképezéssel, regresszios algoritmussal vizsgaltuk az adatokat, majd minden
lehetséges QTL megismeréséért tobbszoros QTL térképezé modszert (MQM) alkalmaztunk
kofaktorok kijel6lése utan.

3.5. Rekombinasok azonositasa

Tovabbi keresztezésekbdl szarmazd négy populaciot vizsgaltunk (pseudo-backcross - pBC1),
amelyekben Ren6 vagy Ren7 vagy mindketté 16kusz megtalélhat6 volt. Mind a négy populécid
esetében egy lisztharmatrezisztens 11-373 magonc, a fogéekony V. vinifera ‘Malaga Rosada’-val volt
keresztezve. A 13-350 és 13-351 populaciok (szegregalddik Ren6-re), 13-352 (Ren6, Ren7), és 14-
353 (Ren7), 396, 125, 133 és 256 magoncot tartalmaznak. Tovabbi 259 magoncot vizsgaltunk az F1
11-373 populéaciobol, illetve minden pBC1 magoncot, hogy a potencidlis rekombinansokat
megtaléljuk. A lisztharmat-fogekonysagot tobb ismétlésben vizsgaltuk minden rekombinéans jel6lt
novényen, és reszpopulaciokon Uveghazban, valamint in vitro levélteszteken. A fert6zéseket és

értékeléseket a fentebb mar leirtak szerint végeztik.



4. EREDMENYEK

4.1 A lisztharmat tiinetek értékelése

Az F1 11-373 magoncpopulaciot kiilonbozé kisérletes modszerekkel értékeltuk. A szabadfoldi
értékeléseket két egymast kovetd évben végeztik (2013-2014), tovabba Uveghazban, in vitro
tesztekben és molekularisan qPCR-rel mértiik fel a magoncok rezisztenciajat. Az eredményeket az 1.

és 2. tablazatokban foglaltuk dssze.

1. tablazat A 11-373 populacié lisztharmat-rezisztencia QTL térképezeséhez felhasznalt fenotipusos
adatsorok 0sszefoglalo statisztikaja.

Fenotipus Qélgg](;ncok Atlag Variancia Min Median Max

Leveél 2013 253 0.51 0.55 0 0.33 3.83
Vessz6 2013 253 0.23 0.29 0 0 3.5
Level 2014 261 1.29 3.09 0 0.5 5
Vessz6 2014 261 0.88 241 0 0 5
Uveghaz 258 1.36 1.36 0 0.43 4

in vitro 258 1.55 2.57 0 0.97 4
gPCR 247 6.62 9.63 0.25 6.87 12.67

& A lisztharmat tiineteket két egymaskovetd évben értékeltiik szabadfoldon. Uveghaz, in vitro, és
gPCR-alapu molekularis kisérleteket harom- négy biologiai ismétlésben végeztiik 2014-ben.

2. tablazat A QTL térképezéshez felhasznalt adatsorok paronkénti korrelacidja a 11-373 alap
térképezapopulacioban.

Levél 2013 Vessz6 2013 Levél 2014  Vessz6 2014 Uveghaz in vitro gPCR
Levél 2013 1.0 - - - - - -
Vessz6 2013 0.6322 1.0 - - - - -
Levél 2014 0.591 0.465 1.0 - - - -
Vessz6 2014 0.633 0.59 0.827 1.0 - - -
Uveghaz 0.499 0.374 0.842 0.664 1.0 - -
in vitro 0.409 0.283 0.786 0.617 0.91 1.0 -
gqPCR" -0.365 -0.245 -0.697 -0.546 -0.767 -0.818 1.0

aMinden R? érték szignifikans (p<0.001).
A qPCR tesztekbdl szarmazé fertézési koefficiens természetes logaritmussal volt normalizalva. A
korrelacié inverz a tobbi vizualis értékeléshez kepest.



4.2 QTL analizis

A QTL analizis intervallum térképezé (IM) és tobbszords-QTL térképez6 modszert alkalmaztuk
mind a sziil6i és a konszenzus térképeken. Szignifikans QTL-eket csak a DVIT2027 sziil6i térképen
talaltunk, ezért az ezen talaltakat ko6zoljuk, hiszen a rezisztencia a V. piasezkii DVIT2027-bél
szarmazik.

Az intervallum térképezés két rezisztencialdkuszt azonositott, a kilences kromoszéman (Ren6) és
a tizenkilences kromoszoméan (Ren7). A PN9-057 és a PN9-068 SSR markerek hataroljak a
legmagasabb LOD értéket a kilences kromoszoman. A Ren6 lokusz pozicidja nem valtozott a
kiilonb6zé  fenotipikus adatsorok alkalmazésa soran, de a statisztikusan megmagyarazhatd
fenotipikus variancia kulénbozott a fenotipizalasi modszerek kdzott. A maximum 67,9% volt, 54,3
LOD értékkel az in vitro levéltesztekkel tortént vizsgalat soran. A fent emlitett ket markert hasznéltuk
minden kovetkezé F1 és pBC1 popul&cidokban rekombinansok keresésére. Az IM analizis soran a
VVIpl7.1 és VMC9a2.1 markereket azonositottuk, mint a Ren7 ldkuszt legszorosabban hatarolokat
a szabadfoldi 2013-as és 2014-es levél és vesszordl szarmazo adatokkal. Az tiveghdz, az in vitro és a
gqPCR vizsgalatokbdl szarmazd adatokkal a legmagasabb LOD értéket hataroldé markerek a
VMC9a2.1 és a VMC5h11. A Ren7 I6kusz maximum 19% fenotipikus varianciat magyarazott meg,
11,92 LOD értékkel a 2014-es vesszé adatok analizise sordn. Mind a harom emlitett markert
(VVIpl7.1, VMC9a2.1 és VMC5h11) hasznéltuk a rekombin&nsok azonositasara a tovabbi F1 és a
pBC1-es populécidkban.

A tobbsz6rds QTL-analizis (MQM) megerdsitette az intervallumtérképezés sordn megismert
I6kuszokat (1E. &bra). Az automatikus kofaktor szelekcié azonositotta a PN9-068 SSR markert, mint
kofakort a Ren6 l6kuszhoz. Ez elmondhaté minden fenotipikus adatsorra, kivéve a gyengébb 2013-
as szabadfoldi értékeléseket. A PN9-068 kofaktorral torténé analizis sordn a Ren6 l6kusz altal
megmagyarazott fenotipusvariancia valtozo volt a kiilonb6z6 fenotipikus adatokkal. A legmagasabb
fenotipikus variancia 62% volt az in vitro adatokkal, ami mogott 66,28 LOD érték allt. A Ren7 16kusz
esetébem a VVIu09 marker volt a valasztott kofaktor a Uveghaz és az in vitro adatsorokkal és
VMC5h11l a gPCR analizissel. Ez a két marker kapcsolt, és 0,9 cM tavolsagra van egymastol a
térképen. A legmagasabb megmagyarazott variancia igy 18,1% volt a 2014 vessz6 adatsorokkal, ami
mogott 14,55 LOD érték all.

Azért, hogy jobban megismerjik a két 16kusz sajatossagait, az F1 egyes magoncpopulaciot két
részre osztottuk a Ren6 és a Ren7 haplotipusok jelenléte alapjan. Minden genotipust, ami hordozta a
Ren6-tal kapcsolt allélt (PN9-068, 174bp), kizartunk az analizisbdl, és IM analizist alkalmaztunk a
megmaradt részadat-halmzon, ami elméletileg csak a Ren7 I6kusszal szegregal. Az analizis Ren6

hidnyaban megemelte a Ren7 jelent6séget, és a I0kusz 71,9% fenotipikus varianciat magyaradz meg



35,58 LOD értékkel az lveghazbdl szarmazd adatsorokkal. Ezt az IM analizist forditottan is
elvégeztik, az 6sszes genotipust, mely tartalmazta a Ren7 kapcsolt markert (VMC9a2.1, 163bp)
kizartuk az adatsorokbodl. Igy a Ren6 Iokusz 95,4% fenotipikus varianciat magyarazott meg 95,76
LOD eértékkel (1C-D abra). Azért, hogy megerésitsiik, hogy semmilyen mas genetikai komponens
nem jatszik szerepet a rezisztencia Kialakitasaban, megvizsgaltuk az adatokat mindkét l6kusz

kizarésaval. Intervallum térképezés ezen részadatokon nem adott semmilyen szignifikans QTL-t.
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1. abra A Ren6 és a Ren7 lokuszok azonositasa intervallum és tobbszords QTL térképezéssel. (A, B)
Intervallumtérképezés eredménye a teljes populécion talélt szignifikans QTL-ekkel: a kilences és tizenkilences
kromoszomékon. (C, D) Intervallum térképezés rész adatsorokon, amik a Ren6 és Ren7 lokalis haplotipusa
alapjan voltak kivalasztva. (E) A tobbszoros QTL térképezés eredménye (MQM) mind a tizenkilenc
kromoszoman (DVIT2027). Levél 2013, Levél 2014 és Vesszé 2013, Vesszé 2014 fenotipikus adatok
szabadfoldon felvételezett lisztharmat tlinetek, mig az Uveghaz és az in vitro vizsgalatok kontrollalt
koriilmények kozott torténtek. Minden abran, a nyil a legmagasabb LOD értéket és a hozzatartozo
megmagyardazott fenotipikus variancidt mutatja szazalékban az Uveghézbdl szdrmaz6 adatokkal. A piros
szaggatott vonal a LOD kiiszObértéket mutatja.



2. dbra Osszehasonlit6 dbra a lisztharmat fejlédésérdl in vitro levelekrdl kiilonbozé rezisztencialokuszokkal.,
A levelek légiilepitd toronnyal voltak fertézve, és ot nappal a fertdzés utan megfestve Coomassie Briliant kék
festékkel, igy lathatéva valtak a gomba képletei a levél feliiletén (A) Ren6/Ren7’, (B) Ren6/Ren7", (C)
Ren6*/Ren7", és (D) Ren6/Ren7*. A barnas-sarga sejtek az appreszoria alatt a rezisztencialokusz altal
indukalt hiperszenzitiv reakcio részei. A fehér méret referenciavonal a bal sarokban 50um-et jelent.
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3. abra Lisztharmat-fogékonysag a négy genotipus osztalyba sorolt F1 populacion. Tukey-teszttel észlelt
szignifikans eltéréseket illusztralnak a kiilonbozé betiik (a, b, ¢,). Az ‘n’ az ebben az analizisben felhasznalt
genotipusok szamat jelenti. A leveleken fejlédott lisztharmat relativ tdmegét gPCR-rel allapitottuk meg. Az
logaritmusa. A magasabb értékek kevesebb

abrézolt fertozési

koefficiens a

lisztharmattdmeget jelentenek a levél feluletén.

24CT  természetes
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4.3 A Ren6 és a Ren7 lokuszok sajatossagai

Egyértelmiien lathatd a 2. &bran a hiperszenzitiv reakcié (HR) eredménye azokon a
genotipusokon, melyek tartalmazzék a Ren7 (2B. abra) vagy a Ren6 (2C. &bra) l6kuszt. A Ren7
esetében HR lathatd a masodlagos hifabol fejlédé appresszoriaknal is, mig a Ren6 esetében a
Kicsirazott konididbdl szarmazo appresszorimok koruli HR lathatd egyedil. A HR reakcio
legvaldsziniibb magyarazata a programozott sejthalal (programmed cell deth — PCD) miutan a névény
felismerte specifikus lisztharmat effektorokat (Qui et al., 2015). Evvel szemben a PCD sebessége és

hatékonysaga kiilonbozonek tiinik a két 10kusz esetében.

4.4 Tovabbi rekombindnsok azonositasa

Tovébbi genotipusok genetikai vizsgélata sordn, az F1 11-373 és a négy leszarmazott pBC1
populaciokbdl, a Ren6 és a Ren7 l6kuszokat hatarold markerekkel azonositottuk a rekombinansokat.

A 2,2 cM genetikai tavolsagban Ren6 lokuszban (PN9-057 és PN9-068 kozott) tizenharom
rekombinans magoncot azonositottunk 1,169 magonc vizsgalata soran. A Ren7 I6kusz esetében a 2,3
cM genetikai tAvolsag sziikitése érdekében 917 magoncot teszteltiink a I6kuszt hatarol6 markerekkel.
Kilenc rekombinanst talaltunk az F1 populacidban (n=536), ebbdl 6t nem tartalmazza a Ren6-0s
I6kuszt. Tovabbi két pBC1l populéciét vizsgaltunk (n=386) tavolabbi hatarol6 markerekkel, a
VMC9a2.1 homozigozitadsa miatt a rezisztens sziilében. Ezekben a pBC1 populaciokban Tizenharom
rekombinanst azonositottunk, és tizenkettd nem tartalmazta a Ren6 l6kuszt.

A genetikai térképre helyezve rekombinansoknal alkalmazott markereket, a Ren6 16kusz a PN9-
066.1 és a PN9-067 markerek kozé esik. A fizikai tdvolsag a két marker kozott 22 kb az PN20024
genomszekvencia alapjan. A Ren7 lokusz esetében a térképhez két (j mikroszatellit markert
adhattunk (PN19 sorozat). A Ren7 I6kusz a PN19-022 és a VMC5h11 markerek kdzott helyezkedik

el és az ennek megfelel? fizikai tdvolsag a PN20024 genomszekvencian 330 kb.
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. A Vitis piasezkii-ban kettd egyedi lokusz hatdrozza meg a rezisztenciat lisztharmat ellen

A dolgozatban ¢sszegzett munkaban (i) lisztharmatrezisztenciat talaltunk tiz kiillonb6z6 kinai V.
piasezkii sz6l6ben, (ii) létrehoztunk F1 és pBC1l nemesitési populaciokat az egyik rezisztens V.
piasezkii-vel, (iii) azonositottunk két rezisztencialdkuszt, névleg a Ren6-t és Ren7-t, melyek két
kiilonbo6z6, a kilences és a tizenkilences kromoszomékon taldlhatok. Lisztharmatrezisztenciat nem
azonositottak még ezeken a kromoszémakon a kordbban publikalt tanulmanyok szerint (Dalbo et al,
2001, Hoffmann et al, 2008, Welter et al, 2007, Coleman et al, 2009, Riaz et al, 2011, Ramming et
al, 2012, Blanc et al, 2012, Feechan et al, 2015). A Ren6 és Ren7 l0kuszok jelent6ségét kiemeli, hogy
a térképezés sordn tobb kiilonb6z6 modszerrel és kdrnyezetben azonositottuk. A szabadféldi
értékelésként leveleken és vesszén lathato tiinetek leirasat két egymast kovetd évben végeztiik, majd
ezen adatok értékeit megerdsitettitk Uveghazban, in vitro tesztekben és molekularis kisérletekkel.
Altaldnossagban elmondhaté, hogy a szabadfoldi értékelés valtozhat évrdl évre, az idSjarastol
fliggben, nem beszélve a lisztharmatpopulécié bioldgidjardl, és annak dinamikjarél a
sz6l6ultetvényben (Montarry et al., 2008). A korabbi tanulmanyokkal egyetértésben észleltik, hogy
a novény fejlodése is szerepet jatszik a fert6zés mértékében (Barba et al., 2015). A két év fert6zési
mértéke kozott jelentds kiilonbséget a térképezés soran kapott eredmények is mutatjak (1. abra).
Mindazonaltal a két 0j 16kuszt ugyanabban a genomi pozicidban azonosithattuk fliggetlendl attdl,
hogy melyik év, vagy mddszer fenotipikus adatait hasznaltuk.

5.2. A lisztharmat rezisztencia jelenléte Kozép Azsiaban és Kinaban

A V. piasezkii a masodik kinai sz616faj, amiben erds sz616 lisztharmatrezisztencia fedezhet6 fel és
amiben rezisztencialokuszt azonosithattunk. Lisztharmatrezisztencia korabban mar térképezésre
kertilta V. romanetii-bdl (Ren4, Riaz et al., 2011, Ramming et al., 2012). Sok kdzép-azsiai termesztett
¢és vad sz6lében (V. vinifera spp. sylvestris), a termesztett sz616 (V. vinifera spp. sativa) ¢sében is
azonositottak részleges rezisztenciat (Hoffmann et al., 2008, Coleman et al., 2009, Riaz et al., 20133,
Amrine et al., 2015). Az erés lisztharmatrezisztencia jelenléte latszélag ellentmond az elfogadott
elméletnek, miszerint az E. necator a vad észak-amerikai sz6l6fajokkal egy(tt evolvalodott, majd a
tizenkilencedik szazad kozepén kerult Eurdpaba és onnan terjedt el a vilag tobbi részére (Brewer and
Milgroom, 2010). Ez az elmdlt tébb mint masfél évszazad, evolicios szempontbol kevés idének

tlinhet, hogy az azsiai sz616ben Uj és elterjedt rezisztencia alakuljon ki (Riaz et al., 2013Db).
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Két lisztharmatrezisztencia-lokusz jelenléte egy sor tovabbi kérdést vethet fel. Lehet, hogy ezek a
I6kuszok egymastdl fuggetlenil fejlédtek, vagy egyik a masikbol szarmazik? A lehetséges vélasz
ezekre a kérdésekre a genetikia régiok osszehasonlitd szekvencia analizisével adhat6 csak meg. Nem
talaltunk jelent6s rezisztenciagéneket a Ren6 22 kb méreti és a Kiterjesztett 60 kb régiojaban,
valamint a Ren7 330 kb méretii I6kuszban a V. vinifera PN40024 (12X.1) referenciagenomban.

A tovabbi V. piasezkii novények, amik a Shennongjia Erdészeti Keriiletb6l szarmaznak,
tartalmazzak vagy az egyik vagy mindketté l0kuszt, azt mutatva, hogy a lisztharmatrezisztencia
elterjedt lehet. Nagyon érdekfeszit6 lenne tovabbi vadszéloket, féleg V. piasezkii-t gyljteni annak
természetes ¢16helyén, Eszakkelet- és Nyugat-Kinaban, hogy 6sszehasonlito elemzésben felderitsiik,
hogy azok azonos vagy kiilonb6z6 lisztharmatrezisztenciat hordoznak. Egy ilyen munka, a
legnagyobb genetikai diverzitast atdlelve, segithetné feltérképezni a lisztharmatrezisztencia
evoluciojat aterlileten. Az is valdszinii, hogy a két 16kusz egymastal fliggetlentl 6rokl6dott és késébb

kerult természetes hibridizécio Gtjan egy vonalba.

5.2. Fenntarthaté rezisztencia nemesitése

A sz616 lisztharmat egy gyorsan evolvalddd patogén, a tobbféle szaporodasi stratégianak és az
erds szelekcidos nyomasnak — pl. a Kiterjedt szintetikus fungicidek alkalmazasanak — készonhet6en
minden sz6l6termeszté régioban a vilagon (Jones et al., 2014). Rezisztencialokuszokat lisztharmat
ellen azonositottak mar tobb észak-amerikai, k6zép-azsia és kinai fajban (Hoffmann et al., 2008, Riaz
etal., 2013a, Riaz et al., 2011, Ramming et al., 2012, Feechan et al., 2015). Altalanos, hogy egy gén
er6s és megbizhatd rezisztenciat kdlcsondz egyes patogénrasszok ellen valtozakony kornyezeti
feltételek mellett. Az ilyen monogénes rezisztencia is tud erds szelekcidés nyomast gyakorolni a
patogénre, ami olyan vonalak evolvalodasat teszi lehetévé, amelyek attorik ezt a rezisztenciavonalat
(Peressotti et al., 2010, McDonald and Linde, 2002). Fenntarthatdan erés lisztharmatrezisztencia
kialakitasa vilagszerte cél a sz616 nemesitési kozpontokban. Elterjed mddszer a nemesiték kdzott,
hogy olyan stratégiat alkalmazzanak, ami segiti csdkkenteni a szelekciés nyomast, Ggy, hogy tébb
kiillonb6z6 R gént kereszteznek, kiilonb6z6 hattérii genetikai hattérrel és igy csokkentiek a virulens
kodzolt két lisztharmat 16kusz azonositasa, ami egymastal flggetlendl 6roklddik, nagy segitseg ebben
a munkaban. Eddig, lisztharmat rezisztencialokuszokat azonositott és térképeztek a 12, 13, 14, 15 és
18 kromoszomakon kiilonbozé Eszak Amerikabol, Kozép Azsiabol és Kinabdl szarmazd vad
sz616kbol (Dalbd et al., 2001, Welter et al., 2007, Hoffmann et al., 2008, Coleman et al., 2009, Riaz
etal., 2011, Ramminget al., 2011, Blanc et al., 2012, Riaz et al., 2013a, Feechan et al., 2015, Feechan

et al., 2013). A gén(ek) jelenléte egy Uj kromoszoman nagy segitseg abban hogy ezeket a mar ismert
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I6kuszokat kombinaljak, és markerekre alapozott szelekcidval hatékonyan szelektaljak (Eibach et al.,
2007). Jelenleg a nemesitdk figyelme arra is Kiterjed, hogy kiilonb6zé Vitis fajokbol keresztezzenek
Ossze lokuszokat, azzal a feltételezéssel, hogy ezek kiilonbozo lisztharmatot felismeré molekularis
mintazattal rendelkeznek (Feechan et al., 2015). Ez biztosithatja, hogy egy mutacié a kulcs effektor
molekulak koziil, ne eredményezze minden a névényben dsszekeresztezett rezisztencia fehérjetermek
parhuzamos felismerését és ezaltal a rezisztencia kikerilését. Jelenleg nagyon kevés informécid all
rendelkezésre az ismert R l0kuszok rassz-specificitasardl. Nemrég egy tanulményban Feechan és
munkatarsai (2015) bemutattdk, hogy a Runl és a Run2.1 lokuszok, melyek kiilonb6z6 M.
rotundifolia nemesitési vonalbol szarmaznak, egyértelmiien kiilonbéz6 valaszt adnak a Runl-es
I6kusz vedelmét attoré Musc4 lisztharmatvonallal szemben, vagyis bemutattak a két 16kusz egyuttes
alkalmézasnak sziikségességét. Hasonldan, elézetes adatok azt mutatjak, hogy a Ren6 és Ren7
I6kuszok nincsenek veszélyeztetve a Musc4 vonallal szemben. Igy feltételezhets, hogy a Ren6 és
Ren7 lokuszok, amik rezisztenciat biztositanak észak-amerikai és ausztraliai lisztharmatvonalakkal
szemben, valosziniiek Kindban fejlodtek az ott talalhato lisztharmatvonalak ellen (Wan et al., 2007,
Wang et al., 2008b). Ezaltal ezek a I6kuszok nagyon értékes forrdsok a lisztharmatrezisztencia-
nemesitésben. A Vitis piasezkii neutralis gyumolcs ize és kdnnyen keresztezhetdsége a V. vinifera
fajokkal, egy nagyon kényelmes és gyors megoldast jelenthet magas mindségii €s
lisztharmatrezisztens vonalak kialakitasra. A szorosan kapcsolt marker segitségével lehetéség van
ezeket a vonalakat bevonni elérehaladt nemesitési vonalakba, amelyek mar rendelkeznek mas R
I6kusz genetikai héttérrel, és igy létrehozhatéak olyan szél6fajta-vonalak, amelyek fenntarthato

rezisztenciaval rendelkeznek ez ellen a fontos patogén ellen.
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6. OSSZEFOGLALAS

A sz0616 lisztharmatbetegséget az obligat biotrof patogén, aszkosporas gombak kozé tartozo
Erysiphe necator okozza. Minden termesztett sz616fajta erésen fogékony erre a betegségre. A gomba
megfertézhet minden zold €16 szovetet, és nagy mértékben csokkentheti a produkciot, ha nincs
kontrollalva. Egy szezonban akar tizenot permetezés is sziikséges lehet, hogy a lisztharmat fert6zést
visszafogjak. A permetezett vegyszerek karos hatassal vannak a kérnyezetre és artalmasak az emberi
szervezetre. Hatékony modja lehet a lisztharmat elleni védekezésnek, ha a nemesités sordn vad
fajokbol vezetlink be rezisztenciaallélokat az (j fajtakba.

Az elmalt években az azsiai vadsz616k tobb szempontbdl fontos eszkdzze valtak a nemesiték
kezében. Ezek a fajok konnyen keresztezhet6k mas Vitis fajokkal és a keresztezésbdl szarmazo
magoncok altaban jobb mindségii gyumolcsét adnak, mint a vad észak-amerikai fajokkal torténd
keresztezésbdl szarmazdak.

Dolgozatomban bemutatjuk a kinai Vitis piasezkii SSR-alapl molekularis térképét. A
genetikai térkép 277 magonc genotipizalasaval készilt, melyek egy F1 populacid részei: a fogékony
Vitis vinifera F2-35 és a rezisztens V. piasezkii DVIT2027 keresztezésébdl.

A magoncokat értékeltuk lisztharmat ellen szabadféldon, tiveghézban és in vitro tesztekben,
hogy szamszeriivé tegyiik a rezisztencia mértékét. Bemutatjuk a genetikai térképen azokat a genomi
régiokat, amelyek felelések a rezisztencidért a lisztharmatfertézéssel szemben. QTL-analizis soran
azonositottunk két jelentés lisztharmatrezisztencia l6kuszt, a kilences kromoszoman (Ren6) és a
tizenkilences kromoszoémén (Ren7), amelyek 74,8% kumulativ fenotipikus varianciat magyaraznak
meg. A két I0kusz kilon QTL-analizise a mésik jelenléte nélkil rendre 95,4% és 71,9% fenotipikus
varianciat magyardz meg. Tovabbi F1 populaciobdl szarmazd 259 magoncot és 910 magoncot még
négy utddpopulaciobdl megvizsgaltunk, és SSR-markerekkel a Ren6 és a Ren7 lokusz fizikai
tavolsagat 22 kb-ra és 330 kb-ra sziikitettiik a V. vinifera PN40024 (12X.1) genomszekvenciahoz
hasonlitva

Els6ként szamolunk be arrol, hogy lisztharmat-rezisztenciat térképeztiink a V. piasezkii-ben,
egy kinai vadszo616 fajban. A két kiilonboz6 lisztharmat rezisztenciat 10kuszt azonositottuk tobb méas
V. piasezkii egyedben is. A 16kuszok olyan kromoszomakon helyezkednek el, amiken eddig még nem
talaltak lisztharmat-rezisztenciat. Ezek olyan potenciélis értékkel rendelkeznek, amely megkdnnyiti
a lisztharmat elleni nemesitési munkat, hogy hosszan fenntarthatd, erés rezisztenciaval rendelkez6

fajtakat lehessen nemesiteni a gyorsan evolvalodo gomba patogén ellen.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Jol Kkorreldl, igy alatdmasztja egymast a 11-373 térképez6 populacié lisztharmat-
fogékonysaganak értékelése fenotipizalasi rendszerekben: kiilonb6z6 kdrnyezetben, fertdzési
modszerrel és novényi fejlodési fazisban

Elszor alkalmaztuk sikeresen a (PCR-technikat mint fenotipizaldsi eszkozt sz616
lisztharmat-rezisztencianemesités soran

Megszerkesztettilk a V. piasezkii DVIT2027 els6é genetikai térképét, 19 kromoszoman a 208
mikroszatellit marker megfelel a mar korabban ismert sz616 referenciatérképeknek

Két (] rezisztencialdkuszt térképeztiink egy V. piasezkii ndvényben. A két genetikai régio a 9
és a 19-es kromoszomakon talalhat6. Ezek eddig még nem ismert rezisztenciaregiok a
sz6l6nemesitésben. Differencial QTL vizsgalatok soran a két lokuszt analitikusan
megerdsitettiik, mindketté 6nmagaban megfeleld rezisztenciat biztosit

. A'l6kuszok aspecifikussagéat tobb lisztharmatvonallal szemben bizonyitottuk

A rezisztenciaért felelGs genetikai régiokat telitettlik markerekkel, az azonositott rekombinéns
magoncokkal finomitottuk a térképezést. Uj SSR-markereket terveztiink a genetikai régio
szlikitésére

Megero6sitettiik a virdgzasi fenotipus és a Sex 16kusz ko-szegregaciojat egy azsiai sz616ben, a
V. piasezkii fajban

. Azonositottunk més V. piasezkii egyedeket, amik valoszintileg hordozzak a Ren6 és/vagy a

Ren7 lokuszt
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