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1. Bevezetés és célkitiuzések

Az eurdpai sz016- és boragazat napjainkban komoly kihivasokkal néz szembe. A sz616iil-
tetvények termésbiztonsagat biotikus tényezdk, mint a virusok, baktériumok, gombak és kar-
tevok, valamint abiotikus tényezok, példaul szarazsag és fagy fenyegetik. Vilagszerte mintegy
7,2 milli6 hektaron termesztenck szolot (OIV 2023). A termesztésben 1évo 8-10 ezer Vitis
vinifera fajta kiillonb6z6 mértékben fogékony a kiilonféle betegségekre, amelyek a termés mi-
ndségét és mennyiségét egyarant veszélyeztetik. A névényvédelmi kihivasok kozt ismét fel-
bukkant egy korabban mar feledésbe meriilt korokozo, a feketerothadas, amellyel hazankban
és néhany eurdpai orszagban ujra szembesiilnek a gazdak. Ez a korokoz6 a 19. szazad végén,
a lisztharmat és a peronoszpora behurcoldsa utan keriilt Europaba Amerikabol, és mindhdrom
betegség jelentds terméskiesést okozott a szoldiiltetvényekben. A mai intenziv sz6l6termesz-
tés nagymértékben €pit a megel6z6 vegyszeres novényvédelemre, am a nagy mennyiségben
alkalmazott novényvédo szerek nemcsak a kornyezetre és az emberi egészségre artalmasak,
hanem koltségesek is, €s a termesztési 0sszkoltség jelentds részét teszik ki. A fenntarthatd
sz6l6termesztés érdekében a legigéretesebb megoldas a rezisztens fajtdk nemesitése és ter-
mesztése lehet, amely jelentdsen csokkentené a vegyszerek alkalmazasat. Ez kedvezne a bio-
¢és okologiai gazdasagoknak, és illeszkedne a kornyezetkiméld tarsadalmi elvarasokhoz. Az
uj, rezisztens fajtak kifejlesztése azonban id6- és forrasigényes, hiszen a keresztezés utan az
utddok fenntartasa nagy tenyész teriiletet és hossza id6t igényel. Az 0j fajtak termdre fordu-
lasa és értékelése legalabb 5-6 évig tart. A korokozok elleni tartos és magas szintli rezisztencia
tobb gén kombinalasaval érhetd el. Els6ként a gazdasagilag jelentds korokozok, mint a pero-
noszpora, lisztharmat és sziirkerothadas ellenallo fajtakat kell kifejleszteni, majd a kevésbé
hangsulyos korokozok, példaul a feketerothadas és antraknozis elleni rezisztencia integralasa
kovetkezhet. A feketerothadast az 1853-ban azonositott Guignardia bidwellii gombafaj
okozza, amely Eszak-Amerikabol szarmazik. Magyarorszagon a 2010-es jarvanyos fellépé-
séig nem volt ndvényvédelmi jelentdsége, igy ellene célzott vegyszeres kezelésre sem volt
sziikség. A gomba képes a sz616 minden ndvekvo zold részét megfertdzni, €s jarvanyos évek-
ben akar a termés 80-100%-4at is elpusztithatja. A leveleken megjelend tiinetek csokkentik a
fotoszintetizalo feliiletet, ami a tékék gyengiiléséhez vezethet, a fertdzott bogyok pedig fekete
mumiakka szaradnak, teljesen tonkretéve a termést. A legnagyobb kart viragzaskor okozza a
fertdzés. A manapsag mar egyre inkabb elterjedt bio miivelés miatt egyre jelentdsebb az olyan
fajtak termesztése melyek ellenalldak majdnem mindenre, igy lecsdkkentve a ndvényvédo

szerek hasznalatat és egy fenntarthatobb jovo elérését a szO6l6 termesztésben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Torténelmi attekintés

A sz618termesztés eredete a mai Tordkorszag, Irdn és Orményorszag teriiletére, azaz a
meszteni a ligeti sz016t (Vitis silvestris). Ezeknek az egyedeknek a kivalasztasaval, gondozasa-
val, majd szaporitasaval alakult ki az 6si kerti szO616 (Vitis vinifera), amely a termesztés soran
jelentds valtozasokon ment keresztiil. Az amerikai kontinensen a sz6l6termesztés az 1500-as
években vette kezdetét, miutan Europabol eljutott az Ujvilagba. Dél-Amerikaban Perun, Chilén
és Argentinan keresztiil terjedt a sz616, mig Eszak-Amerikéba csak az 1600-as évek végén jutott
el. Itt azonban a kerti sz616 (V. vinifera) nem tudott megtelepedni az eurdpai betegségek ellen-
allasa hijan, ezért az 6shonos amerikai fajokat, a V. labrusca-t és V. rotundifolia-t kezdték ter-

meszteni (Rakonczas, 2014) .

A XIX. szazad kozepén, amikor a szél6termesztés teriilete vilagszerte elérte a 8,5 millid
hektart, az észak-amerikai betegségek és kartevok jelentds karokat okoztak az eurdpai szo16iil-
tetvényeken. Az 1800-as évek végén keriilt at Eszak-Amerikdb6l Eurdpaba a lisztharmat (Un-
cinula necator), amely stulyosan megtizedelte az europai fajtakat. A lisztharmatot kdvetden je-
lent meg a filoxéra (Daktulosphaira vitifoliae), amely az 1860-as években Franciaorszagba is

eljutott, és minddssze két évtized alatt a sz6ldiiltetvények kétharmadat elpusztitotta.

A filoxéra megfékezésére ellenalldo amerikai sz6l6fajtakat hoztak Europaba. Ezekkel a
fajtakkal azonban ijabb kérokozo, a peronoszpora (Plasmopara viticola) is megérkezett, amely
tovabb novelte a szoltermesztok kihivasait. Az amerikai sz616fajtak €s azok hibridjei, példaul
a Delaware, Isabella és Noah, sikeresnek bizonyultak, mivel filoxéra-rezisztencidjuk miatt sajat
gyokéren is termeszthetok voltak, igy ezek a direkttermd fajtak széles korben elterjedtek az

amerikai keleti partvidéken (Rakonczas, 2014).

A szolotermesztés soran szamos betegség €s kartevo veszélyezteti a termést, amelyek
kozil kiemelkedik a filoxéra (sz0l6gyokeértetll) okozta jarvany. A szO6l6t gombas, bakterialis és
virusos betegségek is tamadhatjak, melyek eltérd kornyezeti féltetelek mellett terjednek. Ezen
kartevok ellen lehet védekezni permetezéssel, lisztharmat esetében kén tartalmu szerekkel, pe-
ronoszpora esetében réz tartalmu készitményekkel, a filoxéra védekezési modszere pedig olt-

vanyok készitése volt.



2.2. A feketerothadas

A sz010 feketerothadasat a Guignardia bidwellii (Ellis) Viala et Ravaz nevii aszkospo-
ras gombafaj okozza, amely Eszak-Amerikaban 6shonos. Az 1853-ban elséként leirt kor-
okozo6 sz6ldszaporitd anyagok révén jutott el Europaba. 1853-ban azonositottak eldszor a tii-
neteit Franciaorszag délnyugati, csapadékos, meleg szdloteriiletein, majd elterjedt Svajcba,
Németorszagba €s dél-eurdpai orszagokba, koztiik Magyarorszagra is (Roznik et al., 2017).
Hazankban 1999-ben Mikulas Jozsef jelentette a betegséget, amikor piknidiumos tiineteket

észlelt a Kecskemét és Tokaj-Hegyalja szoldiiltetvényein (Mikulas et al., 1999).

A black rot (feketerothadas) elnevezést amerikai szél6termesztok adtak a betegségnek, a
szinesed6 bogyokon 24-48 oran beliill megjelend hirtelen, feketedéssel jarod rothadas miatt. A
feketerothadast megjelenésekor a sz616 egyik legpusztitobb betegségeként emlegették, mivel
nehéz volt ellene védekezni. El6szor Franciaorszag csapadékos, meleg délnyugati sz6loterii-
letein észlelték a G. bidwellii jelenlétét, nem sokkal a lisztharmat és a peronoszpora megjele-
nését kovetden. A kovetkezo évtizedben a feketerothadas csak szorvanyosan, kisebb teriile-
teken és minimalis karokat okozva jelent meg Franciaorszag egyes tartomanyaiban. Magyar-
orszagra egészen 1892-ig csupan a betegség hire jutott el. Mivel az Egyesiilt Allamokban mar
jelentds karokat okozott, a magyar kormany zarlatot rendelt el a francia sz6l6vesszok beho-
zatalara. A kétéves tilalom alatt hazai mikologusok felmérték a betegség kockazatat, és végiil
csak olyan vesszOk behozatalat engedélyezték, amelyek feketerothadas-mentes teriiletekrol

szarmaztak és fertotlenitésen estek at (Linhart Gyorgy, 1892).

Az dvintézkedések, valamint a korokozé magas homérséklet- és nedvességigénye, to-
vabba a lisztharmat és peronoszpoéra ellen alkalmazott novényvédd szerek egyiittes hatasa
megakadalyozta, hogy a feketerothadas hosszu ideig jelentds kart okozzon az eurdpai sz616-
iiltetvényekben (Hoffmann et al., 2018). T6bb mint szaz évvel a koérokozo megjelenése utan,
2000-t61 kezdodden egyre tobb orszag jelentette a feketerothadas felbukkanasat és jarvany-
szerll pusztitasat (Loskill et al., 2009). A fert6zés gécpontja Franciaorszag volt, ahonnan
eldszor Svajcba és Németorszagba, majd késobb délebbi orszagokba terjedt tovabb, igy elérte
Romania, Magyarorszag, Bulgaria, Ausztria, Olaszorszag és Spanyolorszag szoloteriileteit is

(Mohr and Herrmann, 2005, Lipps and Harms, 2004).

Magyarorszagon ¢€s a mediterran régié szoloiiltetvényeiben 2010 o6ta rendszeresen jelen-
tenek jelentds feketerothadas okozta karokat a gazdak; egyes helyeken a termésveszteség el-
érte a 100%-ot is (Rinaldi et al., 2013). A jarvanyok kialakulasa tobb tényezdének tulajdonit-
hato. Egyrészt a csokkentett vegyszeres védelem mellett termesztett, lisztharmat- és pero-
noszpora-rezisztens fajtak elterjedése, valamint az 6koldgiai gazdalkodas térhoditasa miatt az
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iiltetvények védelme a feketerothadas ellen kevésbé hatékony. Emellett egyre tobb a gondo-
zatlan, vegyszeres kezelés nélkiil hagyott sz6l6iiltetvény, amelyek spora rezervoarként szol-
galnak, ndvelve a fertdzés kockazatat. Tovabba a klimavaltozas okozta szélsdséges id6jarasi
koriilmények, kiillondsen a hosszabb csapadékos idoszakok, kedveznek a betegség terjedésé-

nek.

2.2.1. Feketerothadas betegség tiinetei

A tlinetek kialakulasahoz harom feltétel egyiittes megléte sziikséges: a fogékony sz6106-
szovet jelenléte, a korokozo életképes spordja, valamint a spora csirdzasdhoz kedvezd kor-
nyezeti tényezOk, mint a megfeleld hdmérseklet, feliileti nedvesség és relativ paratartalom. A
feketerothadas tiinetei a sz616 minden zdld részén — levelek, levélnyél, hajtas, kacs €s fiirt —
megjelenhetnek, azonban a gomba kizarolag a fiatal, novekedésben 1évd szoveteket képes

megfertdzni (Kuo and Hoch, 1996).

2.2.2. Tiinetek a sz616 levelén és hajtasan

Az elsé tiinetek jellemzOen tavasszal jelentkeznek, és a kiteriilt levelek szinén valnak
lathatova. A fertdzést kovetd 14-21. napon a levél erek mentén szabalytalan foltok jelennek
meg, amelyek kezdetben krémszintiek, majd barnas-voroses, sotét szE€li foltokka alakulnak

(Ramsdell and Milholland, 1988).

A foltok mérete 2-10 mm kozott valtozik, zsenge leveleken a levéllemez elszintelenedé-
sével kezdddik majd id6vel sotétebb szegélyek alakulnak ki, végiil pedig a foltok nekrotiza-
lodasa kovetkeztében sziniik barnara/ sziirkére szinezodik. A fert6zés mértékétol fiigg, hogy
milyen tiinetek jelennek meg, sulyos fert6zés esetén az egész levél feliilete elhalhat. A kor-
okozo6 ivartalan szaporito képletei, a fekete szinli piknidiumok nagy szamban fejlédnek ki, a
foltokban legtobbszor kor alakba rendezddve, kiemelkedve a levél kutikuldjabol (1/A. abra).
A piknidiumokbol nedves iddben tomegesen szabadulnak ki a 2-3 hét alatt megérd
konidiosporak (1/B. abra). A fert6zés stlyossagat jellemzi az egy levélen megjelend foltok

mérete és szama, €s a piknidiumok siiriisége.



1. Abra: A: Sulyos feketerothadas fertézés kovetkeztében 6sszefolyo tiinetek V. vini-
fera sz6ldlevelén; B: A levélfoltokban fejlodo piknidiumok és a kiszabadulo6 érett
konidiosporak, Pécs, 2015 (Roznik, 2019).

A hajtasokra, levélnyélre, kocsanyra ovalisabb, hosszukas sotétebb foltok a jellemzéek,
benniik szintén kifejlédnek a fekete piknidiumok. A 1ézidk, melyek mérete akdr 2 cm hosszat
is eléri, benyomodhatnak, roncsolva a kapcsolodo szallitészoveteket (2. abra), ezzel a hajtas-

vég, virag- és flirtkocsany pusztulasat okozva (Ramsdell and Milholland, 1988).

2. Abra: A sz616 hajtason kezdetben fekete, majd kisziirkiilé kozepti enyhén besiippedd
piknidiumokat tartalmazo feketerothadas foltok, Pécs, 2014 (Roznik, 2019).

A levélnyélen megnyult fekete foltok koriilolelik a nyelet, ami ennek kovetkeztében el-
torhet, a levél pedig teljesen elhervad (Wilcox, 2003). Luttrel és munkatarsai (1946) szamol-
tak be arrol, hogy a muscadinia sz616k (Muscadinia rotundifolia) vesszdin és hajtasain talal-
hato feketerothadas 1éziok milyen fontos szerepet toltenek be a korokozd attelelésében és a

kérokozd életciklusaban.

2.2.3. Tiinetek a sz616 bogydn és fiirton

A gazdasagi kart a fiirtok pusztitasa, és az ebbdl eredd terméskiesés jelenti. A betegség
eleinte a fiirtoknek csak bizonyos bogydit érinti, azokrol fertézi tovabb a tobbi bogyot, ilyen-
kor a flirtokon a betegség kiilonbozo stadiumait lehet nyomon kovetni. A fertézés a fejlédo
z61d bogy6 oldalan aprd (1-6 mm) fehér iitddésre hasonlité foltként jelentkezik. Ez, ahogy

terjed, kékes-barna foltta valik, majd 24 6ran beliil eléri az 1 cm nagysagot, végiil az egész
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bogyot atéri. A bogyohéj barnulasaval a bogyod husa szivacsszertien meglagyul. Ekkor indul
meg a bogy6 rancosodasa, kiszaradasa. A rancosod6 bogyokon megjelennek a fekete pikni-
diumok. A betegség elorehaladtaval a bogyok lilas-feketés szinbe mennek at, és méretiik kb.
a felére zsugorodik. Ezeken a valtozasokon a bogyok rendkiviil gyorsan esnek at, a barnulas

24-48 ora alatt, a teljes rothadas pedig 4-5 nap alatt lezajlik (Wilcox, 2003).

A megfertdzott bogyok mimiava valasanak folyamatat a 3. abra mutatja be.

3. Abra: A feketerothadassal fertdzott bogyok kezdetben vilagosbarnara szinezédnek a
fiirtben; B: néhany nap alatt fekete mimiava zsugorodnak, Pécs, A4 tabla, 2016
(Roznik, 2019).

A fekete bogyomumiak nem peregnek ki, fent maradnak a fiirtkocsanyon (4. abra) felii-
letiik érdes a kiemelked6 sok piknidiumtol. A fert6zott fiirtokben vegyesen lehetnek ép bo-
gyok és bogyomumiak, a fert6zés sulyossaganak fiiggvényében. Az ilyen vegyes flirtok nem
sziiretelhetdek, mert a fert6zott bogyomumiak mar kis szazalékban mindségi romlast okoz-

nak, er6s keser( iziik miatt.

4. Abra: Fertdzott bogyok felsziniiket siiriin borité piknidiumokkal, Pécs, 2016 (Roz-
nik, 2019).

A viragzas id6szakaban csak a kocsanyon keresztiil képes fertézni a koérokozo, ilyenkor

megtorténhet, hogy az egész fiirt elhal.

A bogyok esetében a viragzast kovetd 4-5 hét a kritikus. Fajtankként eltéré a bogyok
fogékony fenofazisanak hossza, de zsendiiléskor mar minden fajtanal lezarul. A Muscadinia

sz016k bogyo6in azt figyelték meg, hogy a klasszikus tiinetekkel ellentétben, egyes esetekben
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a bogyo héjan keletkezo fekete, késobbiekben a bogyo szoveteibe siippedo, foltok fejlodtek,
amikben felfedezhetdek a G. bidwellii piknidiumai (Luttrell, 1946).

2.3. Feketerothadassal szembeni védekezés lehetdségei

A védekezés lehet agrotechnikai, kémiai és biologiai. Agrotechnikai eljaras alatt a fizikai
beavatkozast értjiik. A fertdzésekért felelds aszkosporak és konidiumok attelelésre képesek bo-
gyomumidk formajaban, ezek megsemmisitésével csokkenthetd a kockazat az ujboli fertézésre
(Onesti et al., 2018). Kémiai ndvényvédelem alatt a ndvényvéddszerek hasznalatat értjik. Vé-
dekezésre tobb nagy hatéanyag csoport hasznalhato, melyek jol ismertek és széleskoriien alkal-
mazottak sz6l6 peronoszpora és/vagy lisztharmat ellen (Harms et al., 2005). Ezek a hagyoma-
nyos feketerothadédssal szemben is hatékony szerek a kérokozot eddig az €szlelési szint alatt
tartottak. Hazankban a BASF éltal miikodtetett elorejelzési rendszer értékes informaciokat
nyujt a feketerothadas fert6zések elorejelzéséhez. Biologiai védekezésre pedig foként az dko-
logiai gazdalkodasokban van sziikség, hiszen az ott hasznalhatd vegyszerek listdja korlatozott.
Organikus iiltetvényekben még a hetente kijuttatott kén és réz készitmények sem kielégitden
hatékonyak a feketerothadas fertézés megfékezésére (Harms et al., 2005, Loskill et al., 2009).
Sokoldalua ¢és érdekes csoportjat képezik az antimikrobialis anyagoknak a szaponin tartalmu
természetes termékek. Miutan tobb esetben kimutattak a szaponinok névényekben vald jelen-
l1étének kapcsolatat a patogénekkel szembeni rezisztenciaval (Schonbeck and Schlosser, 1976).
Elsoként Yucca schidigera kivonatanak feketerothadassal szembeni aktivitasat mutattak ki cse-
repes sz0l6ndvények vizsgalataval (Travis et al., 2005), ezt kdvetdéen MOLITOR és munkatar-
sai (Molitor et al., 2010) szamoltak be a kinai szappanfa kivonat hatékonysagarol sz61onél.
KOCH munkatarsaival (Koch et al., 2013) végzett kisérleteiben a Hedera helix és Primula gyo-

kérkivonatanak hatékonysagat bizonyitottak szo16 feketerothadassal szemben.

A MATE Szolészeti Tanszékének kutatdsaiban vizsgaltak mesterségesen fertozott fogé-
kony ¢és rezisztens szOl6fajtak transzkriptom szintii valaszat feketerothadéast okozé G. bidwellii-
vel szemben. Ujgeneréacios szekvenalasi technolégian (mRNS szekvenalas) alapulé eredmé-
nyeik szerint a gomba tdmadasara rezisztens ‘Csillam’ fajta és a fogékony ‘Csaba gyongye’ faj-
tak génmiikddésében talaltak eltérést. Azonositottak olyan sztilbén szintaz géneket, melyek
alaphelyzetben csak a ‘Csillam’ fajtdban miikddtek, mig ‘Csaba gyongye’ fajtanal csak a fert6zés
hatdsara aktivizalodtak. Ebbol arra kdvetkeztettek, hogy a “Csillam’ fajta kiemelked6 feketerot-

hadas rezisztenciajanak egyik fontos eleme a sztilbének szintézise (Kellner, 2022).

2.4. Sz616 nemesités
A tudatos szélénemesités az 1800-as évek elejére tehetd, igazan intenziven Eszak-Ame-

rikdban kezdddott a folyamat. Ezt kovetéen mintegy 100-150 éven keresztiil a nemesitok
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elsésorban a filoxéra, a lisztharmat és a peronoszpora problémajat probaltak megoldani. Ki-
elégitd megoldast a valojaban maig nem sikeriilt nyujtani. Mivel a kezdeti idészakban a nyo-
mas a sz0lonemesitdkon a betegségellenallosag kialakitasara nagy volt, a bormindség hattérbe
szorult. Ennek koszonhetd, hogy az 0j nemesitésii, betegségekkel szemben ellenallo fajtaknak
nagyon rossz volt a hire borérté korokben. Ez sokszor még mindig tetten érhetd, holott azdta

sok minden megvaltozott, immar kiemelt hangsulyt fektetnek a nemesiték a mindségre is.

Az els6 nagy nemesitési hullamot kdvetden a fajtaeldallitas intenzitasa visszaesett, a filo-
xéra fenyegetést az alanyhasznalat megoldotta a lisztharmat és a peronoszpora ellen pedig
sikeriilt kémiai védekezést kidolgozni. Nem szabad megfeledkezniink azonban arrdl, hogy
egyes orszagok — pl. Magyarorszag vagy Németorszag — éppen ebben az id6ében inditott ha-

tékony nemesitési programokat.

Az id6 elorehaladtaval egyrészt j szempontok keriiltek el6térbe, mint pl. a kdrnyezetvé-
delem vagy a biotermesztés fontossdga, masrészt U lehetdségek nyiltak a szdlonemesitok
szdmara mind a modszertan (molekularis markerek, genomika), mint pedig rezisztenciaforra-
sok (Gjonnan azonositott ellendlld észak-amerikai és azsiai sz6l6fajok) tekintetében. Az 0j
lehetoségek a sz6lonemesités tijabb nagy hullamat inditottdk el, ami magas mindségii, tobb

betegséggel szemben magas foku ellendllosagot mutato fajtakat eredményezett vilagszerte.

2.4.1. A Szélénemesités elsé hullama

A szSlénemesités elsé nagy hulldma az Amerikai Egyesiilt Allamokban kezd3dott. A ki-
vandorld eurdpaiak nem tudtdk termeszteni azokat a sz6l6fajtakat, amelyeket odahaza meg-
szoktak, hiszen a Vitis vinifera fajtdkat észak-amerikaban olyan kartevok (elsdsorban a filo-
xéra), illetve korokozok (a lisztharmat és a peronoszpora) tamadtak meg, amelyekre az eurd-
pai sz6l6fajtak nem voltak felkésziilve. Bort tudtak késziteni az 6shonos fajokbol, de ennek
ize nagyon eltért a megszokottdl. A Harvard Egyetem kutatoi 1822-ben javasoltak, hogy kom-
binaljak az észak-amerikai fajok ellenalloképességét (szempont volt a betegségellenallosag

mellett a téltiirés is) az europai fajtak mindségével (Cattell and Miller, 1980).

Ennek hatasara indult meg az intenziv sz6lénemesités olyan nemesiték munkassagaval,
mint William W. Valk, Nicholas Herbemont, Hermann Jager vagy Thomas Munson. Az eb-
ben az id6szakban nemesitett fajtakat hivjuk altalaban amerikai, vagy direkttermd hibridek-

nek (Reynolds, 2015).

A nemesitésnek Eurdpaban az adott 16kést, hogy 1845-ben megjelent a lisztharmat, 1863-
ban a filoxéra, 1878-ban a peronoszpdra. A legnagyobb kart egyértelmiien a filoxéravész

okozta, a szdldiltetvények Eurdpa-szerte megtizedelodtek. Franciaorszagban ekkor
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magannemesitok elkezdték az eurdpai fajtakat intenziven keresztezni az észak-amerikai faj-

takkal. Az ekkor keresztezett fajtakat hivjuk franko-amerikai hibrideknek (Galet, 1988).

A direkttermoOk és a franko-amerikai hibridek képezik a sz6ldnemesités elsd hullamat.
Ko6z0s jellemzdjiik, hogy eurdpai és észak-amerikai fajok keresztezésével jottek 1étre, kisebb-
nagyobb mértéki ellenalloképességet mutatnak lisztharmattal és peronoszporaval szemben, a
direkttermok filoxéraval szemben ellenalloak. Ezek mellett a pozitiv tulajdonsagok mellett
azonban abban is hasonlitanak egymasra a fajtak, hogy bormindségiik altalaban elmarad a V.

vinifera minéség mogott.

2.4.2. Franko-Amerikai Hibridek

A filoxéra probléma az oltdssal megoldodni latszott tehat, de a lombot fert6z6 peronosz-
pora és lisztharmat tovabbra is komoly fejtorést okozott. Ekkor kezdtek francia maganneme-
sitk bele abba a kozel tobb mintegy 50 évig tartd nemesitési munkaba, amelynek soran
észak-amerikai sz616fajok €s eurdpai fajtak keresztezésével tobb ezer hibridet allitottak eld.
A legaktivabb nemesitok a teljesség igénye nélkiil Albert Seibel, Francois Baco, Georges
Couderc, Bertille Seyve, Joannes Seyve és Victor Villard voltak (Galet, 1988).

A minéséggel kapcsolatos aggodalmak azonban tovabbra is fennalltak, raadasul id6koz-
ben sikertilt a két legfontosabb gombas betegség ellen a kémiai védekezést is megalapozni: a
peronoszpora ellen a réz, a lisztharmat ellen az elemi kén bizonyult hatasosnak. A kezdeti
panikhangulatot kdvetden a kedélyek lenyugodtak tehat. Az alanyhasznalat és a kémiai no-
vényvédelem lehetdveé tette a hagyomanyos eurdpai sz616fajtak hasznalatat, a rend helyreallni

latszott, a nemesités lendiilete alabbhagyott.

2.4.3. A Szé6lonemesités masodik nagy hullima

A 20. sz. végére szOolotermesztésiink sokat valtozott. A szélészeken egyre nagyobb a nyo-
mas kornyezetkiméld miivelésmodok alkalmazasara, a felhasznalt novényvédo szer mennyi-
ségének csokkentésére. A felhasznalhatd genetikai forrasok szdma né. Mig a nemesités elso
nagy hullama els6sorban az észak-amerikai fajokra G&sszpontositott, ezek koziil is féleg
azokra, amelyek a Vitis vinifera-val konnyen keresztezhetoek, addig napjainkban akar mas
nemzetségek, azsiai fajok, s6t akar a Vitis sylvestris vagy vinifera fajtak is szoba keriilnek

rezisztencia forrasként.

A nemesités szamara rendelkezésre allo eszkozok is sokat valtoztak. A DNS alapu
markerezési technikék olyan szelekcids hatékonysagot tesznek lehetéve, amire kordbban nem
volt példa. Napjainkban a genomikai modszerek fejlédésével tovabbi kapuk nyilnak meg: a

molekularis szelekciot immar genom szinten lehet mivelni. Ennek divatos elnevezése a
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molekuléris nemesités, ami a molekularis modszerek nemesitési folyamatba torténd integra-
lasat jelenti. A biotechnologia eszkoztara szintén a nemesités rendelkezésére all. Hagyoma-
nyos genetikai transzformacioval, vagy az utdbbi par évben a gén-szerkesztéssel egészen U]

horizontok nyilnak a nemesités elétt.

Bar a GMO ¢és a genomszerkesztés csabito 0j lehetdségek €s mar szamos sz6loben szaba-
dalmaztatott gén, genetikailag modositott ndvény all rendelkezésre, a széldtermesztés €s a
boraszat kiilondsen hagyomanytiszteld volta miatt a kutatok ezeket egyeldre a polcon tartjak,

kereskedelmi forgalomban ezek a fajtak, vonalak nem taldlhat6ak meg.

Az 1j kényszerek ¢és az 1j lehetoségek egyiitt teremtették meg a kozeget a nemesités ma-
sodik hullama szdmara. A rezisztencianemesitésbol kialakitott fajtak komoly tudomanyos ala-
pokon nyugvo, célzott nemesités eredményeként a legfontosabb gombas betegségekkel szem-
ben ellenalloak, mikdzben bormindség szempontjabol mar felveszik a versenyt a tiszta vini-

fera fajtakkal.

2.4.4. A rezisztencianemesites Magyarorszagon

Innovativ rezisztens sz6l6fajtak eldallitisa Magyarorszagon jelenleg csak a PTE Szdlé-
szeti és Boraszati Kutatointézetében folyik. Itt monogénes rezisztenciaforrasokra alapozva
2000-ben indult az 1j sz616nemesitési program, melynek célja olyan 1j komplex hibridek eld-
allitasa, melyek a versenyképes mindséget 6tvozik a peronoszpora, lisztharmat és sziirkerotha-
dassal szemben magas szintli rezisztencidval. Ehhez nagy segitséget nyujt a Pécsett talalhato
kozel 1600 tétellel rendelkezo sz6l6 génbank, mely a legnagyobb hazai, s vilagviszonylatban a
6. legnagyobb sz616 génbank. A sokrétii rezisztenciaforrasokra alapozva sikeresen kombinaltak
aM. rotundifolia, a V. vinifera cv. ‘Kismis vatkana’, valamint a V. Romanetii eredet(i lisztharmat
rezisztenciakat, valamint a M. rotundifolia és a V. amurensis eredetli peronoszpora rezisztenci-
akat egy genotipusba. Egy Runl+Renl vagy Ren4+RpvI+Rpv8 génkonstrukciot tartalmazo
rezisztens fajta valoszintileg hosszl tavon is meg fogja Orizni rezisztenciajat. Ezen 1j fajtak mar
a 6. és 7. nemzedéket jelentik a V. vinifera fajtakkal torténd visszakeresztezésben, melyek csu-

pan 3-4% vadfajokbol szarmazé idegen genomot tartalmaznak (Kozma et al., 2010).

Ezeknek a keresztezéseknek nemcsak a sikeres (rezisztens €s kivalé mindségii) fajtak elo-
allitdsaban van jelent6ségiik, hanem a genomikai kutatdsokhoz nélkiilozhetetlen térképezési
populaciok szerepét is betoltik, molekularis marker térképek szerkesztését és ismeretlen rezisz-
tencia gén 16kuszok azonositasat is lehetdvé teszik. Az igy létrejott csaladok megfelelnek a
modernkori lisztharmat és peronoszporaval szembeni rezisztencianemesitést jellemz6 génpira-
midalasi modszereknek. A 2000-es évek ota egyre gyakrabban felbukkan6 feketerothadas azon-

ban veszélyeztette ezen innovativ fajtak kémiai névényvédelem nélkiili termesztését. Ezért
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tovabbi cél a feketerothadas ellenallosag beépitése az igéretes fajtakba, fajtajeloltekbe. Ezek a
fajtak jelenthetik a biologiai alapot a kdrnyezetbarat mezdgazdasagi gyakorlat €s a biogazdal-

kodas szamara.
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3. Anyag és modszer

A szakdolgozat egyik alapja egy tanulmany (Bettinelli et al., 2023), ahol egy szegregalo
populéciot értékeltek, amely a ‘Merzling’ (hibrid, ellenalld) és a ‘Teroldego’ (V. vinifera,
érzékeny) keresztez¢sébol szarmazik, és a feketerothadas ellenallast a hajtas és a fiirt szintjén
vizsgaltak. A leszarmazottakat GrapeReSeq Illumina 20K SNPchip segitségével genotipizal-
tak, 7175 SNP-t kombinalva 194 SSR-rel, hogy egy magas siirliségii 6sszefliggési térképet
készitsenek, amely 1677 cM hossza. A hajtasokkal végzett kisérleteken alapuldo QTL analizis
megerdsitette a mar korabban azonositott Guignardia bidwellii ellenallas (Rgb)1 16kuszt a 14.
kromoszoman, amely a fenotipiai variancia akar 29,2%-at is megmagyarazta, csokkentve a
genom intervallumat 2,4-rél 0,7 Mb-ra. Az Rgb1 folott a tanulmany egy 0j QTL-t tart fel,
amely a fiirt ellenallas variancidjanak akar 79,9%-at magyarazza, Rgb3 néven. A két QTL-t
koriilvevd fizikai régié nem tartalmaz annotalt ellenallasi (R) géneket. Az Rgbl lokusz a
floem dinamikéjadhoz és a mitokondrialis protontranszferhez tartozo génekben gazdagodott,
mig az Rgb3 a patogenezissel kapcsolatos Germin-féle fehérje gének, a programozott sejtha-
lal promotereinek klaszterét mutatta. Ezek a eredmények a mitokondrialis oxidativ robbanas
¢s a floem elzarodas erds részvételére utalnak a feketerothadas rezisztencia mechanizmusok-
ban, és Gj molekularis eszkdzoket biztositanak a sz616 markerekkel tamogatott nemesitéséhez

(Bettinelli et al., 2023).

A feketerothadast okozd korokozo életciklusanak tanulméanyozasa érdekében végzett in-
tenziv munkak (Spotts, 1977, Ferrin and Ramsdell, 1978, Jailloux, 1992, Kuo and Hoch,
1996, Shaw and Hoch, 1999, Hoffman et al., 2002, Northover, 2008, Ullrich et al., 2009,
Wicht et al., 2012, Onesti et al., 2017) ellenére azonban a betegséggel szembeni ellenallas

genetikai alapjait még nem sikeriilt teljes mértékben feltarni (Bettinelli et al., 2023).

Rex és munkatarsai (Rex et al., 2014) azonositottak a 14. kromoszoéman talalhato, a feke-
terothadéssal szembeni rezisztencidra vonatkozd Rgbl mennyiségi tulajdonsagot meghata-
roz6 16kuszt (QTL), amelyet nagyfelbontasu térképezés utan a teljes adatsorral elemeztek

(5.4bra).
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5. Abra: Feketerothadassal szembeni rezisztenciara vonatkozé Rgb1 mennyiségi tulajdon-

Bettinelli és munkatarsai (Bettinelli et al., 2023) tovabb fejlesztették a térképet. A 6. dbran
a jelenlegi ¢és korabbi tanulméanyok integracidja lathato a PN40024.v4 (Velt et al., 2022)
markerpozicioja (Mb) alapjan. A dobozdiagramok az MTL-intervallumokat (mennyiségi tulaj-
donsagi 16kusz) abrazoljak a ko-szegregald markerek (nagyobb betl) alapjan, a legkozelebbi,
nem asszocialt hatdrol6 markerekhez (kisebb bettit) kiterjesztve (hibasdvok). A tanulmanyban
(Bettinelli et al., 2023) kimutatott fiirtrezisztenciahoz kapcsolodo Rgb3 lila szinnel van jeldlve.
A levélrezisztenciaval tarsitott Rgb1 16kuszt a jelenlegi €s korabbi munkakban (Rex et al., 2014,

Hausmann et al., 2016, Dalb¢ et al., 1998) azonositott markereket kiilonb6z6 z61d arnyalatokkal



jelolték. Ugyanez a szinkod szerepel a megfelel6 markereknél is. Az elemzések atfedése sziir-
kével van kiemelve (6. abra).
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6. Abra: Jelenlegi és korabbi tanulmanyok integracioja lathaté a PN40024.v4 (Velt et al.,
2022) markerpozicidja (Mb) alapjan

Ezen eredményekre alapozva késziilt a szakdolgozat, ahol Dr. Kozma Pallal egytittmiikodve

a nemesitett fajtaibol végeztiink vizsgalatokat ezen markerek felkutatasara.

3.1. A legfontosabb feketerothadas rezisztencia forrasok szirmazasa

A korabbi eredmények alapjan a rezisztens Merzling és Csillam fajtdban megvan a fekte-
rothadas ellenéallosag, igy az 6 csaladfaikat illesztettem be ide (7-9. abra), hiszen a genetikai
markerek az 6 sziileikt6l 6roklddhettek. A 2 sz616 fajta dseiben kozos Rayen d’Or fajta lehet
az, akiben megvan az ellenallésag. Emellett azonban fontos azt is vizsgalni, hogy mely fajtak

fogékonyak, ezért 51 kiilonb6z6 genotipust vizsgaltunk a kutatds soran.
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7. Abra: Merzling sz616 csaladfaja

8. Abra: Csillam sz616 csaladfaja

9. Abra: Rayon d'Or sz616 csaladfaja
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3.2. A vizsgalatba vont genotipusok

A kutatas soran az 1. tdblazatban felsorolt sz616 fajtak / genotipusok vizsgalatat végeztiik

el.
1. Téblazat: Vizsgalt szol6 fajtak
CSFT-61 Seibel 4995 1-14-20/3 Sz83 1-14-4/3
CSFT-92 Seibel 4986 Csillam Jazmin 1-14-7/2
5-10-6 Bronner 01-1/797 Felicia 1-14-8/1
5-11-2 BR-16 Sz234 Seibel 4643 1-15-7/5
01-1/474 Cabernet cortis R140 Seibel 5656 Piros tramini
Muscaris Chancellor R187 5-11-6 Merlot
Solaris Malverina R95 1-3-11/2 Furmint
Cabernet carol Rinot Sz241 1-3-11/3
Souvignier gris 1-13-6/2 Sz213 1-3-11/4
Merzling 1-15-6/2 Sz113 1-13-4/7
SV-5276 1-13-2/1 Sz112 1-14-2/3

3.3. DNS kivonas

DNSt tobb szinten lehet jellemezni. A legpontosabb informaciét egy genomrol a teljes
DNS-szekvenalas révén nyerhetjiik, ami azt jelenti, hogy meghatarozzuk a bazissorrend teljes
sorozatat. A molekularis genetikai markerezés széles spektrumot 6lel fel, melynek segitségé-
vel a genom vagy kiilonb6zé DNS-szakaszok alapjan nyerhetiink informdaciot, altalaban szek-
venciaspecifikus adatokat. Tovabba, a genomok jellemzése soran figyelembe vehetjiik a
benne talalhato ismétlodo szekvenciak aranyat, valamint a bazisosszetételt (GC arany). Ezek
az alapvet6 informéaciok lehetdvé teszik, hogy kiilonbségeket fedezziink fel az egyes szerve-

zetek genomjai kozott.

Az egyensulyi striséggradiens centrifugalas a DNS tisztitasara és molekulatomegének
meghatarozasara is lehetdséget ad. Egy kettdsszali DNS molekula tomege az azt felépitd
nukleotidok szamatol és azok egymashoz viszonyitott aranyatol fiigg. Ez megforditva, a DNS
molekulatomegébdl kovetkeztethetiink annak méretére €s bazisdsszetételére. A CsCl nagy
molekulatdmegi s6. Stirli oldata nagy fordulatszdmu centrifugélés (ultracentrifuga) soran gra-
dienst hoz létre, mivel a s6 a cso6 alja felé kezd iilepedni. Ha a centrifugalas eldtt az oldathoz
DNSt keveriink, a centrifugalas soran a DNS a kialakulé CsCl gradiensben abba az iranyba
fog vandorolni, ahol a sajat siirlisége megegyezik a kdrnyezete stiriségével. A folyamat vé-
gére (kb. 12 6ra) a DNS zonat képez a gradiensben, ezaltal tisztan elvalik az egyéb strliségii
molekulaktol, pl. fehérjéktol vagy RNStol. A modszer a G—C tartalom becslésére is alkalmas,
mivel 1.691-1700 g/ml stirtiség ~40-50 % GC tartalom, illetve 1,660+0,098 % (G+C) érték-

nek felel meg.
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DNS oldat nagyobb s(irdiség

kisebb siirlség( CsCl
DNS CsCl

Egyenletes siiriiségi
CsCl oldat

105 x g gravitdciés er6 —————

A centrifugdlds sordn a DNS a fajsilydnak megfelelé sdvban gyiilik 6ssze

10. Abra: A cézium klorid stirtiséggradiens ultracentrifugélas elve

Denaturacionak, vagy olvadasnak nevezziik azt a jelenséget, amikor a DNS két szalat ho,
vagy sooldatok segitségével egymastol elvalasztjuk és ezzel a hidrogénhid kotéseket felsza-
kitjuk. A denaturacido mértékét a DNSoldat fényelnyelése alapjan tudjuk kovetni. A ket-
tésszala DNS fényabszorpcidja a két egyszala fonal fényelnyeléséhez képest kisebb. Igy a
DNS denaturacidja spektrofotometrias iton nyomon kovethetd az optikai denzitas novekedé-
sével. Az olvadaspont gorbe egy jellegzetes szigmoid gorbe. A DNS olvadasa, denaturacioja
egy viszonylag sziikk homérséklettartomanyban kovetkezik be. Ennek a homérséklettarto-
manynak a helye azonban nagymértékben fiigg a DNS bazisdsszetételétdl. A gorbe inflexios
pontja (Tm) az a hdmérséklet, amely homérsékleten a DNS molekulanak 50 %-—a denaturalt
allapotban van. Mivel a DNS olvadésa a hidrogénhid kotések felbomlasanak eredménye, a
reakcid szempontjabdl nem mindegy, hogy AT vagy CG bazisokrol van sz6. A citozin és
guanin ugyanis harom, mig az adenin ¢€s a timin csak két hidrogénhid kétéssel kapesolddnak
egymashoz. Minél magasabb egy DNS citozin és a bazisparosodas miatt egyben guanin ara-
nya, annal nehezebben valik el a két szal egymastol, annal magasabb lesz az olvadaspontja.

A GC tartalom 1 % novekedése a Tm érték 0,4 °C—os emelkedését eredményezi.

3.3.1. Szololevélbol torténo DNS kivonas menete

A DNS kivonas(Xu et al., 2004) tanulmany alapjan késziilt.
Felhasznalt pufferek, oldatok:

e Mosoépuffer (WB): 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM EDTA (pH 8,0), 350 mM glii-
kéz, 2% PVP, 4% B-merkaptoetanol (kdzvetleniil felhasznalas eldtt adtuk hozza)
o Extrakcids puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1,5 M NaCl, 50 mM EDTA (pH 8,0),
4% B-merkaptoetanol, 3% (w/v) CTAB
e Kloroform-izoamilalkohol (24:1 [v/v]) (ChIsAm)
e 5 M kalium-acetat (pH 4,8) (3 M kalium, 5 M acetat)
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3 M natrium-acetat (pH 5,2)

TE puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)
10 mg/ml RN-az A

Izopropanol

70% etanol

Protokoll:

A centrifugalasi sebesség egy Eppendorf MiniSpin asztali centrifugahoz lett szamitva

A B

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

Gyorsan 0sszetortiink kb. 50 mg friss/fagyasztott novényi mintat 1 ml WB-ben (+40
pl B-merkaptoetanol) egy mozsarban

Az anyagot athelyeztiik egy steril 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe

Inkubaljuk jégen 30 percig

Centrifugaltuk 6000 rpm-en 10 percig, majd eltavolitottuk a feliiliiszot

Hozza adtunk 600 pl EB-t (+24 pl B-merkaptoetanol) — a Genie-t hasznaltuk

Hozza adtunk 5 pl 10 mg/ml RNase A oldatot (opcionalis)

Inkubaltuk a mintdkat 65°C-on 30 percig, az inkubalas soran 3-4 alkalommal meg-
raztuk a csoveket

Hozzé adtunk 600 pl ChIsAm-ot és 60 pl kalium-acetatot, dssze raztuk a csoveket 1
percig

Centrifugaltuk 13,000 rpm-en 10 percig

Atvittiik 600 ul feliiliszot egy 0j csbe, hozza adtunk 600 ul ChIsAm-ot, majd raz-
tuk a csoveket 1 percig

Centrifugaltuk 13,000 rpm-en 10 percig

Atvittiink 500 pl feliilaszot Gj csovekbe

Hozza adtunk 500 pl izopropanolt és 50 pl 3 M natrium-acetatot

Inkubaltuk -20°C-on 30 percig

Centrifugaltuk 13,000 rpm-en 10 percig, majd eltavolitottuk a feliiluszot

Hozz4 adtunk 1 ml jéghideg 70% etanolt, inkubaltuk 5 percig szobahdmérsekleten
Centrifugaltuk 13,000 rpm-en 10 percig, eltavolitottuk a feliiliszot

Megismételtiik a 17. és 18. 1épést

Eltavolitottuk a feliiluszot, hagytuk levegdn szaradni a pelletet (5-10 perc gyorsszari-
tas)

Feloldottuk a pelletet 50 ul TE pufferben (vagy vizben)
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3.3.2. Molekularis genetikai markerek

A marker sz6 jelol funkcidji objektumot jelent és a genetikaban abban az értelemben
hasznalatos, hogy az adott bélyeg jelzi egy szamunkra fontos tulajdonsag meglétét. A mole-
kularis markerezés két sz€élsOséges esete: a tulajdonsag (gén vagy gének) kovetése molekula-
ris markerekkel, vagy genomok azonositasa, illetve genomok kozétti kiilonbség megallapitasa
akar egyetlen bélyeg szintjén is. A nukleinsav alapu molekularis markerek 4ltalaban a genom
egyes részleteinek (fragmentumainak) fizikai méretkiilonbsége alapjan (gélen elvalasztott
fragmensek méretének, meglétének megallapitdsaval), vagy bizonyos szekvenciak meglété-
nek kimutatasaval (pl. hibridizacidval) valamint e modszerek kombinalasaval tudnak azono-
sitast végezni. A fragmensek képzésének két alapvetd modszere a restrikcids enzimek hasz-

nalata, vagy genomrészletek amplifikalasa PCR technikéval.

3.3.3. DNS ellenérzése agaroz gélelektroforézissel

Egy oldatban talalhat6 kiilonb6z6 hosszisagl DNS darabokat agar6z gélelektroforézissel
valaszthatunk el egymastol. Az agar6z egy olyan biopolimer, melynek térhalos szerkezetében
a nagy molekulatdmegii nukleinsavak lassabban, a kicsik gyorsabban tudnak haladni. A nuk-
leinsavak mozgasa a gélben toltésiik alapjan torténik. A negativ toltésii nukleinsavak a negativ
polustol (katod) a pozitiv polus (anod) felé vandorolnak. A nukleinsavakat legegyszeriibben
etidiumbromidos festést kovetden UV fényben fluoreszkalod csikokként detektalhatjuk. Az el-
valasztand6 nukleinsavak mellett ismert méretii fragmenseket futtatva meghatarozhatjuk az

ismeretlen szakaszok méretét.

3.3.4. Restrikcios fragmenshossz polimorfizmus

A restrikcids endonukledzok szekvenciaspecifikus hasitasan, technikak koziil az RFLP
(restrikcios fragmenshossz polimorfizmus) a legelterjedtebb. A resitrikcidés endonukleazok
egy rovid (altalaban 4-8 b hosszi) DNS szekvenciat felismernek, és ott a kettésszala DNSt
elvagjak. A vizsgalni kivant DNSt ill. genomot ilyen restrikcios endonukleazokkal emésztve
feldaraboljuk, majd a keletkezett kiilonb6z6 méretli fragmenseket gélelektroforézissel elva-

lasztjuk.

Ha két mintat vizsgalunk, és az egyikben az endonukledz felismerd helyén mutécio ko-
vetkezett be, az egy hasitohely elvesztését jelenti. Ennek kdvetkeztében a megvaltozott min-
taban két fragmens elvész, ugyanakkor keletkezik egy hoszabb, amelyet az enzim nem vagott
ketté. A hasitas utan kapott fragmenseket méretiik szerint elvalasztva ez a kiilonbség detek-
talhato. A mintazatban lathato eltérés oka a DNS bazis sorrendjének valtozasa, tehat szekven-

ciaspecifikusan tudtunk kiilonbséget tenni a két vizsgadlt minta kozott, bar ez a
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szekvenciarészlet a genomnak csupan elenyészden kis hanyadat (~4-8 bp, azaz az enzimek

felismerd helyekeit) érinti.

Ha azonban ez az apro6 kiilonbség egy szamunkra fontos gén kodolo részében vagy annak
kozvetlen kozelében talalhatd, akkor lehetdségilink adodik az adott gén két valtozatanak, azaz
alléljének megkiilonboztetésére, ezaltal egy tulajdonsag nyomon kovetésére. A nemesitési
munka soran egy fasszar gyiimolcsfaj gylimolcsmindségét meghatarozo tulajdonsag elbira-
lasara leghamarabb a fak termére forduldsakor adodik lehetdségiink, erre azonban 2—3 évet
varnunk kell. A molekularis genetikai markerek segitségével adott esetben mar magonc kor-
ban meghatarozhatjuk az egyedek genotipusat, igy eldonthetjiik, melyik csemetéket tartjuk

meg ¢s neveljik term¢d fava.

Az RFLP vizsgalat kozvetleniil csupan kis (bakterialis vagy citoplazmas) genomok vizs-
galatara alkalmas. Annak a valdszinlisége, hogy egy a genombdl véletlenszeriien kivalasztott
négy nukleotid hosszu szakasz éppen ezt a bazissorrendet mutatja 1/4*, mivel mind a négy
helyen négyféle bazis (adenin, timin, citozin és guanin) szerepelhet. Egy nagyobb, eukariota
magi genom esetén az RFLP megszamlalhatatlan mennyiségi és kiilonb6z6 hossziisagh DNS

szakaszt eredményez tehat, amelyek gélelektroforézissel sem kiilonithetoek el egymastol.

3.4. PCR

A Polimeraz-lancreakcié (PCR, Polymerase Chain Reaction) egy olyan technika, amely le-
hetdvé teszi a DNS egy kis szakaszanak tobbszorozeését, igy alkalmas tovabbi vizsgalatok el-
végzésére. A modszert széles korben alkalmazzak kiilonboz6 kutatdsokban, példaul genetikai
ujjlenyomat elemzéshez, orvosi diagnosztikai vizsgalatokhoz, fertdz6 és orokletes betegségek
azonositasahoz, illetve olyan tudomanyéagakban, mint az dslénytan, a régészet, és az evolicio
molekularis szintli kutatasa. A PCR-hez sziikséges DNS minta szarmazhat ndvényi, emberi,

bakterialis vagy viralis forrasbol.

A PCR technika alapelve a DNS szakasz in vitro replikacidja, amely tobb 1épésbol allo
ciklusokban valosul meg. Az els6 1épésben a kettds szalih DNS-t 92-95°C-ra hevitik, amely
denaturaciot idéz eld, igy a két szal szétvalik. A mintat ezutan 30-65°C-ra hiitik, ahol a primerek
hozzakotddnek a DNS komplementer részeihez. Ezt kovetden a hdmérsékletet 65-75°C-ra eme-
lik, ahol a DNS polimeraz enzim segitségével a DNS szal szintézise megy végbe. A teljes ciklus
folyamata 20-40 alkalommal ismétlodik, és eredményeképpen a kiindulasi DNS szakasz koriil-

beliil 10"6-szorosara sokszorozodik.

Korabban az Escherichia coli DNS polimeraz enzimjét alkalmaztak, de mivel ez az enzim

héérzékeny, minden ciklus utan 0j adag enzimre volt sziikség, ami nem volt hatékony.
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Manapsag egyre inkabb hdstabil enzimeket hasznalnak, koziiliikk a leggyakoribb a Thermus
aquaticus (Taq) baktérium DNS polimerdz enzimje. A Thermus aquaticus baktérium, amely
gejzirekben €1, optimalis mikddési hdmérséklete 75°C koriil van, és masodpercenként hozza-

vetdlegesen 150 nukleotid szintézisére képes.

Ahhoz, hogy a PCR soran keletkez6é DNS fragmentumok érzékelhetok legyenek a fragmen-
tumanalizis késziilék szamara, fluoreszcens festékkel kell jelolni 6ket. A jel6lés legegyszeriibb
modja az, ha a PCR termékbe fluoreszcensen jeldlt primert épitiink be. Bar ez a megoldas le-
hetdséget ad a fragmentumok azonositasara, nagy koltséggel jarhat, ha sokféle primerre van
sziikség. Egy koltséghatékonyabb megoldas a ,,farokkal” ellatott primer modszere, ahol egy

standard szekvenciat (,,farkat”) adnak a specifikus primer 5’ végéhez.

A ,farokkal” ellatott primer modszer (angolul tailed primer method) olyan primert alkal-
maz, amely két részbol all: a specifikus primer mellett egy ,,farok”, amely megegyezik egy
univerzalis primer szekvenciajaval, mint példaul az M13. igy a rendszerben elegendé, ha csak
az egyik primer van fluoreszcensen jelolve, mig a PCR reakcié minden tovabbi ciklusaban az
univerzalis M13 primer (5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3") gondoskodik a fluoreszcens
festekrol.

3.5. Kapillasris elektroforézis

A genotipizalas egyik kulcsfontossagu lépése a PCR-termékek kapillaris szekvenald gépen
torténd futtatasa, ami az egyik legmegbizhatobb modszer a genotipusok azonositasara. Ezzel a
technikaval pontosan meg tudjuk hatarozni egy adott DNS-fragmens hosszat. A kapillaris gé-
lelektroforézis soran az elvalasztas egy 10-100 pm kiils6 atméroji, folyékony polimerrel to1tott
tivegkapillarisban torténik. A PCR reakci6é soran hasznalt primerek fluoreszcens jelolése lehe-
tové teszi a fragmentumok kimutatasat. A vizsgalat soran a fluoreszcens festéket 1ézerrel ger-
jesztik, ennek hatasara kiilonb6zo hullamhossza fénykibocsatasok keletkeznek. A kapillaris
csOben egy meghatarozott ponton elhelyezett szenzorok érzékelik ezeket az emisszios jeleket,
amelyeket a szamitogép rogzit. A késziilék az igy kapott termékek intenzitasat és hosszat egy

elére meghatarozott standard értékhez hasonlitva elemzi (Csizmar et al., 2016).

3.6. Mikroszatellit PCR

A genomban el6forduld ismétlodé szatellit szekvenciak az egymast kdveto (tandem) is-
métlédések szamanak kiillonbozésége miatt, mint molekularis markerek hasznalhatok. A val-
tozdszamu tandem ismétlodéseket vizsgalo eljaras az ismétlddések fajon ill. nemzetségen be-

lil konzervalt hatarszekvencidira specifikus primereket alkalmazva PCR reakcié soran
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szaporitja fel az ismétl6déseket tartalmazo régiokat. Amennyiben az ismétlodések szama két

minta esetében kiillonbozik, azt méretiik alapjan detektalhatjuk.

A mikroszatellitek (1-5 nukleotidnyi) tandem ismétlédések (11. abra), melyek a genom-

ban szortan helyezkednek el. A hatarszekvencidkra specifikus primereket igényel a vizsgalat.

A fragmentumok analizise automatizalhat6 (fragmensanalizatorok, szekvenatorok).

Rovid tandem ismétiddéskebdl allé

mikroszatellit régidé
(~100-300 bp)

Konzervalt hatarszekvenciakra
tervezett PCR primerek

11. Abra: A mikroszatellit markerek alapjat ado mikroszatellit régi6 felépitése

2. Tablazat: Felhasznalt primerek

Primer neve | Forward primer sequence | Reverse primer sequence | Amplimer
hossz
GF14-42 AAAACCTTACAT- CCTTCCC- 335 bp
GCAGACCACC,26425685 | GTACCTTCCAACACAA
T [3848259]
GF14-42P TGGAGTAGCATGAGA- AGAAG- 330 bp
ACACCAT, 26712889 TGCAAACTTACCAAGC
A [3561060]
VMC2C3F TGCAATCCCATTAT- AATATTTGTAGAATGG- | 196 bp

TATCTCTT, 20194293

TGCTTTT, [10079790]

A PCR reakciokat 20 pl végtérfogatban végeztiik. A reakcioelegy Osszetételét a 3. tabla-

zatban foglaltam Ossze.

3. Tablazat: A PCR reakciohoz sziikséges termékek és mennyiségiik

Torzsoldat Végkoncentracio 100 pl Mastermix 150 pl Mastermix
10x puffer (NH4)2 1x 10 pl 15 ul

SO4)

25 mM MgCI2 2mM 8 ul 12 pl

10 mM each dNTP 0,2 mM 2 ul 3ul
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5x primer mix 1x 20 pl 30 ul
M13F (0,05 pM) 0,01uM - -
FAM-M13 (0,625 0,125 uM - -
nM)

R (0,625 pM) 0,125 uM - -

1 U/pl Taq 1U/rxn S5ul 7,5 ul
DNS 2 ul/rxn 10 pl -
3x DW 1,35x 45 ul 67,5 ul

A polimeraz lancreakcio folyamatanak miikodési elvét és mechanizmusat a 4. tablazat

ismerteti.
4. Tablazat: A PCR program ciklusai

Hoéfok (°C) Id6 (min) Ciklusok szama
94 5 1 (elddenaturacio)
94 0,5
50 0,5 40x
72 1,5
72 30 1 (lanczéard denaturacio)
4 © 1 (lehiités)
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4. Eredmények és megvitatasuk

A kutatés sordn 51 sz616 mintat és 3 kiilonb6z6 primert hasznaltunk. A mintak el6készi-
tésében, DNS kivonasban, PCR termékek elkészitésében a hallgatok és témavezetom is sokat
segitettek, igy nem egyediil végeztem az 6sszes mintanak az elokészitését. A mintak szoldle-

vél formaban alltak rendelkezésre melyet a DNS kivondasig fagyasztoban taroltunk

4.1. DNS Kkivonas

A DNS tisztitast 51 sz6l6fajtabol vett mintan végeztiik el, és nyertiik ki az 6rokitéanyagot.
A DNS kivonas sikerességét PCR-rel ellendriztiik és azon mintak esetében, ahol a DNS ki-
nyerés nem volt megfeleld ott megismételtilk a DNS kivonasat a 3.3.1.-es fejezetben leirtak-
nak megfeleléen. A DNS kivonas sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztem. A

gélen 2 ul DNS futtatasi képe lathato (12. abra).

ot — e

1 2 3.4 SEGE/ SH9E1011 128

12. Abra: A 12 mintabol kivont DNS gélelektroforézis képe: 1. CSFT-61, 2. CSFT-92, 3.
S-10-6, 4. S-11-2, 5. 01-1/474, 6. Muscaris, 7. Solaris, 8. Cabernet carol, 9. Souvignier gris,
10. Merzling, 11. SV-5276, 12. Seibel 4995.

4.2. PCR

A DNS kivonatok reakcidoképességének ellendrzése érdekében a mintakon mikroszatellit
PCR analizist végeztiink a 2. Tablazatban jeldlt 3 kiilonb6z6 markerrel, amelyek koziil a GF-
14-42 markert végiil nem értékeltiik ki, mivel az a munkank alapjaul szolgal6 tanulmanyban

tévesen szerepel.

A 13. abran néhany minta PCR termékét mutatom be. A géleken 8 ul minta futott, a mé-

retmarker 4 ul Thermo FastRuler LowRange.
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13. abra: PCR termékek a 17. Chancellor, 18. Malverina, 19. Rinot, 23. I-14-20/3, 28.
R187,32. Sz113, 33. Sz112, 34. Sz83 mintak esetében.

4.3. Kapillaris elektroforézis

A fluoreszcens festékkel megjelolt PCR termékeinket a Biomi Kft. DNS laboratoriuma-
nak kiildtiik el kapillaris gélelektroforézis vizsgalatra a fragmenshosszak meghatarozasahoz.
A PeakScanner nevii szoftver segitségével leolvastuk a méretmarker csucsokhoz tartozo frag-
menshosszakat ¢és megkaptuk a vart bazispar nagysagu peak-eket. A kiértékelés menetét a
Csillam eredményein mutatom be. A fekete csucsokra és a 6-FAM fluoreszcens festékkel
jelolt PCR-termékek gorbéire (kék gdrbék) dsszpontositottunk, igy a tobbi gorbe szinét ki-
kapcsoltuk. Ezzel a cstucsokhoz tartozo fragmenshosszak jol kivehetévé valtak. Ezt kovetoen

leolvastuk 4100 sec koriil a legnagyobb a csticshoz tartozd adatokat.

3070 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 423

aaaaa

aaaaa

14. Abra: Csillam fragmenshossz analizis eredményei

A rezisztencidhoz kothetd allél a 354-es, igy ezeket vords szinnel kiemeltiik az 5. tabla-
zatban, és amikre 354 koriili értéket kaptunk ott kézzel atjavitottuk 354-re. Az igy kapott
mintak a kovetkezok: CSFT-61, CSFT-92, 5-10-6, Muscaris, Solaris, Cabernet carol, Souvig-

nier gris, Merzling, SV-5276, Seibel 4995, Seibel 4986, Bronner, BR-16, Cabernet cortis,
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Chancellor, Malverina, Rinot, Jazmin, Seibel 5656, 5-11-6, 1-3-11/2. A tovabbi allél parokat

azonos szinnel jeldltiik (5. tablazat).

Erdekes, hogy eredményeim alapjan a Csillam sz616fajta nem azt az allélt (354 bp) 6r6-
kolte a Rayon d’or sziil6t6l, mint a Nyugat-Europdban nemesitett, feketerothadas ellenalld
szOl6fajtak, mégis mutat ellenallosagot. Mivel a Rayon d’or fajta masik allélja (353 bp) mas
feketerothadas ellenalld fajtadkban is megtalalhato nem zarhat6 ki, hogy a kérdéses 1okuszhoz
kapcsolt rgb1 génre nézve homozigdta nemesitési vonalak is rendelkezésre allnak (pl. Rayon

d’or, BR16, Seibel 5656).

A bogyo, illetve fiirt ellenallosagat részben meghatarozo rgh3 lokuszhoz kapcesolt
VMC2C3 marker esetében nem talaltunk olyan allélt, amely a vizsgalt ellenall6 mintakban
jelen lenne, mig a fogékony mintakban nem talalhaté meg. Ugyanakkor fontos megjegyezni,
hogy sok hibrid, vagy akar fajta esetében nem rendelkeziink informacioval a fiirt feketrotha-

das ellenallosaganak mértékérol.
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5. Tablazat: Fragmenshossz analizis eredményei a GF14-42P és VMC2C3 markereknek

megfeleléen
No. Minta Rezisztencia Firtrezisztenica? GF14-42P tisztdzva VMC2C3 tisztdzva

1 CSFT-61 R R Csillam tesé 367 181 184
2 CSFT-92 R R Csillam tesé 367 184 185
35-10-6 R R V. amurensis 356 184 189
4'5-11-2 R R V. amurensis 184 189
5 01-1/474 S S 375 189 215
6 Muscaris R R 181 184
7 Solaris R R 181

8 Cabernet carol R R

9 Souvignier gris R R

10 Merzling R R

11 SV-5276 R R Seyval blanc

12 Seibel 4995 R R

13 Seibel 4986 R R Csillam szilé (Rayon d'Or)

14 Bronner R R Furt kevésbé

15 BR-16 R R SV x Vrup

16 Cabernet cortis S S

17 Chancellor R S

18 Malverina R S/R

19 Rinot

20 1-13-6/2 ?

21 1-15-6/2 ?

22 1-13-2/1 ?

23 1-14-20/3 ?

24 Csillam R 353 366 184 N0
25'01-1/797 s Hibrid szilé 366 374

26 Sz234 S 353 366

27 R140 R 353 366

28 R187 R 353

29 R95 R 353

30 Sz241 S 366

31 Sz213 S 364

32 Sz113 S 364

33 Sz112 S 366

34 Sz83 S 366

35 Jazmin S 354 366 184 212

36 Felicia R? 351 366 184 198

37 Seibel 4643

38 Seibel 5656

395-11-6

40 1-3-11/2

41 1-3-11/3 353

42 1-3-11/4 366

43 1-13-4/7 353

44 1-14-2/3 351

45 1-14-4/3 366

46 1-14-7/2 353 366

47 1-14-8/1 351 366 189 214
48 1-15-7/5 353 366

49 Piros tramini 351 184

50 Merlot 351 351

51 Furmint ND ND 184

Bar ugy tlnik, hogy a GF-14-42 marker igéretes lehet a marker-alapu szelekcioban a le-
velek feketerothadassal szembeni rezisztencidjanak azonositasara, a bogyok rezisztencidjat

célzo marker kérdése még nem megoldott, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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5. Osszefoglalas

A szakdolgozatom soran a szo6lo feketerothadas (Guignardia bidwellii) elleni védekezési
stratégiakrol €és DNS-markereken alapuld genetikai modszerek lehetdségeirdl szol. A feketerot-
hadas, amely Eszak-Amerikabol keriilt be Europaba a 19. szazad végén, stlyos problémat jelent
az europai szOloiiltetvények szamara, kiilonosen csapadékos években, amikor a fertdzes a ter-
més akar 80-100%-4t is megsemmisitheti. Az egyik leghatékonyabb fenntarthatd6 megoldas a
rezisztens sz6l6fajtak nemesitése, amelyek termesztése révén csdkkenthetd a vegyszerhaszna-
lat. Az ellenalld sz6lofajtak eldallitasa ido- és koltségigényes, mivel a nemesitési folyamat so-
ran a keresztezett utddokat hosszi idon keresztiil, nagy teriileten kell fenntartani. Az 0 rezisz-
tens fajtak kifejlesztése gyakran legalabb 5-6 évet igényel, mivel a korokozokkal szembeni tar-
tos rezisztencia tobb gén kombinaldsaval érhetd el. A kisérleti részben kiilonb6z6 marker-alapu
molekularis genetikai vizsgalatokat végeztiink, amelyekkel a feketerothadas-rezisztens géneket

azonositottuk.

A szakdolgozat gyakorlati részét a DNS kivonassal kezdtiik, majd PCR vizsgalattal ellen-
oriztiik a DNS kinyerés sikerességét. A fluoreszcens festékkel megjelolt PCR termékeinket a
Biomi Kft. DNS laboratoriumanak kiildtiik el kapillaris gélelektroforézis vizsgalatra a frag-

menshosszak meghatarozasahoz.

Magyar viszonylatban a feketerothaddssal szembeni rezisztens fajtadk nemesitése kiilonosen
fontos szerepet kap a kdrnyezetkiméld, bio- és 6kologiai gazdalkodas térnyerése miatt. A kuta-
tas soran az ellenallé Merzling és Csillam fajtak genetikai marker-alapu vizsgalataval feltartuk
a rezisztencia forrasat, igy ezek a fajtak fontos genetikai alapot nytijthatnak a jovében nemesi-
tendo, fenntarthato sz6l6fajtak szamara. A rezisztens szOol6fajtak elterjesztése hosszi tavon je-
lentds elérelépést hozhat a fenntarthatd sz6lotermesztésben, €s csokkentheti a kornyezetre és

az egészségre karos novényveédo szerek hasznalatat.
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