Osszefoglal6 szakmai zaréjelentés:

Szelekciés modszerek fejlesztése a fenntarthaté sz6l6termesztést szolgals,
kérokozékkal szemben magas fokon ellenallé innovativ fajtak nemesitéséhez
(OTKA K125474)

1. Felmeriilt problémak, akadalyok

A palyazat megvalositasara meglehetdsen viharos id6kben keriilt sor. A virusjarvanyhoz kapcsolédé
korlatozasok, valamint a konzorcium mindkét résztvevéjét érinté atszervezések, vagy akar a
legutdbbi idében zajlé nagyszabasu felGjitasok kisebb-nagyobb mértékben hatraltattak, idénként
lehetetlenné tették mind a névényes, mind pedig a laboros munkat.

A feketerothadas fenotipizalas a peronoszpéraval, lisztharmattal ellentétben nem lehetséges
levélkorongokon, vagy egyéb névényi részeken, a tesztelés a hosszi (2-3 hét) és dsszetett (biotrof és
nekrotrof szakasz) korfolyamat miatt csak él6 névényen lehetséges. A kiilénbdzé életkoru zold részek
eltéré érzékenysége, a természetes fertGzési nyomas hektikus volta nehezitik az egyértelmdi
fenotipizalast. Mivel a genotipizalas nagy koltségli modszerrel tortént, igy csak azokat az egyedeket
szekvenaltuk, amelyek fenotipusa mesterséges koriilmények, valamint tébb év szabadféldi adatsor
alapjan kévetkezetesnek mutatkozott. A térképezé populacié végsé mérete, illetve az ésszes egyed
igy a tervezettnél késébb allt csak rendelkezésre, ami a laboros és bioinformatikai munkat is
valamelyest késleltette. Ezt ellensllyozandd a feketerothadas esetében sikeriilt olyan markereket
bevonni a szelekcidés munkaba, amivel a komplex marker-tdmogatott szelekciét fejleszteni tudtuk.

2. Marker-tamogatott szelekcio fejlesztése

2.1 A lisztharmat ellenallésag marker-tamogatott szelekcidja

2.1. A lisztharmat ellenallosag fenotipizalasa és genotipizalasa

A kutatas soran a lisztharmatrezisztencia markerezését - tesztelését tébb szinten végeztiik:

1. Akeresztezésbdl szarmazé magoncok lisztharmat ellenallosag tesztelése Gveghazban. A
lisztharmat rezisztencia 1:1 ardanyban hasad tiinetmentes és tiinetes egyedekre.

2. Atlnetmentes egyedek lisztharmat rezisztenciajanak ellenérzése mesterséges fertézéssel.

3. A lisztharmat rezisztenciara szelektalt kisérleti anyagok szabadfdldi tesztelése.

4. Rezisztens és fogékony egyedek tesztelése az irodalombal ismert markerekkel.

5. Rezisztens és fogékony egyedek tesztelése Gjonnan fejlesztett markerekkel-

2.1.2 Ren4 lisztharmat rezisztencia marker fejlesztése

Az irodalomban korabban mar leirtak a 18. kapcsoltsagi csoportba térképezett Rend rezisztencia
génnel szorosan kapcsolt mikroszatellit (VMC7f2) és egyetlen nukleotid polimorfizmuson (SNP)
alapuld markereket, azonban ezek nem, vagy csak korlatozott mértékben alkalmasak a gyakorlati
munkaban. A sz616 referencia genom alapjan a rezisztencidért/fogékonysagért felelés baziscseréket
magukba foglalé szakaszokra U] primereket terveztiink és az amplifikdlt PCR termékeket
szekvenaltuk. A szekvenciak restrikcios térképének meghatarozasaval azonositottuk azokat a
pontmutaciokat, amelyek restrikcios enzim felismeré hely valtozast eredményeztek. Az elemzett
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szekvencidkon Osszesen négy ilyen hasitohelyet érinté mutaciét taldltunk, amelyekre PCR-RFLP
markereket fejlesztettiink. Az amplifikalt PCR termékek restrikcios enzimekkel torténd emésztését
kévetéen a HpyF10VI enzim bizonyult alkalmasnak a Ren4 gént tartalmazé (V. romanetii) és nem
tartalmazé genotipusok elkiil6nitésére. Ez lehetévé tette a Ren4d gén két lépésben torténd
azonositasat. Kovetkez6 |épésben tovabbfejlesztettiik a Ren4 lisztharmat rezisztencia gén
kimutatasara alkalmas PCR-RFLP markereket. A korabban azonositott pontmutacidkra specialis SNP
primereket terveztiink, amelyek segitségével lehetévé valt, hogy egyetlen polimeraz lancreakcioval
azonositani tudjuk a Ren4 gént hordozd genotipusokat. Ez a mddszer a tetra-primer ARMS-PCR
(Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction), amely a hagyomanyos PCR-
rel szemben 4 primert hasznalt egy reakciéban és agardz gélelektroforézist kévetéen azonnal
detektalhatok a pontmutaciok tipusai.

A kifejlesztett markereket olyan hibrid csalddokban teszteltiik, amelyeket a Runi lisztharmat
rezisztencia gént hordoz6 01-1-797 nemesitési anyag és kiilénb6zé V. romanetii (Ren4) genotipusok
keresztezésével allitottak el6. Célunk azon lisztharmat ellenallé magoncok molekularis szelekcidja
volt, amelyek mind a Runl, mind a Ren4 rezisztencia géneket tartalmazzak. A két tlinetmentes
rezisztenciat biztosito gén kombinalasa jelenti a magas foku és tartos rezisztencia zalogat.

2.2. Feketerothadas marker-tamogatott szelekcio fejlesztése

2.2.1. Feketerothadas térképezési csalad

A tobb sziz egyedet tartalmazo térképezési csalad: 01-1-797 / VRH3082-1-42 (Muscadinia
rotundifolia x V. vinifera) BC4 x Petra (V. amurensis x V. vinifera) BC2/ x Csillam (Seibel 4986 x
Kékfrankos) a projekt kezdésére rendelkezésre allt. A 01-1-797 szllé ndviragl, az dntermékenyiilés
kizarasa érdekében valasztottuk. A Csillam volt a feketerothadas rezisztencia donor.

2.2.2. Fenotipizalas fejlesztése

A feketerothadas fenotipizalast az elsé évben mesterséges korlilmények kozott, kifejezetten erre a
célra |étrehozott létesitményben végeztiik cserepes névényeken. A tesztkamraban torténd fertézést
kévetden kozel 200 magoncot atoltottunk a Pécsi Egyetem Szdélészeti és Boraszati Kutatdintézetében
egy olyan tesztelGkertben, ami kémiai névényvédelemben nem részesiil és mikroklimaja kiemelten
alkalmas a gombas betegségekkel szembeni ellenalloképesség tesztelésére, mivel a korokozd
nyomas minden évben erdsebb az atlagosnal. A kdvetkezé években ezeket a ndvényeket bonitaltuk
és meghataroztuk a feketerothadas lombrezisztencia mértékét. Azokat az egyedeket jeloltik ki
genotipizalasra, amelyek a szabadfoldon legalabb két évben a tesztkamraban kapott ellenallésag,
illetve fogékonysag értékekkel legalabb részben Gsszhangban voltak (a bonitdlast az OIV (tmutatasa
alapjan végeztiik).

A kutatas soran a feketerothadas ellenalloképesség tesztelését és markerezését tobb szinten
végeztik:

1. A keresztezésbdl szarmazo magoncok feketerothadas ellenéllosag tesztelése tesztkamraban.

2. A szelektalt magoncok Gjbdli tesztelése mesterséges fert6zéssel és molekularis markerekkel.

3. Akisérleti anyagok szabadfoldi tesztelése fertézott terlileten.

4. A magas fokU lisztharmat és peronoszpora rezisztens, de még ismeretlen feketerothadas
ellenallésaggal bird magoncok szaporitasa, majd a szélészeti szempontok alapjan torténd
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szelekcidval parhuzamosan a feketerothadas ellenallosag értékelése bonitalassal és
molekularis markerrel.

Erre a kdvetési folyamatra azért volt sziikség, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy a kezdetben
molekularis markerekkel kiemelt, valamint fert6zéssel is tesztelt egyedek esetében a kapcsoltsag a
marker és a rezisztencia kozott tartésan fennall-e?

2.2.3. Feketerothadas rezisztencia forrasok feltarasa, értékelése

A palyazat futamideje alatt tovabb nétt az ismeretlink a nemesitésben potencialisan felhasznalhaté
rezisztenciaforrasokrdl, bizonyos esetekben azok genetikai hatterérdl is. A feketerothadas
ellenallésag genetikai hatterével kapcsolatban az elsé - és sokaig egyetlen - publikacid 2014-ben
jelent meg (Rex et al., 2014, Theor Appl Genet 127). A kdvetkezd tanulmany (Bettinelli et al., 2023,
Int J Mol Sci 24) kozel 10 évet mulva kerlilt kdzlésre, amely a lomb rezisztencia mellet a virag / fiirt
feketrothadas rezisztencidhoz kapcsolt makert is kozolt. Az elsé vizsgalatok a ‘Borner’ alanyfajta
ellenallésagara alapoztak, amelyet eleinte a V. cinerea fajbdl eredeztettek, késébb azonban a V.
riparia fajt jeldlték meg az ellenalloképesség potencialis forrasanak.

Idékézben azonban nyilvanvalova valt, hogy a rezisztencia nemesités szamara az alanynemesités
helyett a borsz6l6 nemesitésbdl szarmazéd ‘Rayon d’or’ (1. abra) és annak utédai (pl. 'Merzling’ vagy
"Csillam’) jelenthetik a jo feketerothadas rezisztencia forrast. Ez a rezisztencia feltehetéen a V.
rupestris fajbdl szarmazik. Az elmlt évek mesterséges fertdzései és tébb éves szabadféldi adatsorok
alapjan kiemelt feketerothadas ellendllé fajtak, nemesitési alapanyagok lehetnek: ‘Solaris’,
‘Merzling', ‘Muscaris’, ‘Bronner’, ‘Souvignier gris', ‘Cabernet carol’, CsFT 61, CsFT 92, ‘Csillam’.
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1. dbra: A feketerothadas lombrezisztencia kévetése GF-14-42 markerrel 5 nemzedéken keresztiil. A szin kiemelés a 'Rayon
d'or’ feketerothadas ellenalléagat kdveti.
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Annak tisztazasara, hogy a rendelkezésre all9, illetve (jonnan kifejlesztett markerek ezen a vonalon
alkalmazhatdak-e, teszteltiink az irodalomban rendelkezésre allé harom markert 48 egyeden,
amelyek kozott szerepeltek a V. rupestris eredet(i csaladfa tagjai, feketerothadasra fogékony és
ellenallo fajtak, lisztharmattal és / vagy peronoszporaval szemben ellendlld, de feketerothadasra
érzékeny fajtak, illetve a térképezéshez hasznalt fogékony és ellenalld egyedek.

Eredményeink alapjan a levélellenallésag marker-tamogatott szelekcidjara alkalmas lehet a GF-14-42
marker V. rupestris genetikai hattérben annak ellenére, hogy azt a kbzlemények szerint eredendéen
V. riparia genetikai hattérben fejlesztették ki. Az allitdlagosan fiirtrezisztencidhoz kapesolt VMC2C3
marker ugyanakkor annak ellenére sem tilnik alkalmazhatdnak az ellenallosag elérejelzésére, hogy
azt ugyanabban a V. rupestris genetikai hattérben fejlesztették ki, mint amiben ismereteink szerint a
‘Csillam’ fajtaval mi is dolgozunk.

2.2.4 Szekvenalas alapt genotipizalas

Mivel az elézetes RNS szekvenalas eredmények és az irodalmi adatok alapjan legalabb részben olyan
gének hatarozzak meg a betegségellenallosagot, amelyek kiterjedt géncsaladok részét képezik, a
révid szekvencia olvasatok nem minden esetben adnak megbizhatd eredményt. Ezen kivil a
rezisztenciaért felelés QTL-ek varhatéan olyan genomi régidkat is érintenek, amik a 'Pinot noir'
referencia genomban nem feltétleniil taldlhatéak meg. A genetikai térkép fejlesztéséhez ezért
sziikségesnek talaltuk a szlil6 genotipusok referencia genomjanak meghatarozasat hosszd
leolvasasokat biztositd szekvenalasi technikaval. llyen médon olyan markerek is azonosithatdak,
amelyeket a 'Pinot noir' referencia genomhoz valo illesztés soran nem talaltunk meg. A minél
pontosabb SNP azonositas érdekében a két sziilé egyed teljes genomjat megszekvenaltuk Oxford
Nanopore technikaval.

A sziil6i genotipusok és a térképezési csalad 80 egyedének genomjat megszekvenaltuk rovid
leolvasast adé Illumina technolégiaval. Fas novények térképezése soran altaldban gondot okoz
ugyanis, hogy a téerképezési keresztezés nem koveti azokat az idealizalt keresztezéseket, amelyekre a
QTL azonosité algoritmusok kifejlesztésre kerliltek. Vannak ugyan megoldasok ezekre a populaciokra
is, de ezek joval kevéshé hatékonyak. Az altalunk valasztott megk&zelitéssel olyan nagy szamua SNP-t
azonositottunk, hogy azok kéziil a QTL azonositashoz ki tudtuk valasztani azokat a markereket,
amelyek Ggy viselkednek, mint a gondosan felépitett kisérleti populaciok. A sziil6k kapcsoltsagi
térképe elkésziilt, a QTL azonositasa folyamatban van mind kapcsoltsagi térképezés alapjan, mind
pedig asszociacids térképezéssel.

Az SNP-ken kivll részletesen felmértilk a hasaddé nemzedékben a kopiaszam variansokat (copy
number variations, CNVs) is. Az ilyen valtozasok meglehetésen gyakoriak a genomban és tavoli
keresztezések esetén viszonylag nagy mennyiségben fordulnak el6 és kapcsolatba hozhatdk a
kérnyezeti valaszokkal is. A térképezés soran az azonositott CNV-ket is figyelembe vettiik.

2.2.5. A feketerothadas rezisztencia beépitése az (j innovativ sz6l6fajtakba

A kutatas és fejlesztés eredményeinek felhasznaldsa gazdasagi haszonra vezetnek, mivel a
feketerothadas rezisztencidjanak beépitése az Uj innovativ rezisztens fajtdkba megkerilhetetlen
feladat. A feketerothadas ellen biztonsagos védelem jelenleg leginkdbb csak megeldz6, felszivodo
fungicidek hasznalataval lehetséges.
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Az immunitas szint( lisztharmat, magas fok( peronoszpora rezisztenciaval rendelkezé (j innovativ
sz6l6fajtainkba megkezdtiik a feketerothadas beépitését 2018-ban. Nagy méret( hibridcsaladokat
allitottunk eld, hogy kombinalni tudjuk a magas fok(, piramidalt lisztharmat, piramimdalt
peronoszpora, valamint feketerothadas rezisztencidkat. Az elsé kiemelések megtérténtek és
Villinyban 2022-ben 9 kiemelt jeldltet idésebb tékék atoltdsaval Gsszehasonlité kisérletbe
allitottunk.

Ehhez a programhoz kapcsolddik a lisztharmat, peronoszpora és a feketerothadas rezisztenciajanak
beépitése a Furmint fajtaba.

2.3. Komplex markerezés lehetdségei

A komplex markerezés tesztelésére a Run1 lisztharmat, az Rpv1 és Rpv12 peronoszpora rezisztencia
géneket hordozo 01-1-797 nemesitési anyag és kiilénb6z6 V. romanetii genotipusok keresztezésével
harom hibridcsaladot allitottunk elé (17-4, 17-5, 17-6). A hibridcsaladok magoncait 9 mikroszatellit
markerrel ellendriztiik, hogy kizarjuk a nem tervezett megporzast.

A Run1 gén kimutatdsara a korabban mar leirt VMCB8g9 kapcsolt mikroszatellit markert hasznaltuk.
Célunk azon lisztharmat ellenallé magoncok molekularis szelekciéja volt, amelyek mind a Run1, mind
a Ren4 rezisztencia géneket tartalmazzak, amelyek mindegyike tiinetmentes, immunitas szintdi
rezisztenciat biztosit. A szelekcio csak genotipizalassal oldhaté meg, mert csupan fenotipizalassal a
lisztharmatra ellenallé magoncokban nem tudjuk meghatarozni, hogy tartalmazzak-e mindkét, vagy
csak az egyik vagy masik rezisztencia gént. Az igy szelektalt egyedekb&l a megfelel6 boraszati
értékekkel rendelkezék alapjat képezhetik a tartds rezisztencia kialakitasat célzé innovativ Uj fajtak
eléallitasanak.

A feketerothadas ellenallésag markerezésére eredményeink alapjan megfelelének tiinik a GF-14-42
marker a levélrezisztencia esetében, azonban a fiirtrezisztencia nem teljesen megoldott tovabbra
sem. Bar a feketerothadas virdgzaton / fiirtdn okozott kartétele rendkiviil pusztitd lehet €s sikeres
sz6l6fajta csak fiirtrezisztenciaval képzelhet6 el, a levélrezisztencia a kdzvetlen kartétel mellett
kozvetetten is kiemelkedd jelentSséggel bir. A feketerothadas esetében a markeres szelekcio
jelentéségét tovabb noveli, hogy a fenotipizalas a biotréf kérokozokhoz (peronoszpéra, lisztharmat)
képest kifejezetten nehézkes, igy egy j6 marker kiemelked&en hasznos eleme a nemesité szelekciés
eszkodztaranak.

3. Publikacios tevékenység 6sszefoglalasa, a projekt hatasa

Az eredmények publikacios szinten jelentések, de a palyazat soran fellépett akadalyok miatt meg
nem hoztak a projekt jelentéségéhez mérhetd elismerést, a legjelentésebb eredmények a
publikaciék szintjén még nem jelentek meg, a kéziratok elékészitése folyamatban van. Ugyanakkor a
projekt eredményeinek jelentéségét mutatja, hogy a visszajelzések alapjan a magyar nyelven
megjelent publikaciokat a versenypartnerek (kiilféldi nemesit6 intézetek) magyarrél lefordittattak
maguknak, és felvették a kapcsolatot a csoporttal, hogy minden informaciot kévetni tudjanak. A
téma fontossagat mutatja az is, hogy a feketrothadasrdl a projekt keretében megjelent ésszefoglalo
cikk a jelentés irasakor tobb mint két hdnapja szerepel a folydirat cimoldalan a kiemelt cikkek kézott,
mint a legtdbbet megtekintett cikkek egyike. A munka soran - részben a projekthez kapcsolédo
genetikai anyagokkal - sikeriilt bekapcsolodnunk egy meghatdrozé nemzetkodzi projektbe is,
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amelynek eredményeként egy kiemelten nagy hatasu, a Science folydiratban megjelent tanulmany
sziiletett.

A projekt keretében sziiletett szakdolgozatok, diplomamunkak:

e QOTDK
o Szabados Fanni - Lisztharmat rezisztencia gének markerezése sz6lében
e TDK
o Szabados Fanni - A Ren4 lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt molekularis
markerek fejlesztése szélében. Kilondij
® Diplomadolgozat
o Szabados Fanni - A Ren4 lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt molekularis
markerek fejlesztése szél6ben
o Czimer Balazs: Sz616 szaporitéanyag lisztharmattal szembeni ellenallésaga marker
gén alapjan.
o Kovacs Gergely - Szomatikus embriogenezis indukcidjanak optimalizaldsa a Furmint
sz6l6fajta esetében (2022)
o Polyak Agnes - Ellenall és fogékony szdl6fajta feketerothadas levélfertézésre adott
reakciojanak dsszehasonlitdsa a levelek sztilbén tartalma alapjan (2021)
o Azeze Wubie Kassa - Development of Single Nucleotide Polymorphism based marker
for selection the Ren4 powdery mildew resistance gene in grapevine (2019)
e Szakdolgozat
o Preiner Tamara - A Solaris fajta bemutatasa Magyarorszagon (2022)

A kutatas id6szakaban 6 rezisztens borszél6 fajta kapott allami elismerést és 12 borszdlé fajtat
jelentettiink be allami mindsitésre. Ezek koézil 2 fajta kapott EU (CPVO) fajtavédelmet, egy
harmadik fajta szabadalmaztatasa folyamatban van. A fajtdk nemesitésében a rezisztencia
tesztelésében a kutatasi programban szereplé molekularis markerek nydjtottak segitséget. igy a
kutatas tudomanyos eredményei a kutatas végsé céljat szolgdld rezisztens fajta eldallitasi
program konkrét kézzel foghatd, piacosithaté eredményeihez jarultak hozza. Olaszorszagban
harom fajtat intenziven szaporitanak, Svajcban és Braziliaban elkezd6dtek a tajkisérletek.

A publikacidkon kivill jelentds hatdsa volt a projektnek a résztvevok nemzetkdzi megjelenésére,
kapcsolatrendszerére is. Europan beliil San Micheleben (Olaszorszag) és Siebeldingenben
(Németorszag) folyik kutatas a feketerothadas elleni rezisztencia tovabbi feltarasara. Az olasz intézet
egylttmiikodést ajanlott fol a feketerothadas genetikai kutatasara (markerezés, biocinformatika,
adatbaizs fejlesztés) és kdzds nemesitési programra, amely egylittmiikddés keretei kozott hazai
kutatok kozvetlenll segitik az ott folyd nemesitési munkat is.

Kelt: Pécs, 2023. julius 4. / //'\ r
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