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Roviditések jegyzéke

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism
ALF: Automated Laser Fluorometer

BAC: Bacterial Artificial Chromosome

BC: back cross

Bp: Béazispar

BSA: Bulk Segregant Analysis

CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
CC: coiled coil

DM: downy mildew

DNS: Dezoxiribonukleinsav

dNTP: Dezoxiribonukleotid trifoszfat

EST: Expressed Sequence Tag

GENRES 081: European Network for Grapevine Genetic Resources, Conservation and
Characterisation of Grape Genetic Resources

HR: hiperszenzitiv reakcio

IGGP: International Grape Genome Program
INRA: Institut National de la Recherche Agronomique, Franciaorszag -
www.international.inra.fr

LG: linkage group

LOD: logarithms of odds

LRR: Leucine-Rich Repeat

LTR: Long Terminal Repeat

MAS: Marker Assisted Selection

MGR: major-gene-resistance

Mla: mildew resistance locus-a

mlo: mildew resistance locus-o

NBS: Nucleotide-Binding Site

PCR: Polymerase Chain Reaction

PM: powdery mildew

PR: pathogenesis related

OIV: Office International de la Vigne et du Vin
QR: guantitative resistance

QTL: Quantitative Trait Locus

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA
rDNS: riboszomalis DNS

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RGA: Resistance Gene Analog

Ren: Resistance to Erysiphe necator

Rpv: Resistance to Plasmopara viticola

Run: Resistance to Uncinula necator

SCAR: Sequence Characterised Amplified Region
SSR: Simple Sequence Repeat

TIR: Toll-interleukinl receptor

UPGMA: Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Means
VMC: Vitis Microsatellite Consortium

VRH: Vitis x rotundifolia hibrid



1. Bevezetés és célkituzeés

A sz010 lltetvények termésbiztonsagat biotikus (virusok, baktériumok, gombdk és
kartevok) és abiotikus (pl. szarazsag, fagy) tényezok egyarant veszélyeztethetik. Ezek koziil
leginkdbb a gombas fert6zések csokkentik a terméshozamot, valamint a bogyok és a bor
mindségét, ezért a szOl6 termesztése megfeleld és hatékony ndvényvédelem nélkiill ma nem
oldhaté meg. A kijuttatott nagy mennyiségli fungicid terheli a kdrnyezetet, artalmas az ember
egészségere es nagyon koltséges (Magyarorszagon 1 ha szOl6iiltetvény ndvényvédelmenek
koltsége 100 000 Ft, amiben nincsen benne a gép és eszkdzhasznélat Uzemi koltsége).
Rezisztens ¢s kivald mindségli fajtdk eldallitdsdval ez a probléma kikiiszobolhetd vagy
legalabbis csokkenthetd, aminek nemcsak gazdasagi jelentésége kiemelkedd, hanem a
kornyezetvédelem szempontjabol is rendkivul fontos.

A sz010 gomba betegségei koziil a lisztharmat veszélyezteti a termést a legnagyobb
mértékben, ennek oka, hogy a fertézéshez nem igényel specifikus iddjarasi koriilményeket, pl.
megfeleld paratartalmat ¢és homérsékletet, mint példdul a peronoszpdra. A mai
sz6l6termesztés szamara nélkiilozhetetlen a kéntartalm(i vagy a szterol bioszintézis gatld
fungicidek hasznalata. A legtobb sz6l6termeszté minimum 6-10 alkalommal permetezni
kénytelen, hogy megvédje termését a lisztharmat Kkartételétél, ami akar 90%
termésveszteséget is okozhat. Franciaorszagban évente 75 millio euro-t koltenek csak
lisztharmat elleni gombadldszerekre, amelyekkel szemben raadasul ellendlld torzsek
megjelenése is varhato.

A nagy karokat okozd gombabetegségekkel szemben rezisztens 10j szOlofajtak
eldallitdsa azonban id6- és forrasigényes folyamat, mivel a keresztezéseket kovetden az
utdodnemzedék fenntartasa nagy teriletet vagy Uveghazat igényel, miivelése és gondozasa
koltséges, tovabba szigoru miivelési technologiara és mesterséges fertézésekre van sziikség. A
rezisztencia génekkel kapcsolt DNS alapu markerek alkalmazésa jelentdsen csokkentheti az
lveghazi és a szabadfdldi kisérletek volumenét, mivel koran, mar a csirdzast kovetGen
lehetévé teszi a kivant gént hordozdé magoncok kivalogatasat, ezaltal az utddpopulacio
méretének csokkentését. Az utobbi években jelentds elérehaladas tortént azoknak az
eszkozoknek a kifejlesztéseben, amelyek lehetové teszik a markerekre alapozott szelekciot
(MAS) a szdldben. A sz6ld genom telitése molekuldris markerekkel, kapcsoltsagi térképek

szerkesztése, és a kivant genotipusra torténd direkt szelekcid ma mar mind megvaldsithato.



Végul a Vitis vinifera L. genom szekvenalasa hozzajarulhat a gazdasagilag fontos gének, pl.
rezisztencia gének fizikai térképezéséhez.

A sz616 két legfontosabb gombabetegségével (Erysiphe necator Schwein. Burr,
Plasmopara viticola Berk. et Curtis) szembeni tartds rezisztencia Kkialakitasanak egyik
maodszere a rezisztencia gének halmozasa (piramidalasa) a legértékesebb genotipusokba, ami
megbizhatd molekularis markerek nélkul csak tobb evig tartd utodvizsgalattal valdsithatd
meg.

A PTE Sz6lészeti és Boraszati Intézetében Kozma Pal és munkatarsai a rezisztencia
gének kombinalasara kiilonboz6 hibridpopulaciokat allitottak eld.

A hibridcsaladok koziil a kovetkezOket vizsgaltuk: BC4 (VRH 3082-1-42) x Vitis
vinifera ‘Kismis vatkana’, BC4 x Vitis vinifera ‘Kismis moldavszkij’, Vitis vinifera ‘Génuai
zamatos’ x Vitis vinifera ‘Kismis vatkana’, (Vitis vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x
(Vitis vinifera ‘Katta kurgan’ x Vitis vinifera ‘Perlette’).

A hagyomanyos europai V. vinifera fajtak nem rezisztensek a lisztharmat és a
peronoszpora ellen, azonban a fajtak fogékonysaga kozott eltérések vannak. Az 1960-as evek
kdzepéig nem azonositottak ellenallé V. vinifera fajtakat, ezért vad Vitis fajokat alkalmaztak
rezisztenciagén forrasként. Az egyik ilyen vad faj a Muscadinia rotundifolia Michx. Small,
amely dominans lisztharmat (Runl) és peronoszpora (Rpvl) rezisztencia génekkel
rendelkezik. A Bouquet (1986) altal eléallitott M. rotundifolia x V. vinifera BC4 hibridet
Kozma és munkatérsai V. vinifera fajtakkal keresztezték rezisztens fajtak eldallitasara.

A ‘Dzsandzsal kara’-t irtak le eldszor lisztharmat ellenalld fajtaként, kés6bb azonban
tobbet is azonositottak, koztik a “‘Kismis vatkana’-t, amelyben a dominans Renl gén felel6s a
rezisztenciaért. A tartos rezisztencia elérése celjabol kombinaltak a rezisztencia géneket: a M.
rotundifolia x V. vinifera BC,4 hibridcsaladot (Runl és Rpvl gén) keresztezték a ‘Kismis
vatkana’-val (Renl), melynek eredményeképpen az utédnemzedékben olyan egyedeket
szelektalhatunk, amelyek mindharom gént hordozzak (Run1/Rpv1/Renl genotipusok).

Munkank soran kiilonb6z6 eredeti (Muscadinia rotundifolia-Runl, Rpvl, V. vinifera-
Renl, és ‘Seyve-Villard® PM QTL-ek) lisztharmat és peronoszpdra rezisztencia géneket
tartalmazd egyedeket szelektaltunk a hasad6 hibridpopulaciékban SSR, CB (BAC kdnyvtar
alapjan tervezett) és SCAR (RAPD marker alap) markerekkel, illetve vad Vitis fajokat és

fajtakat jellemeztiink a markerek alapjan.



Célkituzések:

1.

BC,4 x “Kismis vatkana’ hibridpopuléacio (BCs) halmozott rezisztenciagéneket hordozé
genotipusok szelekciojara alkalmas mddszer kidolgozasa; multiplex PCR
alkalmazéasaval Runl/Rpvl/Renl genotipusok szelekcioja egy lépésben, majd az
ellenall6 és fogékony egyedek agardz gélen torténd rutinszerli elkiilonitése;

Olyan marker alapu szelekciés modszer kidolgozasa, amelyek mas populacidkban is
alkalmazhatoak;

(Vitis vinifera ‘Dzsandzsal kara® x Vitis hibrid ‘Laszta’) x (Vitis vinifera ‘Katta
kurgan’ x Vitis vinifera ‘Perlette’) hibridpopuléacio rezisztencia génjeinek kovetése
molekularis markerekkel; a lisztharmat rezisztens ‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal
kara’ rezisztencia génjeinek 6sszehasonlitasa;

Magyar nemesitésii rezisztens fajtak jellemzése lisztharmat QTL-lel kapcsolt
markerekkel,

A lisztharmat rezisztens fajtak (‘Dzsandzsal kara’, ‘Kismis vatkana’) tiszta V. vinifera

eredetenek bizonyitasara V. vinifera specifikus markerrendszer kidolgozasa.






2. lrodalmi attekintés

2.1 A sz616 eredete, szarmazasa (Vitis vinifera L.)

A sz0616 termesztésbe vonasara 6-8000 évvel ezelott kertilhetett sor.

A fosszilis maradvanyok szerint a ma termesztett sz6lofajok Osei, a Cissitesek
feltehetden a felsd krétakorban, 100 millio évvel ezel6tt jelentek meg. Ebbdl a nemzetségbdl
szarmaztatjak a mai is €0 tiz sz6ldnemzetséget, a Cissus, az Ampelocissus, a Clematocissus, a
Parthenocissus, a Rhoicissus, az Ampelopsis, a Landukia, a Tetrastigma, a Pterisanthes, és a
Vitis nemzetségeket. Ezeknek a nemzetségeknek a kialakulasa szintén a felsd krétakorra
tehetd. Harmadkori (kb. 30 milli6 éves) sz6ldmaradvanyokat Magyarorszagon is talaltak:
Vitis hungarica (Eger mellett), Vitis tokaiensis (Erdébénye), a Vitis aestivalis Michx.
(Mikofalva, Saly), Vitis teutonica A. Braun (Mad, Tallya). Az utobbiak a ma ¢él6 észak-
amerikai fajokkal mutatnak rokonsagot a morfologia bélyegek (pl. levélalak) alapjan. Ezek az
"0sszOlok" egyaltalan nem hasonlitottak a ma ismert 1édus, zamatos, illatos borszdlore.
Valészinlileg kemény zo6ldbogyds, kesernyés, savanytl levii vad gyiimdlcsok lehettek
(Csepregi és Zilai 1988).

A foldrészek vandorlasa, és 6nallo kontinensekké alakulasa kovetkeztében a szolofélék
jol elkiilonithet6 foldrajzi csoportokka fejlédtek. A két kontinens fajainak (amerikai és
eurazsiai) fej0désére nagy hatassal voltak a kornyezeti feltételek, mind az éghajlati tényezok,
mind a bioldgiai kdrnyezet. Ennek hatasara jellegzetes morfoldgiai bélyegek és fenoldgiai
sajatossagok alakultak ki. Az amerikai kontinensen csak azok a fajok maradtak meg, amelyek
az ott elterjedt kartevoknek és betegségeknek ellenélltak. A szdlonek jelenleg harom nagy
foldrajzi csoportjat kulonboztetjik meg (Bényei és Lorincz 2005). Az észak-amerikai fajok,
mintegy 30, a kelet-azsiai fajok (40) és végll az eurazsiai fajok, amelyek ugyan csak 2 fajjal
képviseltetik magukat, mégis a vilag boraszatanak alapjaul szolgaltak.

A harmadiddszak elején alakult ki a Vitis nemzetség két alnemzetsége, a Muscadinia €s
az Euvitis. A két alnemzetség tulajdonsagaiban jol elkulondl egymastol, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy Oseik régen, az eocén iddszakban (kb. 30-50 milli6 évvel ezeldtt) elvaltak
a fejlodés folyaman. Mig az Euvitis alnemzetség fajait féleg az északi-féltekén, a mérsékelt
éghajlatu teriileteken, Eurdpaban, Azsidban és Eszak-Amerikaban talaljuk meg, addig a

Muscadinia harom fajat Eszak-Amerika déli, meleg éghajlatd tajain (Florida, Mexiko).



Az utolsé nagy jégkorszak nagy pusztitast vitt véghez az eurazsiai viragos névenyek
kozott. Az egyik nagy tuléld, a ligeti sz616 (Vitis silvestris Gmel.) volt, amelynek az ¢shazaja
valahol Kozép-Azsia és a Kaukazus kozt kereshetd, de talaltak lelohelyeket a Balkanon és
Eszak-Afrikdban is (Csepregi és Zilai, 1988). A Kaukéazus fekete-tengeri partvidéke
kilonodsen gazdag V. silvestris-ben. A ligeti sz616 a jégkorszak utan, 7-8 ezer évvel ezeldtt
terjedt el, és az ember hamar gyiijtégetni, majd termeszteni, nemesiteni kezdte. Ennek
eredményeképpen firtjei, bogydi nagyobbak lettek, a leve zamatosabb, édesebb lett, és
létrejott a kerti szolo, V. vinifera, amely lényegében a ma ismert borsz6lok alapja. A V.
vinifera morfoldgiai és biologiai jegyeiben annyira eltér a kiindulési 9stol, a V. silvestris-t6l,
hogy a névényrendszertanban 6nallé fajként szerepel. Arra nézve, hogy a termesztésbe vont
V. silvestris faj hogyan alakulhatott at kerti sz616vé (V. vinifera), valoszintsitik, hogy a
valtivart V. silvestris a belterjes miivelés, metszés, ont6zés és a szelekcids nyomas hatasara
véltozatokban gazdagodott. A valtozas soran nagy jelentdségli volt a himnds viragh tipusok
megjelenése, ami a termesztés hatdsara riigymutacioval és keresztezddéssel johetett 1étre, mint
az a nemrég (80-150 éve) termesztésbe vont V. amurensis Rupr. és M. rotundifolia fajoknal is

megfigyelhetd.

A V. vinifera fajtak nagy foldrajzi kiterjedése és az egyes fajtak eltéré6 morfologiai és
bioldgiai jellemz6i szliksegessé tették a fajon beluli rendszerezést. Németh Marton (1967)
szarmazas szerinti fajtarendszerében felhasznalta Andrasovszky (1926), Marton (1944),

Negrul (1946) és Levadoux (1956) eredményeit, azokat bévitette, tovabbfejlesztette:

1. Convarietas pontica (pontuszi, Fekete-tenger melléki valtozatcsoport), amelyhez sok
hungarikum fajtank tartozik, pl.: a ‘Furmint’, ‘Harslevelt’, ‘Ezerjd’, ‘Kéknyelt’, de ilyen a
‘Kadarka’, a ‘Kovidinka’, az ‘lzséki sarfeher’ is. Jellemzéi: a levél fondka és a vitorlalevél
erOsen gyapjas, a mag kicsi vagy kozépnagy, és a fajtdk altalaban fagyerzékenyek. A
legkorabban ez a fajtacsoport alakult ki Nyugat- és Kelet-Gruziaban, valamint Kis-Azsiaban.
Kiindulasi formaja a helyi ligeti sz616 a V. silvestris var. typica var. balcanica. A fajtacsoport
jelenlegi elterjedési teriilete nem tal nagy, Magyarorszagon ennek fajtai (pl. ‘Furmint’,
‘Kadarka’, ‘Harslevelii’’) a legelterjedtebbek botermdségiik, gyors ndvekedésiik, igen jo
regeneralodo kepességuk miatt.

2. Convarietas orientalis (keleti valtozatcsoport), melyek kdzott tobb ismert magyarorszagi

fajtank is szerepel (‘Juhfark’, ‘Leanyka’, ‘Kekfrankos’). Jellemzéi: a level fonaka csupasz,
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legfeljebb az erek serteszOrdsek, a vitorlalevél csupasz és fényes, a mag kozépnagy vagy
nagy, csére hosszu és a nagybogydju fajtak fagyérzékenyek, a toébbi kozepesen tiiri a fagyot.
A V. vinifera termesztési terlletének hataran jottek létre az okori elé-azsiai szolétermeszto
allamokban, a Kaszpi-tengerrel hataros terlletek ligeti sz616jébol (V. silvestris Gmel. var.
abberans). A keleti fajtacsoportot a recessziv tulajdonsagok jellemzik, convar. orientalis
subconvar. caspica példaul az ‘Oportd’, ‘Lednyka’ es a Chasselas-félék. A convar. orientalis
subconvar. antasiatica késobbi eredetti, ezek nagy fiirti, nagy, husos bogyoju
csemegeszOl6fajtak, pl. ‘Nimrang’, ‘Icskimar’, ‘Afuz Ali’, ‘Katta kurgan’, tovabba a provar.

apirinea magvatlan fajtak, pl. ‘Szultanina’, ‘Kismis vatkana’.

3. Convarietas occidentalis (nyugati valtozatcsoport), ide tartozik a ‘Pinot’, ‘Chardonnay’,
‘Olaszrizling’, “‘Rajnai rizling’, ‘Merlot’, ‘Sauvignon blanc’, a ‘Semillon’, a “Veltelini’ és a
‘Cabernet’. Jellemzd6i: a levél fonaka és a vitorlalevél pokhalos vagy gyapjas, a mag kicsi és a
csére rovid, a fajtak fagytiirése viszonylag jo (Csepregi és Zilai 1988). A nyugati fajtak
kiindulasi formai a helyi ligeti sz6l6k (V. silvestris) és az azokkal természetes hibrideket

képez6 pontuszi fajtak lehettek. Ez a legfiatalabb fajtacsoport (Kozma 2002).

2.2. A Muscadinia Planch. alnemzetseg: Muscadinia rotundifolia (Michx.)
Small

A Vitis L. nemzetség képvisel6i az északi féltekén élnek. A nemzetséghez tartozd
fajokat egyrészt a Muscadinia Planch., méasreszt az Euvitis Planch. alnemzetségbe soroljuk. A
Muscadinia fajok megjelenésiiket és termesztési értékiiket tekintve jelentdsen kiilonbdznek az
Euvitisektol.

A Muscadinia alnemzetség harom faja, a M. rotundifolia, a M. munsoniana, és a M.
popenoii az Amerikai Egyesiilt Allamok déli, szubtropusi és tropusi vidékein élnek (Florida,
Texas, Dél-Georgia), de megtalalhatok Mexiko egyes tajain is.

Termesztési jelentOsége egyedill a M. rotundifolia-nak van. Hermafrodita viragu
mutansok felfedezése utdn (Dearing 1917) elkezd6dott a faj nemesitése. Nagyszamu,
szelekcioval és az alnemzetségen beliili hibridizacioval eldallitott fajtaja terjedt el a
termesztésben (pl. ‘Eden’, ‘James’, ‘“Thomas’). Termése friss fogyasztasra alkalmas, a bogydk
édesek, sajatsagos iziiek, bor, dzsem, és szorp is készitheté beléle. Ma mar tobb mint 30
fajtaja ismert (Bényei ¢és Lorincz 2005). Melegigényes, a tokéi er6s novekedésiiek.

Vesszdjében nincs izvalasztd (diafragma), bélrésze vékony. Levele kicsi, sziv alaku vagy
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kerekded, alig tagolt. A kacsok egyszeriiek, nem agaznak el. Viragzata aranylag kevés, 3-30
viragbol all, a viragok funkcionalisan him- vagy néviragtiak, kétlakiak. Termésfurtjeik kicsik,
bogyodik kdzépnagyok, vagy nagyok, vastag héjuak, kemény husuak, kiilonb6z6 idében érnek,
beérve folyamatosan lehullanak a flirtrol (Csepregi és Zilai 1988).

A Muscadinia vilagszerte értékes alapanyagul szolgal a sz6l6nemesités szamara, hiszen
a legtobb sz6l6t karositdo korokozoval (peronoszpora, lisztharmat) és kartevovel (filoxéra)
szemben immunitas értékii rezisztenciaval rendelkezik (Olmo 1986). Alkalmazzak mind
alanyként, mind a keresztezéses nemesitésben. Euvitisekkel valé hibridizacidja nehézkes, nem
talalkozunk természetes hibridjiikkel, és mesterségesen is nehéz eldallitani a keresztezest. A
genetikai akadalyt a két nemzetség kozotti eltérd kromoszomaszam, ¢€és a homolog
kromoszomak hianya jelentik. Kromoszomaszamuk (2n=40) az Euvitis alnemzetségbe tartozé
fajoktol (2n=38) eltérd. Az Euvitisekkel csak akkor keresztezhetok, ha a Muscadinia az apa,
az Euvitis az anya, de a siker a genotipustol, a V. vinifera fajtatdl is fligg. Részben fertilis
utodokat kapott Jelenkovic és Olmo (1968), és sikeresen visszakeresztezték V. vinifera-val,
igy lehetévé valt a Muscadinia genetikai bazisanak kiaknazasa a  sz6l6

rezisztencianemesitésben (Olmo 1971).

2.3. Molekuléris filogenetikai vizsgalatok

A viragos novények filogenetikai kapcsolatainak feltarasaval tébb kutatocsoport is
foglalkozott (Chase et al. 1993, Soltis es Soltis 1997, Savolainen et al. 2000).

A legtobb molekularis filogenetikai vizsgalat kloroplasztisz (rbcL - Chase et al. 1993)
mitokondrium (18S rDNS - Soltis és Soltis 1997) és/vagy nukleéris genom szekvenciak és
mas nem DNS karakterek jellemzésén, dsszehasonlitasan, illetve ezek kombinaciojan, példaul
morfologiai, biokemiai markerek (Nandi et al. 1998) és kloroplasztisz atpB és rbcL gének
kombinacidjan (Savolainen et al. 2000) alapulnak. Tobb szaz névényfaj majd 1000
jellemzdjét vizsgaltak, ezzel az egyik legnagyobb filogenetikai analizist végezték el. A kapott
eredményeket Soltis et al. (1997) foglaltak Ossze. A fobb szdrmazasi dgakat, eldgazdsokat
(nodes) sikeruilt megrajzolni, de még mindig maradtak kérddjelek. A teljes Kloroplasztisz
genom szekvencia (Goremkyn et al. 2003, 2004, 2005) gazdag tarhazat nyujtja a zarvatermok
csaladfajanak pontos és alapos megszerkesztéséhez.

A Rosids a zarvatermOk egyik legnagyobb novényrendszertani csoportja, a viragos
ndvények mintegy harmadat teszi ki. Egy illetve tobb génen alapulé molekuléris filogenetikai

12



vizsgalatok 7 f6 kladot azonositottak a Rosids-on belll, bar az egyes csoportok kodzott a
rokonsagi viszonyok még tisztazatlanok maradtak (Savolainen et al. 2000, Soltis et al. 2000,
2003). Az egyes taxonok akkor alkothatnak egy kladot, ha azok monofiletikus eredetiiek. A
Rosids név a ,,Rosidae” rendszertani néven alapul, amit altalaban alosztalynak tekintenek. A
Vitaceae csalad rokonsagi viszonyai még nem tisztazottak, ugy tlinik, nincs egészen kozeli
rokona. Az *Angiosperm Phylogeny Group’ (2009) a csaladot a Rosids kladba helyezte, azon
belll a sajat rendjebe, a Vitales-be. Jansen et al. (2006) szekvenaltak a V. vinifera teljes
Kloroplasztisz genomjat. A kapott adatokkal megallapitottak 27 zarvatermé faj rokonsagi
viszonyat, valamint azt, hogy a Vitis kloroplasztisz genom mind méretében, mind
felépitésében (gének sorrendje) nagy hasonlosagot mutat méas, mar korabban szekvenalt
zarvatermé kloroplasztisz genomokkal. Eredményeikkel megerésitették a Vitaceae csalad
helyét a Rosids kladon beliil, és azt, hogy legkorabban valt szét a tobbi taxontdl.

Wen et al. (2007) sejtmagi GAIL (Gibberellic Acid Insensitive) gén szekvenciak alapjan
tervezett primerek segitségével szerkesztettek Vitaceae torzsfat. Eredményeiket
0sszehasonlitottak a kordbban, kloroplasztisz markerekkel kapott filogenetikai fakkal
(Soejima és Wen 2006), és azokkal egybehangzoak voltak. A Vitaceae csaladon beliil harom
f6 klad kiilonilt el. Az elsd nagy csoport tagjai: Ampelopsis, Rhoicissus, Cissus striata
komplex (dél-amerikai fajok), Parthenocissus, Yua, Vitis, Ampelocissus és Pterisanthes. Ez a
klad kortlbeliil 240 fajt foglal magaba, foként az északi féltekérdl. A masodik klad tagjai a
Cissus-ok, korilbellil 350 fajjal, a tropusokrol (Azsia, Afrika, Ausztralia, Csendes-Gceéni
térség). A harmadik kladhoz tartoznak a Cayratia, Tetrastigma, Cyphostemma, kérilbell 350
fajjal.

Verriés et al. (2000) sz616 alkohol-dehidrogendz (Adh) génbe ékel6dott LTR (long
terminal repeat)-retrotranszpozont azonositottak, amit Vine-1-nek neveztek el. Céljuk a Vine-1
retrotranszpozon és az Adh gazdagén jellemzése volt a V. vinifera ‘Danuta’ fajtaban.
Kiilonbozo V. vinifera fajtékat, illetve Vitis fajokat vizsgaltak, hogy megtalalhato-e a Vine-1
inszercio a genomjukban. Szekvencia-analizissel megallapitottak, hogy az altaluk azonositott
Adhr gén egyik tagja az Adh multigén csaladnak, de nem egyezik meg a sz616ben eddig leirt
Adh génekkel. A Vine-1, bar hianyos, mégis a legteljesebb LTR- tipusu retrotranszpozon
elem, amit V. vinifera-ban talaltak. 2392 bp hosszu, két majdnem azonos LTR-rel (287 bp) a
végeken, direkt ismétlddé 5 bp-nyi ’gazda’ DNS hatarolja. A Vine-1 elem azonosan
helyezkedett el az Adhr génben a kiillonb6z6 V. vinifera fajtdkban, mig a vad Vitis fajokban
nem. Ez az adat arra enged kovetkeztetni, hogy a Vine-1 inszercid V. vinifera specifikus, tehat

az Adh izogének szétvalasa utan, de még a fajtak fejlodése eltt ment végbe.
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2.4. A lisztharmat és a peronoszpdéra kartétele és bioldgiaja

2.4.1. Lisztharmat [Erysiphe (syn. Uncinula) necator (Schwein.) Burrill]

Europédban, 1847-ben Angliaban figyelték meg eldszor a betegséget. A korokozot
fertézott szaporitéanyaggal hurcoltak be Eszak-Amerikabdl, hamarosan egész Eurdpéaban
elterjedt. Magyarorszagon csak a mult szdzadforduld vége felé jegyeztek fel jelentésebb
kéarokat. Az utdbbi idOben a szarazabb évjaratokban stlyos kartételek alakultak ki. Tartésan
meleg, paras idoben 80-100%-os furtkar is keletkezhet.

A lisztharmat az Ascomycota t0rzs, Ascomycetes osztaly, Erysiphales rend,
Erysiphaceae csaladba tartozik. A betegség a Cissus, Parthenocissus és a Vitis fajokon fordul
eld. Az amerikai fajok kevésbé fogékonyak, ezeken csak dsszel tapasztalhatd erdsebb fertdzés
(Glits és Folk 1993).

A koérokozo morfoldgidja és biologidja: a gomba biotréf, kiilséd €ldskodd. Ivartalanul
lancokban fejl6dé konidiumokkal szaporodik. Ivaros spdraja kleisztotéciumban fejlédo
aszkospora. A Kkleisztotéeciumban tobb aszkusz taldlhatd, a filiggelékek pasztorbotszerii
kampoban végzddnek. A korokozd a fertdzott riigyekben micélium alakban telel at.
Aszkosporas fertézés is eléfordulhat de ez utdbbi jelentéktelen. Riigyfakadas utan azonnal
varhat6 a karositas, a tlinetek azonban csak a viradgzas utan valnak feltiinévé.

A betegség lefolydsa, tiinetei: a betegség tiineteit a szO6l0 valamennyi zold részén
megfigyelhetjiik. A levél szinén kezdetben alig észrevehetd sargaszold elszinezddésti foltok
jelennek meg, feluletikdn finom bevonat lathatd. Nehany fajtanal a kezdeti folt
nekrotizalodik. Késébb a levél feliiletén mar erdteljesebb sziirkésfehér micélium bevonat
fejlodik, amely fokozatosan a levél fonakara is rand, és a levélen fekete kleisztotéciumok is
képzddnek. A levéllemez meggdrbiil, a levél elszdrad majd, lehullik. A fert6zott viragok nem
kotddnek, lehullanak, igy a tiinet rejtve marad. Amennyiben a lisztharmat nem pusztitotta el a
viragokat, a korokoz¢ a fejlodé zold bogyodkat fertdzi.

A furton a leggyakoribb a betegség, amelynek tiinete a bogyokon a viragzastél egészen a
sziliretig megjelenhet. A z6ld bogyokon lisztes micélium bevonat képzddik, és a z6ld bogyok
felilletén barna szini parasodas indul meg (1. abra). A megkeményeddé bogyohéjat a
noveked6é bogyd felszakitja, a bogyd felreped, a magok kilatszanak, un. sérves bogyo
keletkezik. A gomba nem jut be a bogyd belsejébe csak a felllleten telepszik meg, és
tapaddkorongok szivjak ki a tapanyagot. A fiirtkar jarvanyos években akar 100% is lehet. Az
el6z0 évi fertdzés tlinete az egyéves vesszon is jol felismerhetd, barnasvords, 0sszefiiggd vagy

halozatos elszinezddések forméjaban. Ez azért fontos, mert a vesszOk téli bonitalasa alapjan a
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betegség el6z0 évi elterjedtségére, és a kovetkezd évben varhatd mértékére is
kovetkeztethetunk.

A beteg riigy jelentOs fertdzési forras, amelyben a gomba micéliuma attelel. A fert6zott
riigyekbdl a hajtasok feliiletére né a gomba. Ezeket a hajtdsokat primer, vagy elsédlegesen
fert6zott hajtasoknak nevezziik. Feliiletiikon lancokban konidiumok fejlédnek. Ezekkel jut at
a gomba az egészséges hajtasokra, melyeket szekunder vagy masodlagosan fert6zott
hajtasoknak hivunk. A gomba szétterjedését az egész vegetacioban a légaramlas segitségével
elrepiild konidiumok végzik. A konidiumok csirdzasa 15-27°C hémérséklet és 96% relativ
paratartalom esetén optimalis. A konidiumok ekkor néhany odra alatt csirdznak, és 5-6 nap
mulva mar Gjabb konidiumlancok fejlddhetnek.

Jarvanyok keletkezéséhez a pards €s meleg iddjaras a kedvezd, esds, csapadékos
idGjaras a betegség szamara kedvezétlen. Ezzel magyarazhato, hogy a lisztharmat okozta
jarvany idején a peronoszpdra, peronoszpéras években pedig a lisztharmat kartétele a kevéshé

jelentds.

1. dbra: Lisztharmat sulyos kértétele fogékony V. vinifera sz6l6fajta fiirtjén, tiveghazi
felvétel (a felvételt Dr. Hoffmann Sarolta készitette).
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2.4.2. Peronoszpdra [Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De
Toni]

A betegséget Eszak-Amerikaban 1837-ben irtak le elészor. Innen szélovesszok kozé
keriilt levelekkel hurcoltak be Eurdpaba, eldszor Franciaorszagban észlelték 1878-ban. A
sz010 egyik leggyakoribb és legveszélyesebb betegsége. A sz616 valamennyi fold feletti
részén, ahol miikoddképes sztdma van (levél, fiirt, a fiirt kiillonbozo részei, kacs) megtalalhatod
a betegség tunete.

A peronoszpéra az Oomycetes osztaly, Peronosporales rend, Peronosporaceae
csaladjaba tartozik. Nem a valddi gombakhoz tartozik (rajzospérai kétostorosak; a valodi
gombak - Eumycota - torzsébe tartoz6 gombaknak nincs ostoros fejlédési alakjuk), obligat
parazita, taptalajon nem tenyészthet6. A sz6loperonoszpéra a Vitaceae csalad fajain fordul
el6. A Cissus, Parthenocissus fajok csaknem teljesen ellenalléak. A Vitis fajok kozll az
amerikai és az azsiai fajok rezisztenciaja nagyfoku.

A korokozd morfologiaja és biologiaja: az elsddleges fertézési forrasok az attelelt
levelekben képz6dd oospdrak. A téli csapadék hatdsdra az oospdrdk szabadda valnak a
mozaikos levelekbdl, érés utan kicsiraznak, in. makrokonidiumot fejlesztenek, amelyekbdl
35-40 haploid, két csillangés rajzospora szabadul ki. Esécseppekkel verédnek fel a fiatal
hajtasokra, levelekre. A sztdmakon keresztll a sejtkdzotti jaratokban szétterjed a gomba
egysejtl hifaja, hausztériumokat fejleszt és ezek segitségével elvonja a gazdandvény sejtjébol
a tapanyagokat. Ennek szemmel lathato jele az olajfoltok megjelenése. A lappangasi id6
végére az olajfoltoknak megfelelden a levél fonakan kifejlodik a zoosporangiumtartd gyep. A
zoosporangiumtartokon képzddnek a tojasdad alakti zoosprangiumok, melyek megérve
levalnak a tartorol, felnyilnak, és beldliik 4-6 két csillangos rajzospora szabadul ki. Vizben
¢lénk mozgassal eljutnak a sztomakhoz, letelepedve csiratomldt fejlesztenek és a sztoman
keresztiil behatolnak a sejt kozotti jaratokba, €és ezzel ijabb ivartalan ciklus kezdddik. A
fert6zés folyamatos az egész vegetacios periodusban. Augusztustol a mozaikos levelekben
oospora képzddés figyelhetdé meg. Az ivaros uton keletkezd oospdra attelel a lehullott
levelekben és tavasszal meginditja a fert6zést.

A betegség lefolyasa, tinetei (2. abra): a fiatal levél szinén tavasszal kor alaku
sargaszold olajfoltok jelennek meg. A levél fonakan az olajfoltoknak megfeleléen fehér szinti
penészgyep (zoosporangiumtartd) lathato. A foltokban a levélszévet megbarnul és elszarad. A
vegetacio masodik felében az idésebb leveleken a sargaszold olajfoltok Iényegesen kisebbek,

erek altal hataroltak, szogletesek, a fondkon gyéren fejlédik zoosporangiumtartd gyep. A
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foltok elhaldsa utdan a levél jellegzetesen mozaikos kinézetli. A mozaikos szdvetekben
képzddnek az oosporak.

A flrt a flrtvirdgzat megjelenését6l kezdve egészen a borsdmag nagysigu bogyok
kifejlédéséig hasonlo tiinetekkel betegszik meg. A flirtkocsany, a fiatal bogyok sargaszold
szinlivé valnak, és feliiletiikon dis fehér sporangiumtarto-gyep képzddik. A fiirtkocsany és a
bogyok elszaradnak. A bogyo a kocsany feldl fert6z6dik meg, sziirke, majd barna, lilasbarna
szinliekké valnak, 6sszetoppednek és megszaradnak. A toppedd bogydk belsd szdvetei mar a
betegség elsd szakaszaban megbarnulnak.

A legjelentsebb fert6zési forrast a sz616 talajon fekvé attelelt beteg levélmaradvanyai
jelentik. Ezekben a gomba oospérai telelnek at. JelentOs fert6zési forrds még a juniusi
monszun esokkel, délrdl elsodrodd sporangiumok tomege is. Az oospdrak tavasszal akkor
indulnak fert6zésnek, ha a napi kozéphomérséklet eléri a 10-13°C-ot, és az éjszakai
hémérséklet sem csokken 10-11°C ala, tovabba egy vagy két napon beldl legaldbb 10 mm
csapadék hullik (Glits és Folk 1993). A szdldperonoszpdra lappangasi ideje, azaz az
oosporaval torténd fertdzéstdl az olajfoltok megjelenéséig elteld iddszak, elsésorban a levegd

hémérsékletének fliggvénye.

2. dbra: 06-1 (M. rotundifolia x V. vinifera) BC; x ‘Kismis vatkana’ keresztezésébdl
szarmazo hibridcsalad peronoszporafertézésre igen fogékony magonca (OIV kod 452: 1
fokozat) (a felvételt Dr. Hoffmann Sarolta készitette).
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2.5. A kdrokozdkkal szembeni rezisztencia tipusai

A rezisztencia nemesités fo torekvése a betegségekkel szemben tartds rezisztenciat
hordozo fajtak eldallitasa. A rezisztenciat akkor nevezhetjiik tartosnak, ha a fajta ellenallo-
képessége akkor is megmarad, ha a betegség terjedésének tartosan kedvezd kornyezeti
feltételei vannak. A tartos rezisztenciat kontrollalhatja egy vagy tébb gén (McDonald és Linde
2002).

A tartds rezisztencia kialakitasanak tobb utja lehetséges, amely fligg a gazdanévény és
a patogén kolcsonhatasatol. A ndvényben meglévl természetes ellenallo-képesség, a
rezisztencia formait osztalyozhatjuk aszerint, hogy a rezisztencia a korokoz6 megtelepedése
vagy a betegség kialakulasa ellen hat. A rezisztencia lehet nem specifikus, azaz horizontalis,
ilyenkor a korokozé valamennyi torzse ellen védettséget ad, és lehet specifikus, azaz
vertikalis, amikor csak egy bizonyos patogén torzs ellen hat (Gaborjanyi és Kiraly 2007).

A specifikus vagy mas neven kvalitativ ellendllo-képesség, ami hiperszenzitiv
reakcioban (HR) nyilvanul meg, genetikailag meghatarozott kdrokozd-novény
kapcsolatokban mtikodik. A ,,gén-génnel szembeni rezisztencia” elméletet Flor (1971)
definialta len-rozsda interakcié tanulmanyozasaval. Mind a fajtarezisztenciat, mind a
korokozotipus valtozasat gének hatarozzdk meg. Ez az alapja a ,,gén a gennel szembeni
rezisztencia” elméletnek, ami azt jelenti, hogy csak az a korokozd képes fertdzni az adott
novényfajtat, amelynek a korokozo-képességért felel6s géntermékeit (elicitorok) a novény
specifikus receptorai képesek felismerni. Ha a ndvenyi receptor felismeri az elicitorokat,
beinditja a novény védelmi mechanizmusat és a sejt azonnali haldlat okozza, ezéltal
lokalizdlja a koérokozot. Mivel mind a patogenitast (kérokozo-képességet), mind a
betegségrezisztenciat tébb gén is szabalyozhatja, a novények ellenalld-képessége valtozatos
képet mutat.

A gén-gennel szembeni rezisztenciat mas néven major-gene-resistance-nek (MGR) is
nevezik, miutan a hatasa nagyfoku és hatékony, és csak az ellen a patogén populéci6 ellen hat,
amelyik az elicitort termeli. Ennek a mechanizmusnak hatranya, hogy gyakran eléfordul az,
hogy a korabban rezisztens fajta fogékonnya valik, mert Uj kérokozo tipusok vagy rasszok
jelennek meg.

Egy masik genetikailag szabalyozott rezisztencia tipus, amikor a névények kiilonb6z6
vegylleteket termelnek, mint pl a fitoalexinek, PR (’pathogenesis related’) fehérjék,
kitinazok. Ezt a valaszreakciot nevezik kvantitativ rezisztencianak (QR) vagy minor gene

rezisztencianak.
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A MGR esetében a tartds rezisztencia kialakitasanak Utja, hogy megprobalnak minél
tobb major rezisztencia gént egy egyedben halmozni, remélve, hogy a patogénben nem
kovetkezik be mutacid minden egyes rezisztencia gén ellen. Ezzel a modszerrel sikeres
eredményeket értek el arpa esetében, amelynél a Rhynchosporium secalis gomba ellen 3 gént
egyesitettek egy fajtaban (Raman et al. 2001).

A QR egyik hatranya, hogy a rendszer nagyon erzékeny a kornyezeti feltételekre. Bar
itt a patogénben bekdvetkezd mutacid nem okoz rezisztencia csokkenést, mégis megfigyeltek,
hogy a rezisztencia tartossaga csokken. A tartos rezisztencia kialakitasat a QR és MGR gének
Sz6lében Eibach et al. (2007) alkalmazott sikeresen marker alapu szelekcioval (MAS)
génhalmozast. A VHR3082-1-42 hibrid ((M. rotundifolia x V. vinifera) BC,4) és a ‘Regent’
német fajta keresztezésével hoztak létre olyan utddpopuléciét, amely tartalmazta a M.
rotundifolia eredetii Runl (Resistance to Uncinula necator) és Rpvl (Resistance to
Plasmopara viticola) géneket és a ‘Regent’ fajtabdl szarmazd kvantitativ lisztharmat es
peronoszpodra rezisztencia géneket (QTL-eket). Az utddok vizsgalatanal magasabb foku
rezisztenciat allapitottak meg.

Tartos rezisztencia létrehozasa, a rezisztencia gének halmozasa, az MGR és QR gének
kombinalasaval egy genotipusba, megbizhatd molekularis markerek nélkil nem valdsithato
meg. A kovetni kivant tulajdonsaggal szorosan kapcsolt markerekkel lehetévé valik a korai
szelekcio. A marker alapu szelekcié nélkuldzhetetlen, hogy elkertljik a hatalmas hasadd

populaciok fenntartasat, és az egyedek ismételt fenotipizalasat.

2.5.1. Az mlo rezisztencia

Gabonafélék esetében gyakran fordul elé6 a gombak elleni rezisztencia
megnyilvanulasaként papilla képzédés. A de novo szintetizalddott fizikai akadalyok, gatak
mint pl. a sejtfal helyi megvastagodasa, a papillaképzddés, ami a sejtfalnak azon a részén
fordul eld, ahol a patogén érintkezik a gazda sejttel, hozzajarulnak a rezisztenciahoz. A
papilla foként kallozt és lignint tartalmaz, de fehérjék, szuberin és szilicium-oxidokok is
rakddnak bele. SzAl6 esetében a kalloz lerakodas koriilbeliil 5 nappal a mesterséges fertozést
kovetben jelenik meg, és mind a tolerdns, mind a szenzitiv genotipusokban megtalalhatd
(Kortekamp et al. 1997). Az é&rpaban azonositott mlo geén (Jgrgensen 1992) Aaltal

meghatarozott lisztharmat rezisztencia is papillaképzddéssel jar. A papilla akkor hatékony a
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védekezés soran, ha antimikrobialis hatast fenolok és hidrogén-peroxid is felhalmozodik
benne, ami kompatibilis esetben nem fordul eld (Hiickelhoven et al. 1999). Lisztharmat-
fogékony arpaban egy kalciumkoto fehérje, a kalmodulin kapcesolddik az Mlo gén altal kddolt
fehérjéhez. Ennek hatasasra kalcium aramlik a sejtbe, és ezzel megakadalyozza a védelmi
mechanizmusok beindulését, a rezisztencia kialakuldsat. A lisztharmat rezisztencia az Mlo
fehérje hianyaban lép fel, ami egy pontmutéacié (mlo) kovetkezménye. Ebben az esetben a
fogékonysag nem passziv, hanem indukalt, aktiv jelenseg. Piffanelli et al. (2004) izolalta az
mlo-11 allélt. A tavaszi arpa mlo rezisztencidja egyike a természetben eléforduld, vad tipusu
Mlo gén ,természetes” géncsendesitési jelenségének. Az arpa lisztharmat rezisztenciajanak
genetikai vizsgalata azt mutatja, hogy a mutans mlo allél széles spektruma, tartos rezisztenciat
biztosit a korokozd ellen (Freialdenhoven et al. 1996). Ezt kés6bb Arabidopsisban
(Arabidopsis thaliana) (Consonni et al. 2006) és paradicsomban (Solanum lycopersicum)(Bai
et al. 2008) is igazoltak.

Az Mlo alapt rezisztencia pontos mechanizmusa még nem tisztazott. Sz6l6 esetében
Winterhagen et al. (2008) és Feechan et al. (2009) 17 feltetelezett Mlo gént azonositottak a
megszekvenalt V. vinifera (Jaillon et al. 2007, Velasco et al. 2007) genom felhasznalasaval.
Génexpresszios vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a VvMlo csalad tagjai kilonbozéképpen
valaszolnak a biotikus es az abiotikus stimulusokra. E. necator fert6zést kvetéen 14 VvMIo
gén irodott at kiilonb6zo szovetekben (hajtascstics, bimbo, virag és levél) és 2 mutatott
magasabb transzkripcios aktivitast. Filogenetikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy ez a két PM
fertézésre indukalodd VvMIo gén a paradicsomban (SIMlol) és az Arabidopsisban (AtMIo2,
AtMlo6, AtMlo12) mar korabban azonositott Mlo génekkel mutat rokonsagot.

2.6. A sz616 hagyomanyos rezisztencianemesitése

Magyarorszagon a sz6l6 rezisztencianemesitése 1949-ben kezd6dott a Szblészeti és
Boraszati Kutatd Intézetben, amelynek peronoszpdéraval, lisztharmattal és sziirke rothadassal
szemben rezisztens fajtak eldallitasa volt a célja, illetve, hogy levaltsak a gyenge mindségii
direkttermd szo6lofajtakat. A programot Kosinsky Viktor, majd Csizmazia D. Jozsef vezette
(Hajdu 2003). Rezisztenciagén-forrasként a franko-amerikai hibridek szolgaltak, amelyek
eldallitasahoz észak-amerikai vad sz6lofajokat hasznaltak fel (Kozma jr. 1999). Az észak-

amerikai Vitis fajok peronoszpora és lisztharmat rezisztencidja poligénikusan 6rokl6dik.
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Rezisztens szOl6fajtak eldallitasara kiilonféle keresztezési partnereket hasznaltak fel a
korabeli nemesit6k. Ilyen megkozelités pl. a direkttermd fajtak (amerikai X amerikai), a
rezisztens alanyfajtak (amerikai x amerikai) hasznalata, majd a rezisztens interspecifikus
(amerikai x europai) hibridek eldallitdsa. A direkttermd elnevezés azt jelenti, hogy ezeket a
fajtakat oltas nélkil is lehet termeszteni, gyokerlk ellendll a filoxéranak. Az amerikai
nemesitok vad Vitis fajokat hasznaltak fel a kiilonb6z6 keresztezésekhez: pl. V. aestivalis-t a
‘Herbemont’ fajtahoz, V. labrusca-t a ‘Concord’ és az ‘lzabella’-hoz, a “Taylor’ a V. riparia,
V. labrusca és a V. monticola hibridje, a ‘Noah’ a ‘Taylor’ magonca. Feltehetden a
direkttermdk feleldsek a lisztharmat, a peronoszpora és a filoxéra behurcolasaért Europaba. A
direkttermOk hatranya, hogy az ellenallosdg és a mindség negativ korrelacioban allnak
egymassal. Az EU-ban nem lehet a direktterm6kbdl bort késziteni (pl. ‘Noah’, ‘Izabella’,
‘Othello’, ‘Clinton’, ‘Herbemont’), sem bor eldallitas céljabol 0 sz6l6t telepiteni. Ennek oka
a bor gyenge mindsége, a jellegzetes in. poloskaize, és a borban 1év6 nagyobb pektintartalom,
ami az erjedés soran metil-alkoholla alakul at.

Az alany-el6allitas terén a francia, és a magyar nemesitok értek el nagy sikereket.
Ahhoz, hogy kotott talajon sz6l6t lehessen termeszteni, elkeriilhetetlen az alanyhaszndlat.
Francia nemesitési alapanyagbdl kiindulva Magyarorszagon a XX. szazad elején, Villanyban
Teleki Zsigmond, majd késébb fia, Teleki Sandor allitott eld értekes alanyfajtakat. A
legfontosabbak a V. berlandieri Planch. és a V. riparia Michx. keresztezésébdl szarmaznak. A
vilagon ma is legelterjedtebb magyar alanyfajta a ‘Berl. x Rip. T. 5C’. Keszthelyen a 70-es
években Bakonyi Kéroly és munkatérsai allitottdk eld a ‘Georgikon 28’ alanyfajtat, ‘Berl. x
Rip. T. K. 5BB’ alanyfajtakat V. vinifera-kal keresztezve. A fajta mésztiirése és filoxéraval
szembeni ellenalléséga kivalo, allamilag még nem elismert, torzskonyvezése az EU-ban
folyamatban van. Eurépaban még Németorszagban (Fuhr, C. Bérner nemesitok), Ausztridban
(F. Kober) és Franciaorszagban, Bordeaux-ban (R. Pouget) foglalkoztak alany-eléallitassal
(Hajdu 2003).

Az interspecifikus hibridek nemesitése Franciaorszagban indult el az XX. szdzad els6
felében, amerikai fajok és eurazsiai fajtdk keresztezésével. Ezek a termdhibridek jobb
mindségliek, mint a direkttermdk, illetve a gombas betegségekkel szemben (peronoszpora,
lisztharmat) ellenalloak voltak. A hibridek a nemesitdk neve és kiilonb6z6 kdédszamok alapjan
terjedtek el pl. Couderc nemesité keresztezései a ‘Couderc 503" (Szazszoros) és ‘Couderc
7120’, Baco fajtai a ‘Baco 1’ és ‘Baco 22’. A legszelesebb korben elterjedt interspecifikus
fajtdk a ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’-ok. Ezeket a hibrideket késdbb Magyarorszagon is

felhasznaltak Egerben, Kecskeméten rezisztens fajtak eldallitdsara. Seibel francia nemesitd
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hibridjei pl. ‘'S 4643’ (‘Roi des noirs’, ‘Pannonhalmi kék’), ‘S 4986° (‘Rayon d’Or’ vagy ‘Roi
des blanc’), ‘S 5279 (*Aurora’ vagy ‘Feri sz616’ — Magyarorszagon Orosz Ferenc termeszt6
terjesztette, innen kapta nevét), ‘S 7053’ (Bényei és Lérincz 2005). Ez utébbi fajtat tobb
nemesitd is felhasznalta sziil6partnerként rezisztens fajtdk létrahozasara, pl. ‘Seyve Villard’
fajtak (Franciaorszag), ‘Regent’ (Pedigréje: ‘Diana’ x ‘Chambourcin’ (‘Seyve Villard 12417’
X ‘Chancellor’=*Seibel 7053’; Németorszag). A ‘Seyve Villard’ fajtak kozil az ‘SV 12375’-6t
(fehér bort ado), az ‘SV 18315°-6t, és az ‘SV 12286°-ot (vords bort ado) kell kiemelni. Az
‘SV 12375 fajtat “Villard blanc’ néven termesztették Franciaorszagban, mindharom
gombabetegséggel (peronoszpora, lisztharmat, sziirkepenész) szemben ellenalld, szarmazasa:
56% V. vinifera, 3% V. labrusca, 30% V. rupestris, 6% V. berlandieri, 5% V. lincecumii
(Striem 2000). A “Villard blanc’ és a “Villard noir’ (‘SV 18315°) voltak a legelterjedtebb
‘Seyve Villard’ fajtak Franciaorszagban az 50-es években (Csepregi és Zilai 1988).

Magyarorszagon Egerben Csizmazia D. Jozsef és Bereznai Laszl6 allitott eld eldszor
rezisztens hibridfajtakat a ‘Seyve Villard 12286’ és a ‘Seyve Villard 12375 felhasznalasaval.
Kivalo minéségii V. vinifera fajtakkal (pl. ‘Csabagyongye’, ‘Géardonyi Géza’, ‘Medoc noir’,
‘Bouvier’) keresztezve hoztak létre a ‘Nero’, ‘Zala gydngye’, ‘Bianca’, ‘Gdcseji zamatos’
(‘Rita’), ‘Medina’, ‘Suzy’, ‘Lakhegyi mézes’ fajtakat. Kecskeméten Szegedi és munkatarsai
altal eléallitott interspecifikus hibridek a ‘Poloskei muskotaly’, “Teréz’, *Sarolta’ (KM. 309),
‘Eszter’ (R. 65), ‘Lidi’ (R.66), ‘Lilla’ (R.68). Kozma Pal és munkatarsai nevéhez fliz6dnek a
‘Duna gyongye’, ‘Viktoria gyongye’, ‘Csillam’, ‘Palatina’ fajtak.

Koleda Istvan és Tamassy Istvan az azsiai eredetli V. amurensis és V. vinifera
keresztezésébdl nemesitette a fagytlird €s peronoszporaval szemben ellenalld ‘Kunledny’ és
‘Kunbarat” fajtakat (utébbi nincs szaporitdsban) (Koleda 1968, Korbuly 1998). A V.
amurensis szarmazékair6l késébb kideriilt, hogy oligogénikus peronoszpora rezisztencidval
rendelkeznek.

A franko-amerikai hibridek és szarmazékaik felhasznalasaval igen nehéz keresztezéses
nemesitéssel egy genotipusban kombindlni a kiilonb6zd rezisztencidért és a jo mindségert
felelds géneket, mivel a mindségi tulajdonsagok is poligénikusan o6roklédnek. Emiatt a
nemesitok az elmult szaz év soran nem alkalmazhattak a visszakeresztezési modszert, hanem
a legjobb rezisztens hibrideket és fajtdkat egymas kozott keresztezték. igy lassu volt a
mindséget illetden a genetikai haladas.

A XX. szadzadban a szOlOrezisztencia nemesitésben a legjelentdsebb sikereket a francia

nemesitok érték el. Az 1960-as évek elején sz6l6teriiletiik tobb mint 30%-an termesztettek
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rezisztens fajtakat. Ezekben a fajtdkban az észak-amerikai Vitis fajokat (2n=38) hasznaltak
rezisztenciagén forraskent.

A M. rotundifolia (2n=40), amely szubtropusi vidékrél szarmazik (Florida, Mexikoi
0bol), kiemelkedden fontos ebben a vonatkozasban, mivel nemcsak a legfontosabb
gombabetegségekkel, hanem egyes baktériumokkal, filoxéraval és fonalférgekkel szemben is
immunis, illetve nagyfoka rezisztenciaval rendelkezik. Mind a lisztharmat (Bouquet 1986),
mind pedig a peronoszpora (Staudt és Kassemeyer 1995) elleni nemesitési programokba
bevontak (Kozma és Dula 2003, Merdinoglu et al. 2003).

A PTE Szélészeti és Borészati Kutato Intézet (Pécs) a nemesitési programjaba 1999-ben
vonta be a M. rotundifolia hibrideket, amelyeket Franciaorszaghol hoztak be.

A M. rotundifolia egy nagyhatdsi dominans lisztharmat rezisztenciagent/QTL-t
tartalmaz (Runl) (Pauquet et al. 2001), amely V. vinifera-val torténd visszakeresztezések
soran a mindségi fajtdkban is nagyfoku rezisztenciat biztosit. 1999-2002 kOzOtt
hibridcsaladokat allitottak el6 Pécsett a francia anyag felhasznalasaval, amelyben kombinaltak
a M. rotundifolia x V. vinifera BCs-et, a franko-amerikai hibrideket és a V. amurensis x V.
vinifera eredetii fajtakat. A M. rotundifolia dominans lisztharmat rezisztencidjanak és a kelet-
azsiai V. amurensis oligogénikusan 6rokl6do peronoszpoéra rezisztencigjanak kombinalasa a
rezisztencia-nemesitési  programban jelentdsen megndvelte a szO6l6 keresztezéses
nemesitésenek hatékonysagat.

Ezeknek a keresztezéseknek nemcsak a sikeres (rezisztens és kivaldo mindségii) fajtak
elallitaisaban van jelentdségiilk, hanem a genomikai kutatasokhoz nélkilozhetetlen
térképezési populaciok szerepet is betoltik, molekularis marker térképek szerkesztését és
ismeretlen rezisztenciagén l0kuszok azonositasat is lehetové teszik.

Az utobbi idében a rezisztencia-nemesitok tavol-keleti, foként kinai vad Vitis fajokra
figyeltek fel, melyek lisztharmatra vagy peronoszpoérara rezisztensek pl. V. amurensis, V.
romanetii, V. piazezkii, V. davidii, V. liubanensis (Wan et al. 2007). A rezisztencia tipusa még
nem ismert ezeknél a fajoknal, ezeken a teruileteken a lisztharmat és peronoszpora gomba nem
Oshonos, tehat nem lehet sz0 gazda rezisztenciarol. Nagymértékli variabilitas talalhato a
rezisztencia és a fogékonysag mértékében az egyes genotipusok, fajok kozott, a rezisztencia
mechanizmusanak megismerése még tovabbi kutatasokat igényel. A V. vinifera mas Vitis
fajokkal keresztezhet6. A Mediterranum és a Kozel-Keleti V. vinifera fajtak &ltalaban
fogékonyak az Amerikaban 6shonos patogénekre, de a foldrajzi elszigetelodés kovetkeztében

kialakulhatott specifikus, nem-gazda rezisztencia az egyes helyi fajtakban.
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2.7. Molekularis rezisztencianemesités szélében

A markerekre alapozott szelekcio (MAS) nagymértékben gyorsithatja a megfeleld
rezisztencia-forrasokbol szarmazo rezisztenciagének beépitesét (introgresszidjat) az értékes,
J6 mindségl fajtakba. A rezisztenciagénekkel egyiitt hasado (koszegregalo) kapcsolt markerek
a vad fajokbol szarmazé rezisztenciagének nemes fajtdkba torténd bevitelének gyorsitdsa
mellett, a V. vinifera fajtakban is eldsegiti kedvezo allél-tarsulasok, haplotipusok felfedezését.
A markerekre alapozott szelekcid nemcsak gyorsitja a megfelelé forrasokbol szarmazd
rezisztenciagének beépitését az értékes, jO mindségli fajtakba, hanem egyszerlien
nélkuldzhetetlen azokban az esetekben, amelyekben azonos fenotipusos hatasu, de kiilonb6z6
rezisztencia gének kombindalasa a cél.

A molekularis markereket sikerrel alkalmazzak a sz616fajtak azonositdsdban, szarmazasi
vizsgalatokban, kapcsoltsagi térképek szerkesztésében.

Napjainkban a mikroszatellit (SSR — Simple Sequence Repeat) markerek felhasznalasa a
legelterjedtebb. A mikroszatellitek 1-6 nukleotidbdl allo tandem ismétlddések, jellemzdjiik a
nagyfokil szekvencia polimorfizmus, a genomban nagy szamban fordulnak eld,
kodominansak, mendeli modon 6roklodnek. Az elsé sz6l6 mikroszatellit markereket Thomas
¢és Scott irtdk le (VVS marker készlet) (Thomas és Scott 1993). A sz616 mikroszatellitek egyre
novekvé szama (Bowers et al. 1996, Arroyo-Garcia és Martinez-Zapater 2004, Adam-
Blondon et al. 2004) az SSR markerek alkalmazasi korének béviilését is maga utan vonta. A
mikroszatellit markerek megbizhato fajtaazonositast, genotipizalast tesznek lehetévé (Cipriani
et al. 1994, Kiss et al. 2003, Bisztray et al. 2005, Halasz et al. 2005), szarmazas
vizsgalatokban is eredményesen alkalmazhatdéak (Bowers et al. 1999, Regner et al. 2000,
Kozma et al. 2003).

Az els6 sz616 térképezési munkat Lodhi et al (1995) készitették el, amerikai genotipusok
felhasznalasaval, mint példaul a ‘Cayuga white’ és ‘Aurora’. A térkép RAPD markereken
alapult. Dalbd és munkatarsai (Dalbo et al. 2000) a RAPD markerek mellett mikroszatellit és
AFLP markerekkel is térképezett. A kezdeti térképezési munkakban a modell keresztezési
populaciok még nem voltak tal nagyok, mintegy 50-80 egyedbdl alltak (Lodhi et al. 1995,
Dalbd et al. 2000, Grando et al. 2003). Fischer et al. (2004) szerint QTL-ek térképezéséhez
lehetleg nagyszaml egyedbdl allo keresztezési populdcidt kell haszndlni, bar a szdlo
esetében, mint a tobbi fasszard novénynél is, ennek vannak gyakorlati akadalyai.

Az elsé genetikai térképeket foként dominans markerek (RAPD, AFLP) segitségével
szerkesztették (Dalbo et al. 2000, Doligez et al. 2002, Grando et al. 2003, Fischer et al. 2004,
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Doucleff et al. 2004). Ezek a markerek bar gyors térképezést tesznek lehetévé, nem vihetok at
mas genotipusokra, illetve a kiilonboz6 térképek nehezen Osszehasonlithatoak (Adam-
Blondon et al. 2004). Azzal a céllal, hogy a sz0l6 genetikai kutatdsokban felhasznéalhato
kodominans markereket fejlesszenek, 21 kutatocsoportbdl allé nemzetkdzi konzorciumot
hoztak Iétre. Feladatuk sz6l6 mikroszatellit alapti markerek azonositasa volt (VMC, Vitis
Mikrosatellite Consortium, AGROGENE, Moissy Cremayel, France). Munkajuk soran tobb
mint 350 VMC markert fejlesztettek és ezekkel az Uj SSR markerekkel létrehoztak a ‘Rizling’
X ‘Cabernet Sauvignon’ keresztezésen alapuld nemzetkozi referencia kapcsoltsagi térképet
(Riaz et al. 2004). Két tovabbi mikroszatellit alapu marker készletet fejlesztettek
Olaszorszagban (UDV, Di Gaspero et al. 2005) es Franciaorszagban (VVI, Merdinoglu et al.
2005). Adam-Blondon et al. (2004) egy masodik, reszletesebb kapcsoltsagi térkepet hoztak
létre, a VMC és a VVI markerek egyuttes felhasznalasaval.

A mikroszatellit markerek nagyfokd polimorfizmusa lehetdvé teszi, hogy mar néhany
SSR marker segitségével elkiilonithetéek az egyes fajtak, bar kozeli rokonok esetében ennél
tobbre is sziikség lehet. Tovabbi elemzésekkel, meghatarozott kapcsoltsagi térképek
segitségével, olyan markerek kivalasztasa is lehetévé valt, amelyek kapcsoltan 6roklédnek
fontos tulajdonsagok génjeivel. A QTL (Quantitative Trait Locus) analizis segitségével fajok
és fajtak kozotti keresztezésekben szamos jelleget, rezisztenciat meghatarozo genetikai régiot
lehet azonositani. Amennyiben a térképezett marker és lokusz elég kodzel vannak egymashoz,
tehat a marker kapcsoltan 6roklodik a tulajdonsagot meghatarozo 10kusszal, a DNS marker
felhasznalhat a jelleg (pl. rezisztencia) meglétének bizonyitasara mar a fiatal névények korai
fejlodési stadiumaban. Ilyen eredményeket értek el nematdda rezisztencia (Walker és Jin
2000), lisztharmat (Pauquet et al. 2001, Donald et al. 2002) és peronoszpoéra (Luo et al. 2001,
Zyprian 2003) esetében is. Szamos amerikai sz616 faj (V. labrusca, V. rupestris, V. riparia)
részben vagy teljesen rezisztens a lisztharmattal és a peronoszpdraval szemben, mig a V.
vinifera fogékony. A Bouquet altal 1986-ban elballitott M. rotundifolia x V. vinifera
hibridcsaladokat vizsgalva, rezisztencia génnel kapcsolt AFLP markereket hataroztak meg
Pauquet és munkatarsai (Pauquet et al. 2001). Az els6ként tanulmanyozott rezisztencia
I6kusz, a Muscadinia nemzetségbe tartozé M. rotundifolia Runl génje volt (Pauquet et al.
2001, Donald et al. 2002), a Runl lokuszt a 12-es kapcsoltsagi csoportba térképezték (Barker
et al. 2005). Paquet et al. (2001) szerint a 16kuszban taldlhatdo gének feleldsek a penetracio
helyén 1évo epidermisz sejtek gyors elhalasaért.

Donald et al. (2002) 28 rezisztencia gén analégot (RGA) azonositottak, melyek kozil

harmat talaltak a Runl I6kusszal szorosan kapcsoltnak. Ezek a markerek, amelyek a Runl-
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gyel egyitt hasadnak, homol6giat mutatnak mas ndvények rezisztencia génjeivel: NBS
(Nucleotide-Binding Site = nukleotid koté hely) és LRR (Leucine-Rich Repeat = leucin
gazdag ismétlddések) konzervativ régiok (Meyers et al. 1999). A GLP1-12 dominans RFLP
marker, ami egy 1,6 kb méretli ECORI fragmentummal hibridizalt, amelyet csak a rezisztens
genotipusokban taldltak. Az MHD145 marker egy 2,2 kb méretii fragmentummal hibridizalt, a
fogékony egyedekbdl ez a fragmentum hidnyzott. Az MHD9S8 egy 5 kb ¢és egy 3,5 kb méretli
EcoRI fragmentummal hibridizalt a rezisztens genotipusoknal, mig a szenzitiv egyedeknél
csak a 3,5 kb méretii fragmentum volt megtaldlhatd. Az MHD98 markert 2,4 cM tavolsagra
térképezték a Runl I6kusztol.

Az elmalt években Donald et al. (2002) mellett Di Gaspero és Cipriani (2002, 2003) is
izolaltak NBS-LRR géneket. A ndvényi rezisztencia gének tébbsége az NBS-LRR gének
csaladjaba tartozik. Minimum harom strukturalis doménjuk van: C-terminalis leucinban
gazdag ismétl6dé régio (LRR), kozponti nukleotidk6tdé hely (NBS), N-terminalis Toll-
interleukinl receptor (TIR) domén vagy coiled-coil (CC) motivum. Ez utobbi domén felel6s
azért, hogy a kodolt fehérje antitestként viselkedjen a patogéntdl szarmazéd effektorokkal
szemben, ami aktivizalja a ndvényben a védelmi mechanizmusokat. CC-NBS LRR gének
talalhatok az Osszes zarvatermd novényben, mig a TIR-NBS-LRR gének csak a kétszikil
fajokban (Bai et al. 2002). A sz6ldben mindkét tipus megtalalhato (Di Gaspero és Cipriani
2003). Ennek a nagy géncsaladnak tobb szaz tagja van, amelyek feleldsek a ndvényi vélasz
beinditasaért, kaszkadrendszereken keresztiil, a patogén észlelésétdl a hiperszenzitiv reakcid
kovetkeztében bekdvetkezd sejthaldlig (Monosi et al. 2004). A géncsalad tagjai altaldban
klaszterekbe tomoriilnek, a kromoszéman elfoglalt helyiik konzervalddott a kiilonbozd
taxonokban (Di Gaspero et al. 2007).

A rezisztencia génekkel kapcsolt markerek azonositasat nemcsak molekularis marker
térképek segitik, hanem az a kiemelked? jelentségii eredmény is, hogy 2007-ben publikaltak
a sz016 teljes genom szekvenciajat (Jaillon et al. 2007, Valesco et al. 2007). A rezisztencia
génekkel kapcsolt markerek azonositasa alapvetd jelent6ségii, ugyanakkor lehetévé teszi
mindségi tulajdonsagokat determinalo génekkel vald kapcsoltsag meghatarozasat is.

Barker et al. (2005) a lisztharmat rezisztenciaért felelés Runl rezisztenciagént
térképezték. Munkajuk soran harom populaciét alkalmaztak: Mtp 3294 (VRH3082-1-42 x V.
vinifera ‘Cabernet Sauvignon’) 161 egyedét, Mtp3322 (VRH3176-21-11 x V. vinifera
‘Cabernet Sauvignon’) 419 egyedét es a Mtp3328 (V. vinifera “Marselan’ x VRH3082-1-49)
416 egyedét vizsgaltdk. A VRH hibridpopulaciok mind rezisztensek a lisztharmatra, és

hordozzadk a Runl rezisztencia gént. BAC (bakterialis mesterséges kromoszoma) kdnyvtarat
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hoztak létre Ugy, hogy genomi DNS-t izolaltak rezisztens V. vinifera novényekbél, melyek
hordoztak az introgresszalodott Runl gént. Ezzel a munkéaval hisz Gj genetikai markert
azonositottak, amelyek szorosan kapcsoltak a Runl génhez. Lokalizacigjat finomitottak: a
VMCA4f3.1 SSR marker és a CB292.294 primerek (BAC konyvtar alapjan tervezett) kozé
térképezték (3. abra). Ezt a régidt két rezisztencia gén analdog (RGA) csalad —-a GLP RGA
csalad és az MHD RGA csalad- hatarolja. Az MHD és GLP gén csaladok NBS (nukleotid
kot6 helyek)- LRR (leucinban gazdag régid) fehérjéket kodolnak.

CB191.192 CB69.70 CB137.138
284 bp 157 bp 277 bp
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3. abra: A Runl gén fizikai térképe (Barker et al. 2005).

A genetikai és fizikai térképezés adatait dsszehasonlitva azt talaltdk, hogy a Runl
kozelében a rekombinacio igen csekély, valosziniileg az M. rotundifoliabdl szarmazo,
introgresszalodott kromoszdma rész miatt.

Csokkent rekombinacios gyakorisagot figyeltek meg buzaban, arpaban és nyarfanal a
rezisztencia lokusz koril, ha az introgresszidval jutott be a genomba egy rokon fajbél (Wei et
al. 1999, Stirling et al. 2001, Neu et al. 2002). Barker et al. (2005) szerint az Mtp 3294
populécidoban a VMCl1g3.2, a VMC413.1 és a VMC8g9 markerek kapcsoltan 6roklodnek a
Runl rezisztencia génnel. A VMC8g9 teljesen koszegregal a Runl-gyel, mig a VMC4f3.1 0,6
cM, a VMC1g3.2 4,4 cM tavolsagra talalhatoak.

Merdinoglu et al. (2003) BC, hibridpopulaciot vizsgaltak (M. rotundifolia x V.
vinifera), peronoszpora rezisztencia QTL-t térképeztek a 12-es kapcsoltsagi csoportra, melyet
Rpv1-nek (Resistance to Plasmopara viticola) neveztek el. Mivel a M. rotundifolia nemcsak a

peronoszpoérara rezisztens, hanem a lisztharmatra is (Bouget 1986), célul tizték ki a két
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rezisztencia gén kozotti, feltételezett kapcsoltsdg bebizonyitasat. Ugyanazt a BC,
hibridcsaladot mindkét betegség korokozojaval fertézték (Erysiphe necator, Plasmopara
viticola), az eredmeényeket értékelték. Pozitiv korrelaciot talaltak a két rezisztencia
oroklodésében, a kapcsoltsagi analizis alatamasztotta, hogy az Rpvl peronoszpora
rezisztenciagén szorosan kapcsoltan oroklédik a Runl lisztharmat rezisztencia génnel
(Merdinoglu et al. 2003). Dry et al. (2010) toébb, mint 5000 BC (back cross) utdd
vizsgalataval sem talalt egyetlenegy rekombindnst sem, igy feltételezhetd hogy vagy egyetlen
gén felelds a rezisztencidért, vagy a két gén ugyanabban a gén klaszterben (csoportban)
talalhato.

Eibach et al. (2007) a VRH 3082-1-42 x ‘Regent’ hibridpopuléciét vizsgaltak
molekularis markerekkel. A VRH 3082-1-42 hibrid tartalmazza a lisztharmat rezisztenciaért
felel6s Runl gént, és a peronoszpdra rezisztenciaval kapcsolt Rpvl gént. Mindkét rezisztencia
gén a M. rotundifolia-bdl szarmazik (Bouquet et al. 2000). A ‘Regent’ egy U] fajta, ami
kvantitativ rezisztenciat hordoz mind a lisztharmat, mind a peronoszporaval szemben (Eibach
és Topfer 2003), Németorszagban kereskedelmi forgalomban van. Az F; populécié 119
egyedét vizsgaltak Runl, Rpvl, lisztharmat QTL és peronoszpora QTL kapcsolt molekularis
markerekkel. A fenotipizalasi adatok alapjan (levélkorong mesterséges fertézése
peronoszpora, €s liveghdzi természetes fertdzés lisztharmat esetén) 20 genotipus nem mutatott
fertdzési tiineteket. A marker alapt szelekcionak kdszonhetden ki tudtak valogatni azt a négy
genotipust, amelyek mindkét sziil6t6l szarmazo lisztharmat és peronoszpora rezisztencia
géneket (Runl, Rpvl), illetve QTL-eket tartalmazza. A molekularis markerek tehat
kiemelkedd fontossaguak a poligénikusan 6rokl6dd tulajdonsdgok vonatkozasaban is, mint
példaul a rezisztencia. A ndvénynemesités szemszogebol kiemelkedd jelentdségi a kiilonbozo

eredetll rezisztencia gének kombindldsa egy Uj fajtaba, ezzel biztositva a tartos rezisztenciat.

2.7.1. Amerikai Vitis fajok alkalmazasa a rezisztencia nemesités soran

A gombabetegségeknek ellenadlld rezisztenciaforrasok altaldban azokban foldrajzi
régiokban talalhatok, ahol a patogén populacidk és a gazdandvény evollcidja kozésen ment
végbe. A szOlénemesitdk lisztharmat rezisztencia forrasként az Eszak-Amerikdban 8shonos
sz016 genetikai bazist tanulmanyoztak, majd késébb alkalmaztak a rezisztencia nemesités

soran.
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A nemesitéssel parhuzamosan, a PM rezisztencia genetikai alapjat is vizsgaltak ezekben
a Vitis fajokban, beleértve a V. cinerea-t és a V. rupestris-t (Dalbo et al. 2001), valamint a
komplex hibrideket, amelyeket a V. aestivalis, V. berlandieri, V. cinerea, V. labrusca, V.
lincecumii, V. riparia és a V. rupestris felhasznalasaval allitottak el6 (Fischer et al 2004).

Dalb¢ et al. (2001) a marker alapu szelekcié hatékonysagat vizsgaltak, PM f6 QTL-lel
kapcsolt molekularis markerek alkalmazasaval. ElsO 1€pésben genetikai térképet hoztak létre a
‘Horizon’ x “lllinois 547-1" hasadd populacio felhasznalasaval, ahol az utobbi sziil6i partner
egy fajhibrid, a V. rupestris Scheele x V. cinerea Engelm. keresztezésébdl szarmazik. A
rezisztens sziildpartnerben, az ‘lllinois 547-1’-ben a f6 QTL 41%-ban felelds a rezisztenciaért.
Hasadd populacio szegregacios analizisevel (BSA) egy RAPD és egy AFLP marker mutatott
szoros kapcsoltsagot a lisztharmat rezisztencidval. Ebbdl a két markerbdl CAPS (cleaved
amplified polymorphic sequence) markereket fejlesztettek, ami kodominans marker, tehat
kovetni tudjdk a PM QTL szegregacidjat a hasadé populacidban. Tdobb keresztezésen
tesztelték a markert, mely hibridpopulaciokban mindig szerepelt sziiléi vagy nagysziiloi
szinten a ‘lllinois 547-1" rezisztens fajta. Eredményeik azt mutattdk, hogy a markerek
szorosan kapcsoltak a rezisztenciaval, tehat alkalmazhatéak marker alapu szelekciora.

Fischer et al. (2004) ‘Regent’” x ‘Lemberger’ keresztezés alapjan szerkesztettek
genetikai térképet, amelyen 429 molekularis markert helyeztek el. A ‘Regent’ fajta tobbsz6ros
gomba rezisztenciat tartalmaz, mely poligénikusan Oroklédik, mig a ‘Lemberger’
hagyomanyos érzékeny fajta. Osszesen 185 AFLP, 137 RAPD, 85 SSR és 22 SCAR marker
felhasznalasaval készitették el a kapcsoltsagi térképet. Lisztharmat f6 QTL-t térképeztek a 16-
os kapcsoltsagi csoportra, és peronoszpora f6 QTL-t a 9-es és minor QTL-t a 10-es
kapcsoltsagi csoportra. A fertdzési tiineteket tobb mint harom éven keresztiil felvételezték,
leveleken és bogydkon. A fenotipizalast tobbféle mddszerrel végezték: szamoltdk a gomba
altal okozott nekrozisok szamat, megadtak a karosodott levélfeliilet szazalékat, illetve az OIV
(Office International de la Vigne et du Vin, Paris, France; Anonymous 1983) skala szerinti
pontozast is alkalmaztak. A gomba rezisztenciaval kapcsolt QTL-eken feliil azonositottak
még bogydéréssel, bogyomérettel és a vitorla ndvekedésével kapcsolatos QTL-eket.

Akkurt et al. (2007) 6, lisztharmat (major) QTL-hez kapcsolt RAPD marker (Fischer et
al. 2004) alapjan SCAR markereket fejlesztettek. Az altaluk hasznalt tesztpopulécid szintén a
‘Regent’ (rezisztens) x ‘Lemberger’ (szenzitiv) keresztezés utodnemzedéke volt. A RAPD
soran nyert fragmentumokat klonoztak, majd szekvenaltdk. Azokat a SCAR markereket,
amelyek specifikus savokat szaporitottak fel a vart mérettartomanyban (az eredeti RAPD

markerek alapjan), mind a ‘Regent’ x ‘Lemberger’ F; utédpopulécié egyedein, mind tovabbi
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mas szenzitiv illetve rezisztens genotipusokon, keresztezések utdédnemzedékein is
tovabbtesztelték. Két olyan SCAR markert talaltak, a SCORA7-760-at és a SCORN3-R-t,
amelyek tdlnyomorészt (LOD>6.0) a rezisztens egyedekben szaporitott fel specifikus
fragmentumot, tehat korrelaciot mutatott a lisztharmat rezisztenciaval. A ScORA7-760
markert ajanljdk marker alapl szelekciora. A marker lehet6vé teszi a génhalmozast,
kiilonboz6 genetikai forrasokbdl szarmazo lisztharmat rezisztencia gének kovetését.

Akkurt et al. (2007) az Aéltaluk fejlesztett ScORA7-760-at és ScORNB3-R-t
visszatérképezték az eredeti kapcsoltsagi csoportra, ami a f6 (major) lisztharmat QTL-t nagy
statisztikai pontossdggal (LOD>6.0) tartalmazza. Az IGGP (International Grape Genome
Program) (www.vitaceae.org) altal kiadott nemzetkdzi nomenklatira szabalyaival
egyetertésben ezt a kapcsoltsagi csoportot 15-6s kapcsoltsagi csoportnak jelolték meg (4.
abra). A SCORA markerek helyzeti elcsiszasat az eredeti RAPD markerekhez viszonyitva a

SCAR markerek nagyobb foku specifikussaga, megbizhatdsaga okozhatja.
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4. abra: A SCAR markerek elhelyezkedése a 15-6s kapcsoltsagi csoporton (korabban 16-0s,
Fischer et al. 2004 alapjan) (Akkurt et al. 2007).
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Welter et al. (2007) Fischer et al. (2004) kapcsoltsagi térképét felhasznalva integralt
térképet hoztak letre, 14 lisztharmat és peronoszpodra rezisztencidval kapcsolt RGA-val,
harom SCAR (Akkurt el al. 2007) és 122 mikroszatellit markerrel kiegészitve. Lisztharmat és
peronoszpéra QTL-eken Kkivul levél morfolégiai tulajdonsdgok QTL-jeit is vizsgaltak.
Megero6sitették Akkurt et al. (2007) eredményeit, miszerint a 6 lisztharmat QTL (Ren3) a 15-
0s kapcsoltsagi csoporton talalhatd. F6 peronoszpora QTL-t azonositottak a 18-as
kapcsoltsagi csoporton (Rpv3), és egy minor QTL-t (Rpv4) a 4-esre (1. tablazat).

Az észak-amerikai sz616 fajok gazda (Chost’) rezisztencidt hordoznak a P. viticola-val
(DM) szemben is. Ez a rezisztencia-mechanizmus akkor 1ép miikddésbe, amikor a
hausztérium kapcsolatot létesit a mezofillum sejtek membranjaval (Diez-Navajas et al. 2008,
Jurges et al. 2009). Az észak-amerikai fajok rezisztens genotipusain a P. viticola teljes
életciklusa végbemegy, de a sporangiumtartok alacsonyabb aranyban nyilnak fel, azaz a
sporulacid kisebb mértékii, mint a szenzitiv egyedeknél. A védekezés beindulasanak ideje és
intenzitdsa azonban erdsen genotipusfiiggo.

Bellin et al. (2009) a ‘Bianca’ fajta *“Villard blanc’-t6l 06rokolt peronoszpora
rezisztencidjanak fenotipusos és genetikai elemzését végezték a ‘Chadonnay’ x ‘Bianca’
keresztezés utddpopulacidjanak felhasznalasaval: QTL analizissel, valamint kvantitativ és
kvalitativ komponensek térképezésével (névényi reakcid, patogén fejlodése). A peronoszpora
rezisztencia fenotipusos hasadasanak vizsgalata a ‘Bianca’ fajtaban, egy dominans allél
azonositasat eredményezte az Rpv3 lokuszban. A ‘Bianca’ fajta, és az utddok 59%-a
heterozigota a dominans allélre, ami felelds a fertézést kovetden 2 napon beliil kialakuld
hiperszenzitiv reakcidért. Az Rpv3 lokuszt korabban a rokon ‘Regent’ fajtdban mar
azonositottdk (Fischer et al. 2004). A ‘Regent’ és a ‘Bianca’ pedigréjeben egyarant
megtalalhatéak ‘Seyve Villard’ és ‘Seibel’ fajtik, amelyek vad Vitis fajokra vezetheték vissza
(V. labrusca, V. rupestris, V. riparia, V. aestivalis var. lincecumii, V. cinerea és V.
berlandieri). A 4 even at megfigyelt és felvételezett adatok alapjan a QTL-t nem tudték stabil
pozicioba térképezni, illetve a megbizhatosagi intervallum igen széles volta miatt a szerzok
feltételezték, hogy az Rpv3 ldkuszban tobb funkcionalis gén is talalhaté (Welter et al. 2007).
Ugyanez az allél, vagy egy masik funkcionalis rezisztencia gén/allél lehet a “Villard blanc’
Rpv3 I6kuszaban (Zyprian et al. 2005). A ‘Regent’ és a “‘Villard blanc’ genetikai térképei
alapjan nem volt egyértelmi, hogy vajon az Rpv3 QTL egy, a M. rotundifolia eredetii Rpv2
géntdl (Wiedemann-Merdinoglu et al. 2006) kiilonbdz6 rezisztencia gén, vagy a QTL egyik
allélja, vagy kis fizikai tavolsagon beliil talalhato kapcsolt génekrdl van szo, amelyek mind a

M. rotundifolia-ban, mind a Vitis-ben miikodéképesek.
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Bellin et al. (2009) genetikai térképezéssel el tudtak kildniteni a HR kvalitativ jellegen
alapulo Rpv3 I6kuszt a M. rotundifolia-ban térképezett Rpv2-t6l. Blast elemzéssel a PN40024
szekvencian (Jaillon et al. 2007) két egymastol elkiiloniilé régiot azonositottak,
megkdzelitéleg 1,5 Mbp-nyira a 18-as LG-n.

Kisebb hatdsu QTL-eket is azonositottak, ami arra utal, hogy a rezisztencia
mechanizmusa kialakulasanak kiilonb6z6 1épéseit szamos genetikai faktor befolyasolja. Olyan
QTL-eket is azonositottak, amelyek a szignifikancia kuszobértéek alatt, illetve felett
ingadoztak a 7-es kapcsoltsagi csoportra V. riparia-ban (Marguerit et al. 2009), és “Villard
blanc’-ban (Zyprian et al. 2005). Minor QTL-eket térképeztek a 9-es kapcsoltsagi csoportra V.
riparia-ban (Marguerit et al. 2009) és a “‘Regent’ fajtaban a 4-es és 5-0s kapcsoltsagi csoportra
(Welter et al. 2007) (1. tablazat).

Bellin et al. (2009) pszeudo back-cross stratégiat alkalmazva térképezték a HR l6kuszt,
a ‘Bianca’ sziil6 esetében 312, a ‘Chardonnay’ esetében 289 SSR marker segitségével. A
hiperszenzitiv rezisztenciaért felelés 16kuszt a 18-as kapcsoltsdgi csoport disztalis részére
térképezték, az UDV305 és a VMC7F2 SSR markerek kozé. Ez a tavolsag 2,9 cM-t fed at.

Az Rpva3 allél tovabbi fenotipusos hatasa a gazda (’host’) rezisztencia eredményeképpen
megjelend nekrozisok mellett, hogy a patogén ,teljesitményét”, terjedését csokkenti. Bellin et
al. (2009) megfigyelték, hogy az Rpv3 rezisztens allélja a patogén késobbi fejlodését is
hatranyosan befolyasolta. Hasonlo tipust gazda reakcid volt megfigyelheté a ‘Solaris’
fajtdban (Gindro et al. 2003). A ‘Bianca’ 7-es kromoszomjan talalhatd minor QTL a felel6s a
patogén ndvekedésének és sporulacidjanak mértékéért, ami megmagyarazza a fenotipusos
variancia fennmarado részét. A genetikai kontroll ilyen jellegl felépitése egybeesik a sz616
peronoszpodra rezisztencidja kutatasainak korai feltételezéseivel, miszerint az észak-amerikai
tovabbi kvantitativ komponensek befolyasoljak a patogén fejlddését a késdbbi fazisokban
(Boubals 1959).

A 18-as kapcsoltsagi csoport disztalis része, ahova az Rpv3 lokuszt is térképezték TIR-
NBS-LRR génekben gazdag (Di Gaspero et al. 2007). A HR I6kusszal szomszédos UDV305
SSR marker egy olyan fizikai ’contig’-on talalhatd, ami NBS-LRR géneket tartalmaz
(Moroldo et al. 2008). Az a tény, hogy a rezisztencia HR-en alapul, és az Rpv3 I6kusz NBS-
LRR genklaszterben talalhato, felveti a lehet6ségét, hogy a ‘Bianca’ peronoszpdra
rezisztenciaja rassz-specifikus. A ’gen-a-génnel’ szembeni gazda rezisztencia attérhetd, egy
virulens torzs kikerulheti a gazdanovény felismeréd mechanizmusat, ahogy az a ‘Regent’ fajta
(Kast et al. 2001), majd késobb a ‘Bianca’ esetében is eléfordult (Peresotti et al. 2010). Cadle-
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Davidson et al. (2008) kiilonbozo Vitis fajokat (V. acerifolia, V. aestivalis, V. amurensis, V.
cinerea, V. labrusca, V. palmata, V. riparia, V. romanetii, V. rupestris, V. vulpina, stb.) és
interspecifikus hibrideket vizsgaltak, mind természetes, mind mesterséges (levélkorong
fert6zés) peronoszporafertézést kovetden. Eredményeik azt mutatjdk, hogy tobb faj
genotipusai rezisztensek egyetlen izolatumra, de mar nem mutatnak ellenallésagot egy
masodik izolatummal szemben. Az észak-amerikai fajok peronoszpéra rezisztencidja tehat
rassz-specifikus.

Peressotti et al. (2010) Csehorszagban, Ledniceben azonositottak olyan P. viticola
izolatumot, ami attdrte a ‘Bianca’ peronoszpora rezisztenciajat. Ez volt az els6 alkalom, hogy
olyan P. viticola izolatumot talaltak, amely attorte a monogénes rezisztenciat, bizonyitva,
hogy egy Uj rasszal szemben a rezisztens fajta vedtelenné véalhat. Peresotti et al. (2010)
eredményei felhivjak a figyelmet a kiillonboz6 rezisztencia gének kombinaldsanak
fontossagara, mellyel tartos rezisztencia érhetd el. Tartds rezisztencia elérése kiilondsen
fontos az éveld ndvényfajok esetén, mint amilyen a sz6l6 is, hiszen legalabb 30 évig
termesztésben marad szabadfoldon. A nemesitési programoknak nemcsak arra kell
torekednitik, hogy a rezisztencia hatékony legyen, hanem arra is, hogy allandé és tartds
maradjon, annak ellenére, hogy a patogének folyamatos evoltcion mennek keresztiil.

A nagyfoku heterozigozitast mutatd ndvényeknél, mint a sz616nél is, az un. ’double
pseudo-testcross’ stratégiat alkalmazzak genetikai térképek létrehozasara (Grattapaglia és
Sederhoff 1994). A mddszer 1ényege, hogy mindkét sziild genetikai térképét elkészitik, kiilon-
kilon. A kodominans markerek, mint amilyenek a mikroszatellit markerek lehet6vé teszik,
hogy egyetlen integralt térképet allitsanak eld a két sziildi térképbdl. Tovabba lehetdség nyilik
arra, hogy konszenzus térképet szerkesszenek tobb kiillonbozd térképezési populacio
adatainak integrélasaval. Napjainkig a legrészletesebb integralt sz6l0 genetikai térképet
Doligez et al. (2006) szerkesztette meg. A konszenzus térképet 6t hasadd populacio genetikai
térképe alapjan allitottak 6ssze, 439 primer par alkalmazasaval, melybol 426 SSR, és 13 mas
tipusu PCR marker. Vezulli et al. (2008) is integralt térképet allitott el6 5 elit fajta (‘Syrah’,
‘Pinot noir’, ‘Grenache’, ‘Cabernet Sauvignon’ és ‘Riesling’) 3 hasadd populacidjanak
felhasznalasaval. A 283 SSR marker mellett 501 SNP (’single-nucleotide polymorphism”)
alapt markert helyeztek el a térképen, az egyes l6kuszok kozatti atlagos tavolsag 1,27 cM.

Di Gaspero et al. (2007) kapcsoltsagi térképet szerkesztett, melyre 420 mikroszatellit
markert és 82 rezisztencia gen analogot (RGA) helyeztek el. A térképezési populacio két
pszeudo-tesztkeresztezés volt: ‘Chadonnay’ x ‘Bianca’ és ‘Cabernet Sauvignon’ x ‘20/3’, ahol

a V. vinifera volt az anya, és a Vitis hibrid a pollenadé apa. Az apaként hasznalt fajtak
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interspecifikus hibridek, a ‘Bianca’ a komplex hibrid “Villard blanc’ és a V. vinifera ‘Bouvier’
keresztezésébol szarmazik (Csizmazia és Bereznai, 1968), mig a ‘20/3” a ‘Bianca’ és ‘SK77-
4/5’ keresztezésbol (Kozma 2000). Az *‘SK77-4/5" a V. amurensis eredetii ‘Kunbarat’ (Koleda
1975) és a V. vinifera ‘“Tramini’ keresztezése (Cindric et al. 2000). A térképezéshez hasznalt
populaciok az interspecifikus hibrideknek koszonhetéen lisztharmat és peronoszpéra
rezisztenciat hordoznak. A két tesztpopuléacié szimultan térképezése, és az hogy a rezisztens
szlil6i partnerek tavoli rokonok, lehetové tette, hogy a tesztelt markerek 91%-at térkepezni
tudtdk. Az integralt térkép 19 kapcsoltsagi csoportbol all, ami megfelel a szl haploid
kromoszomaszamanak. A teljes hossza 1676 cM és a szomszédos ldkuszok kdzotti atlagos
tavolsag 3,6 cM. Az SSR markerek véletlenszeriien oszlottak el a térképen, mig az RGA
markerek tobbsége (83%-a) klaszterekbe rendezédve hét kapcsoltsagi csoporton helyezkedtek
el: a 3-as, 7-es, 9-es, 12-es, 13-as, 18-as és 19-es LG-n. Toébb RGA klasztert is azokhoz a
kromoszoma régiokhoz térképeztek, ahol mar korabban kiilonbozé hasadd populaciokat
vizsgalva taldltak fenotipusosan is megjelend rezisztencidkat: gomba (peronoszpora,
lisztharmat), baktérium (Pierce-betegség), és kartevé (filoxéra). Az az eredmény, hogy
nagyszamu RGA-t integraltak az uj térképre, a jovoben el fogja segiteni a kiilonb6zo

korokozokkal és kartevokkel szembeni rezisztencidkkal kapcsolt markerek kivalasztasat.

2.7.2. Azsiai Vitis fajok és V. vinifera fajtak alkalmazésa a rezisztencia
nemesités soran

Az eurdpai szO6lofajtak érzékenyek a peronoszpora (DM) és a lisztharmat (PM)
fertozésére, de egyes koOzép-azsiai csemegeszOlofajtdk a lisztharmattal szemben ol
ellenallnak. A kozép-azsiai szdrmazasu ‘Dzsandzsal kara’-t irtak le elészor lisztharmat
rezisztens fajtaként (Filippenko és Stin 1977), majd bevontdk nemesitési programjaikba.
Késobb kilenc ujabb rezisztens fajtat is azonositottak: ‘Kahét’ (6rmény), ‘Gordin’ (moldav),
‘Sampancsik’ (orosz), ‘Tsitska saheris’, *Alexandruli’, *‘Dzveli szamahre’, ‘Dzvelsavi saheris’
(gruz), “Tagobi’ és ‘Kismis vatkana’ (lizbég) (Vojtovic 1987). Ezek a fajtak értékes genetikai
forrasként szolgalnak a sz6lo rezisztencianemesités szamara szemben a tobbi Vitis fajjal,
hiszen nem befolyéasoljak kedvezdtleniil a mindséget.

A ‘Dzsandzsal kara’ mellett, melynek rezisztencidjat Magyarorszagon is felhasznaltak
(Korbuly 1999), a ‘Kismis vatkana’ a masik lisztharmat rezisztens fajta. A V. vinifera ‘Kismis

vatkana’ fajta el6zetes vizsgalatok szerint ellenallobb, mint a ‘Dzsandzsal kara’ (Kozma
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szobeli kozlés). Mind szantofoldi, mind Uveghazi kérilmények kozott ellenallonak talaltak. A
tenyészidd soran sem a leveleken, sem a bogyokon nem jelentkeztek fertdzési tiinetek, a
kés6bbiekben is csak a szeneszcens leveleken lehetett korlatozott szamban lisztharmat
kolonidkat talélni.

A “‘Kismis vatkana’ ampelografiai bélyegek alapjan a convarietas orientalis
subconvarietas antasiatica csoportba tartozik. Furtjei nagyok, lazak, a bogyok antocianosan
pigmentaltak, a magok abortalnak (sztenospermokarpia), igy magvatlan csemegesz6léként
termesztik Kelet-Uzbegisztanban.

Hoffmann et al. (2008) a ‘Kismis vatkana’ x ‘Nimrang’ keresztezés 310 egyedét
vizsgaltak. A fenotipusos hasadas alapjan (szenzitiv: rezisztens=1:1) a ‘Kismis vatkana’
heterozigéta a dominans lisztharmat-rezisztencia genre, amelyet Renl-nek neveztek el
(Resistance to Erysiphe necator) (Kozma et al. 2006). A ‘Kismis vatkana’ x ‘Nimrang’
utodok molekularis markerekkel torténd elemzése azt bizonyitotta, hogy a ‘Kismis vatkana’
lisztharmat-rezisztenciagénje nem azonos a Runl-gyel. A Renl-et a M. rotundifolia Runl
génjétdl eltéréen nem a 12-es, hanem a 13-as kapcsoltsagi csoportba térképezték, ahol
kordbban még nem azonositottak rezisztencia l6kuszt. Hoffmann et al. (2008) BSA-t (bulk
segregant analysis) alkalmaztak 195 mikroszatellit marker felhasznalasaval, amelyek
egységesen lefedték a genomot. A Renl génhez legkdzelebbi markerek a VMC9h4.2, UDV20
¢s az VMCNG4E10.1 SSR markerek, amelyeket a rezisztencia géntdl 0,9 cM tavolsagra
hataroztak meg (5. dbra). Di Gaspero et al. (2007) NBS-LRR géneket térképeztek a Renl-

gyel kapcsolt markerek koré 10 cM tavolsagban.
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5. &bra: A Renl gén fizikai térképe (Hoffmann et al. 2008).

A rezisztens ‘Kismis vatkana’ gazda-patogén (E. necator) kodlcsdnhatés hisztologiai
vizsgalatat Kovacs Laszlé és munkatarsai végezték a Missouri Egyetemen (USA). A gomba
kol6niai szabad szemmel nem lathatéak a leveleken. Mikroszkdpos megfigyeléssel
megallapitottak, hogy bar a gomba képes behatolni a ndvényi sejtbe (penetracid), de a hifa
fonalak szaporodédsa mar szignifikansan kisebb, mint a kontroll szenzitiv *‘Nimrang’ fajtaban.
Mig a ‘Nimrang’-on dus micélium fejlédott, addig a ‘Kismis vatkana’-n gyér micélium
fejlodést tapasztaltak (a hifa elagazodas nem gatlodik, de a hifa novekedés igen). A
mesterséges fertézést kovetéen 120 éra milva meghataroztak a konidiumtartok szamat mm?-
ként a levélfelszinen, amibdl a gomba fert6zés (invazio) sikerességére lehet kovetkeztetni. A
konidiumtartok szaméban szignifikans eltérést tapasztaltak a rezisztens genotipusok és a
szenzitiv ‘Nimrang’ fajta (310,5 + 24,0 konidiumtarté/mm?) kozott. Bér a legkisebb abszolit
értéket a M. rotundifolia utddnal kaptak (1,7 + 0,6 konidiumtarté/mm?), a rezisztens ‘Kismis
vatkana’ genotipushoz képest (33,6 + 8,7 konidiumtartd/mm?) nem mutatott szignifikans
elterést (6. abra). Azok az epidermisz sejtek, amelyek az appresszoriumokkal (a gomba
taplalkozasat szolgaldé modosult hifa) érintkeztek, kiilonb6zd mértékben megbarnultak. A
megtamadt sejtek sejtfalai mentén bekovetkezd barnulas a ‘Kismis vatkana’ és a ‘Nimrang’
fajtak eseteben nem kiilonbozott egymastdl, de Iényegesen hamarabb és nagyobb mértékben
kovetkezett be a rezisztens M. rotundifolia utodnal (01-1/867). Feltételezik, hogy a ‘Kismis
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vatkana’ rezisztencia mechanizmusa a gomba behatolasat kovetéen (’post-invasion’) lép

mikddésbe.

I Nimrang

[ Kishmish vatkana
N 04-10/325
C—101-1/867 b

il

6. bra: E. necator hifa nvekedése (a) és konidium tartdinak stirlisége levéllemez mm?-ként
(b) 120 6raval a mesterséges fertdzést kovetden. Vizsgalt genotipusok: ‘Nimrang’ (szenzitiv
fajta), ‘Kismis vatkana’, 04-10/325: ‘Kismis vatkana’ x ‘Nimrang’ keresztezes utodja, 01-
1/867: (M. rotundifolia x V. vinifera) x ‘Petra’ keresztezésbdl szarmazd egyed. A mérési
egység hossza 100 um (Hoffmann et al. 2008).

Kozma és munkatarsai rezisztencia gének halmozésa céljabol kereszteztek a M.
rotundifolia x V. vinifera BC,4 hibridcsaladot (Runl és Rpvl) a ‘Kismis vatkana’-val (Renl)
(7. abra). Disszertaciomban ezt a hibridcsaladot (06-1 populécid) vizsgaltuk molekularis

markerek alkalmazéasaval.
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V. vinifera ‘Malaga seedling No. 1’ (2n=38) x M. rotundifolia ‘G-52" (2n=40)

v

‘Cabernet Sauvignon” x F1 NC 6-15

|

BC; VRH 8628 x ‘Grenache noir’

|

‘Merlot noir’ x BC, VRH 5-18-79

|

|
&y BC; VRH 1-28-82 x ‘Aubun’

'

BC,; VRH 3082-1-42 X ‘Kismis vatkana’
(Bouquet, 1986) ‘Kismis moldavszkij’
‘Cabernet Sauvignon’
‘Petra’
‘Superior seedless’

BCs hibrid csalad
(Kozma et al. 2006)

7. &bra: A BCs hibridcsaladok eldallitasi sémaéja.
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Munkank megkezdésekor még nem azonositottdk a ‘Dzandzsal kara’-ban a PM
rezisztencia gént, igy kezdtuk el vizsgalni a 06-1-es populécio (BC4 x “Kismis vatkana’) soran
kapott eredményeink alapjan a 07-12-es populaciét (V. vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x Vitis
hibrid ‘Laszta’) x (V. vinifera ‘Katta kurgan’ x V. vinifera ‘Perlette’). Célunk az volt, hogy
Osszehasonlitsuk az azonos szarmazasu és lisztharmat rezisztens fajta, a ‘Kismis vatkana’ és a
‘Dzsandzsal kara’, valamint az utdédpopulaciok rezisztens egyedeinek rezisztencia génjet
molekuléris markerekkel. Munkankkal egy idoben egy masik kutatocsoport is dolgozott ezzel
az anyaggal, eredményeiket publikaltak (Coleman et al. 2009).

Egyes feltételezések szerint (Wan et al. 2007, Coleman et al. 2009) a Renl rezisztencia
gén interspecifikus hibridizacioval kerilhetett a ‘Dzsandzsal kara’ és a ‘Kismis vatkana’
fajtakba, Amerikabol szarmazé alanyfajtakbol vagy kelet-azsiai vad sz616fajbol, amit még az
6si kereskedelmi utvonalakon (Selyem 1t) hozhattak a kbzép-azsiai odzisokba. Coleman et al.
(2009) rokonsagi vizsgalatokkal (SSR markerek alapjan) megallapitottak, hogy a ‘Kismis
vatkana’ és a ‘Dzsandzsal kara® masodfokd rokonsagi viszonyban vannak egymaéssal
(féltestvérek, vagy nagysziilé-unoka, vagy avuncular="nagybacsi”), valamint a ‘Kismis
vatkana’ ugyancsak rokonsagi kapcsolatban van a magvatlan, mazsolasz6lé ‘Szultanina’
fajtaval (sztl6-utod). A ‘Dzsandzsal kara’-nak himnds viragai vannak, lathatdo embriok
fejlodnek, a bogyokban talalhatdé mag. Szemben a ‘Kismis vatkana’-val, amelyet
sztenoszpermokarp fajtaként tartanak nyilvan. A maghaz degenerdlodik rogton a
megtermékenyilés utan, az embridgenezis kezdeti stadiuméban. A V. vinifera-n belll
egyedulalld, hogy a ‘Kismis vatkana’ és a ‘Dzandzsal kara’ a lisztharmat fert6zésnek
ellenallnak természetes koriilmények kozott. Ha a fert6zés erés mértékii, el6fordulhat, hogy a
gomba kikertli a novény védelmi mechanizmusat, ekkor mikrokoldniék, illetve korlatozott
mértékben konidiumok jelennek meg. A lisztharmat rezisztencian kivil mindkét fajta tipikus
tagja a helyben domesztikalt fajtdknak, mint példaul a ‘Nimrang’ vagy a ‘Katta kurgan’,
melyek ugyanarrdl a helyrél szarmaznak (Uzbegisztan). Ezeknek a fajtaknak a tiszta V.
vinifera eredete sosem kérdéjelez6dott meg, ehelyett kilon csoportot alkotnak jellegzetes
morfoldgiai tulajdonsagaik miatt: V. vinifera subs. sativa orientalis antasiatica (Troshin et al.
1990).

Ha a Renl gén mégsem ,kiviilr6l”, vad Vitis fajbdl kerult a V. vinifera genomjéba,
felmeril a kerdés, hogy ez a gén milyen funkcionalis csoporthoz tartozik, és hogyan fejlodott
ki a funkcioja. A legtobb novényi lisztharmat rezisztencia gén NBS-LRR tipusu, amelyekre a
‘post penetration’ rezisztencia jellemz6 (Halterman et al. 2001). llyen rezisztencia gén a
Muscadinia eredetii Runl is (Barker et al. 2005). Az NBS-LRR gének ismétlodé tandem

39



duplikéciokban vannak jelen a genomban, génklaszterekbe tomoriilve, véletlenszerlien
valtakozva a DNS szegmensekkel. Ebbe az osztalyba tartozd gének gyorsan véltoznak,
csoportokba, klaszterekbe valo szervezddésiik lehetévé teszi, hogy néhany mutalodott gén
olyan Uj receptorokat ,fejlesszen”, alakitson ki, ami képes felismerni a virulens patogén
effektorait. A vegetativan szaporitott névényeknél tébbnyire a vad tipusokban, populacidkban
alakulnak ki a rezisztencia gének, hiszen itt a névények ivaros uton szaporodnak, ami kedvez
az 1j genetikai variaciok kialakuldsanak, ami versenyelonyt biztosit a genotipusnak.

A Renl gén egy NBS-LRR génklaszterben talalhato, két oldalan SSR markerekkel
hatarolva. A Renl kozelében talalhaté NBS gének a széjaban (Rpsl-k) és a burgonyaban
(R3a) azonositott CC-NBS-LRR rezisztenciagénekkel mutattdk a legnagyobb hasonlésagot.
Ez a DNS blokk olyan szerkezeti atrendezOdéseket tartalmaz, ami az arpaban azonositott
lisztharmat rezisztencia l6kuszhoz, az Mla-val (Wei et al. 2002) mutat hasonlésagot.

A sz0616 lisztharmat (E. necator) és peronoszpdéra (P. viticola) gombak Amerikabol
szarmaznak, meégis tobb azsiai Vitis faj rezisztens mindkét korokozora (Wan et al. 2007). Ez a
tény tovabbi kerdeseket, illetve vizsgalatok szlikségessegét veti fel, hiszen ebben az esetben
nem beszélhetiink gazda-patogén koevoluciordl. Két masik peronoszpéra faj azonban
megtalalhaté Kindban (P. cissii és P. amurensis), igy valésziniileg a kinai Vitis fajok ezekkel
a korokozokkal egyiitt fejlodtek. A rezisztencia mechanizmusa még ismeretlen, de
ellenalldsagot biztosithat mind a P. viticola, mind az E. necator ellen is (Riaz et al. 2011). Uj
rezisztencia forrasok kutatdsa és nemesitési programokba valé bevonasa mara a tavol-keleti
fajok felé forditotta a figyelmet (V. amurensis, V. romanetii, V. piasezkii, V. davidii és V.
liubanensis). A legtobb kinai Vitis faj nagy elénye az észak-amerikai fajokkal szemben, hogy
a bogyok ize sokkal természetesebb (neutralis, pl. ,,rokaiz” mentes, Id. V. labrusca), illetve a
V. vinifera-val konnyen keresztezhetéek. Blasi et al. (2011) peronoszpora f6 QTL-t (Rpv8)
térképezett a V. amurensis 14-es kapcsoltsagi csoportjara. Riaz et al. (2011) Un. ,,korlatozott
genetikai térképezési stratégiat” alkalmazva Ot hasado populécié alapjan lisztharmat
rezisztencia géneket térképeztek azzal a céllal, hogy kiilonbozd eredetii rezisztencia forrasokat
azonositsanak kés6bbi génhalmozasi nemesitési programokba. Ez a mddszer azt jelenti, hogy
csak azokon a kromoszomakon talalhat6 markereket alkalmaznak a térképezés soran,
amelyekre korabban rezisztencia géneket, illetve RGA-kat azonositottak. Az M. rotundifolia
18-as kapcsoltsagi csoportjara terképezték a Run2 rezisztencia lokuszt (*Magnolia’- Run2.1 és
‘Trayshed’- Run2.2), és az azsiai szarmazasu V. romanetii 18-as kapcsoltsagi csoportjara egy
dominans lisztharmat rezisztencia I6kuszt, amelyet Ren4-nek neveztek el. Eredményeik azt

mutatjak, hogy ezek a rezisztenciaért felelds régiok atfedésben vannak egymassal, ami
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lehetdséget teremt a kiilonbozo genetikai forrasbdl szarmazd gének 6sszehasonlitd analizisére,
a kiilinb6zé rezisztencia mechanizmusok evolicidjanak, illetve a gazda-patogén
kapcsolatanak vizsgalatara. A 18-as kapcsoltsagi csoporton a lisztharmat rezisztencia
I6kuszon kivil peronoszpora rezisztencia I6kusz is talalhaté: a M. rotundifolia ‘Trayshed’
eredeti Rpv2 és a két kiilonbozd észak-amerikai eredetli hibridbdl szarmazo (‘Regent’,
‘Bianca’) Rpv3 (Merdinoglu et al. 2003, Fischer et al. 2004, Welter et al. 2007, Wiedemann-
Merdinoglu 2006, Bellin et al. 2009). Tovabbi kutatasok sziikségesek annak a kerdesnek a
megvalaszolasara, hogy a V. romanetii-ben azonositott Ren4 hasonl6-e a M. rotundifolia
rezisztencia génjével, illetve, hogy lehetséges-e hogy a V. romanetii is hordoz peronoszpora
rezisztencia geneket ugyanabban a régioban, ahovd a lisztharmat rezisztencia lokuszt
térképezték. Mig a legtébb lisztharmat rezisztencia gén a hausztoriumok kifejlédése és az
effektor fehérjék megjelenése utan hat (’post infection’), addig a Ren4 megakadalyozza a
penetraciot, a hausztorium fejlodést és a hifandvekedést ("pre infection’). Nagy jelentdségti,
hogy extrém rezisztenciat biztosit, dominans, monogénes uton o6roklédik, nem rassz
specifikus és szOvet tipustol (levél, hajtas, bogyd) fliggetlen (Ramming et al. 2011). A V.
romanetii rezisztencia lokuszanak introgresszioja V. vinifera fajtakba nagy eldrelépést jelent a
sz616 rezisztencianemesitésben.

Napjainkig a sz6loben térképezett lisztharmat ¢és peronoszpéra rezisztencia

géneket/QTL-eket az 1. tablazatban foglaljuk dssze.
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1. tablazat: A sz616ben azonositott lisztharmat és peronoszpoéra rezisztenciat meghatarozé
gének Muscadinia és Vitis fajokban

Lokusz | LG | Forrés Rezisztencia Hivatkozas
(fajta/torzs)

Runl 12 | M. rotundifolia dominans, HR,
‘G-52"* kvantitativ/részleges Barker et al. 2005

Run2 18 | M. rotundifolia QTL, Riaz et al. 2011

Run2.1 ‘Magnolia’, kvantitativ/részleges

Run2.2 “Trayshed’

Rpvl 12 | M. rotundifolia QTL, Merdinoglu et al. 2003
‘Dearing’ kvantitativ/részleges

Rpv2 18 | M. rotundifolia* posztinf., kvalitativ | Wiedemann-Merdinoglu
Trayshed’ 2006, Bellin et al. 2009

Rpv3 18 | Vitis hibrid QTL, Welter et al. 2007
‘Regent’ kvantitativ/részleges
Vitis hibrid QTL, dominans, Bellin et al. 2009
‘Bianca’ HR, kvalitativ

Rpv4 4 | Vitis hibrid QTL, Welter et al. 2007
‘Regent’ kvantitativ/részleges

Rpv5 9 | V.ripariaGlorie | QTL, Marguerit et al. 2009
de Montpellier’ kvantitativ/részleges

Rpv6 12 | V. riparia’Glorie | QTL, Marguerit et al. 2009
de Montpellier’ kvantitativ/részleges

Rpv7 7 | Vitis hibrid QTL, Bellin et al. 2009
‘Bianca’ kvantitativ/részleges

Rpv8 14 | V. amurensis QTL, Blasi et al. 2011
‘Ruprecht’ kvantitativ/részleges

Rpv9 7 | V.riparia’Wr63’ | QTL, Moreira et al. 2011

kvantitativ/részleges

Rpv10 V. amurensis Schwander et al., in prep.

Rpvll |5 | Vitis hibrid QTL, Fischer et al. 2004
‘Regent’ kvantitativ/részleges

Rpvl2 V. amurensis Di Gaspero et al., in prep.

Rpvl3 |12 | V.riparia’Wr63’ | QTL, Moreira et al. 2011

kvantitativ/részleges

Renl 13 | V. vinifera dominans, posztinf., | Hoffmann et al. 2008
‘Kismis vatkana’ | kvalitativ

Ren2 14 | Vitis hibrid QTL, Dalbo et al. 2001
“Illinois 547-1" kvantitativ/részleges

Ren3 15 | Vitis hibrid QTL, Fischer et al. 2004
‘Regent’ kvantitativ/részleges

Ren4 18 | V. romanetii dominans, preinf.,
‘C166-026° nem rassz- Ramming et al. 2011
‘C166-043’ specifikus Riaz et al. 2011
‘C87-41° Mahanil et al. 2010

(International Conference on Grapevine Breeding and Genetics at Geneva August 1-5, 2010,
http://www.vivc.de alapjan)
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3. Anyag és modszer
3.1. N6vényanyag

A PTE Szblészeti és Boraszati Kutatd Intézetében Kozma és munkatarsai kiilonb6z6
hibridpopulaciokat allitottak el6 abbol a célbol, hogy a lisztharmat és peronoszpora
rezisztencia géneket kombinaljak.

A hibridcsaladok a kovetkezok: BC, (VRH 3082-1-42) x Vitis vinifera ‘Kismis vatkana’,
(BC4 x Vitis vinifera ‘Kismis moldavszkij’), V. vinifera ‘Génuai zamatos’ x V. vinifera
‘Kismis vatkana’, (V. vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x Vitis hibrid ‘Laszta’) x (V. vinifera ‘Katta

kurgan’ x V. vinifera ‘Perlette’) (2. tablazat).
Vizsgalatainkban szerepl6 hibridpopulaciok, fajok, fajtak:
06-1 populacié: BC4 (VRH 3082-1-42) x V. vinifera ‘Kismis vatkana’

A rezisztencia gének halmozasanak celjabol Kozma és munkatarsai keresztezték a M.
rotundifolia x V. vinifera BC, hibridet (Runl és Rpv1) a ‘Kismis vatkana’-val (Renl), ahol az
elobbi az anya, az utdbbi a pollenadé apa (Kozma et al. 2006). A VRH 3082-1-42 hibridet
Bouquet, francia nemesit6 allitotta elé6 1986-ban, pszeudo-back cross stratégiat alkalmazva
(Bouquet 1986). A hibrid eldallitasi sémaja a 7. abran lathato. igy a BC4 (VRH 3082-1-42) x
‘Kismis vatkana’ keresztezés egy BCs M. rotundifolia - V. vinifera keresztezésnek tekinthetd.
Pécsett a SzOlészeti és Boraszati Kutato Intézetben Kozma Pal és Hoffmann Sarolta végezte el
a BCs populécié lisztharmat fertézottségének felvételezését. A magokat, amelyeket a
keresztezés soran nyertek, Jiffy tapkockaba Ultették, majd a magoncokat egyleveles
stadiumban nagyobb tenyészedényekbe Ultették at. A magoncokat iiveghazban, mar fert6zott
V. vinifera egyedekkel egyiitt nevelték, majd a tenyészidé végén, fenotipusosan értékelték a
30 tlneteket hordozd, szenzitiv és 899 tlnetmentes egyedet kaptunk meg molekularis
elemzésre. Az utodnemzedék egyedeinek jeldlése a kovetkezé volt: Pécs-06-1/1-899, ahol a
Pécs-06-1 a hibridcsaladot, a szdmok 1-899-ig pedig a hasadd populédcié egyes egyedeit
jelentik.
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06-3-as populécio: V. vinifera ‘Genuai zamatos’ x V. vinifera ‘Kismis vatkana’

A dominans, monogénes lisztharmat rezisztencia (Renl) V. vinifera-n belili
(intraspecifikus) alkalmazasa céljabdl, Kozma és munkatarsai a ‘Kismis vatkana’-t, a ‘Génuai
zamatos’ csemegeszOl6 fajtaval Kkeresztezték. A ‘Génuai zamatos’ szarmazasi helye
Torokorszag, szinonim nevei ‘Chaouch blanc’, ‘Génuai szagos’. Morfologiai jellemz6i
alapjan a convar. pontica-ba soroljak. Két fajtaja ismert, a kék bogyoju ‘Kék génuai’ és a
fehér bogydju ‘Fehér geénuai’. Magyarorszagon nem jelentés a termesztése, csak
hazikertekben fordul el6. Noviraga fajta, bogyoi nagyok, megnyult gombdlydedek, vékony
héjuak, husosak, 1édusak. Fiirtjei szépek, mutatosak, szeptember els6 felében érnek (Csepregi
és Zilai 1988).

07-12-es populacié: (V. vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x Vitis hibrid ‘Laszta’) x (V. vinifera
‘Katta kurgan’ x V. vinifera ‘Perlette’)

A hibridcsalad eldallitasanak az volt a célja, hogy a lisztharmattal szemben rezisztens
‘Dzsandzsal kara’ és a ‘Seyve-Villard” eredetti ‘Laszta’ rezisztencia génjeit kombinaljak. Az
azonos foldrajzi szarmazasu ‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara’ rezisztencia génjeinek
0sszehasonlitsara alkalmas térképezési populacio biztositasat is jelentette ez a keresztezés.

A ‘Dzsandzsal kara’ csemegesz6l0 fajta a ‘Kismis vatkana’-hoz hasonléan
Uzbegisztanbdl szarmazik. Megfigyelések szerint a lisztharmatnak ellenall, a névényvédelem
nélkiil hagyott tOkéken csak a szeneszcens leveleken figyeltek meg fert6zési tiineteket
(Kozma szdbeli kozlés). Viraga himnds, bogydja kék szinii, hosszikas, kdzépnagy-nagy,
vékony héju. Szeptember kozepén érik, kdzepesen erds novekedési, talaj és fekvés irant nem
igényes, nem fagyeérzekeny.

A ‘Laszta’ interspecfikus hibrid, Petar Cindric nemesit6 allitotta el6 Jugoszlaviaban. A
pedigréjéeben megtaldlhatd ‘Seyve Villard’® (SV) fajtaknak koszonhet6en lisztharmat és
peronoszpdra rezisztenciat hordoz.

Pedigréje: ‘Muscat de St. Vallier’ (SV 20365) x ‘Lyana’ (Moldova)

I'4 Sa
‘SV 12129’ x ‘Panse’ ‘Chaouch blanc’ (‘Génuai zamatos’) x ‘Pierrelle’
'Y Sa
‘S 6468’ x ‘S 5408’ ‘Panse’ x ‘Villard blanc’ (‘SV 12375°)
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A ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’ keresztezést ugyancsak Jugoszlavidban allitottdk eld, a

bogyo szine kék, nemesitésben hasznalt kodszama: ‘SK 914-27 YUGO’.

‘Katta kurgan’ x “Perlette’:

A ‘Perlette’ fajtat az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Kalifornidban allitotta eld Harold
Olmo szdlonemesitd 1936-ban, a mazsolasz0ld ‘Szultanina’ fajta és a ‘Szdldskertek
kirdlyndje muskotaly’ keresztezésével. A ‘Szultanina’ szarmazasi helye Uzbegisztan, a fajta a
convar. orientalis subconvar. antasiatica-ba sorolhaté. BogyOja magvatlan, kdzepes,
kisméretli, 1édus, vékony héju. Fehér szinli fajtajat termesztik. Koran érd, tetszetds fiirtl,
kellemes izii csemegeszdlofajta. Magyarorszagon Sziics Jozsef sz6lOdnemesitd ‘Szentendrei
magvatlan’ néven terjesztette. Erdekessége a ‘Perlette’ fajtanak, hogy a keresztezésben
szerepld egyik sziild a magyar nemesitésii ‘Szoéldskertek kirdlyndje muskotaly’, amelyet
Mathiasz Janos allitott el6 1916-ban, az ‘Erzsebet kiralyné emléke’ x ‘Csaba gyongye’
keresztezésével.

A ‘Katta kurgan’ szintén Uzbegisztanbdl szarmazik, ndviragi, kék bogyoju fajta.
Szarmazasi helye megegyezik a ‘Kismis vatkana’, ‘Dzandzsal kara’, ‘Szultanina’, “Nimrang’
fajtakkal. Helyi fajta, termesztési értéke nem jelentds, borkészitésre és friss fogyasztasra

egyarant hasznaljak. Primér neve: ‘Parkent’, szinonimaja ‘Alicon’.
Az 2. tablazatban o6sszegyiijtottiik a vizsgalatainkban szerepld hibridcsaladokat, a

vizsgalt mintaszammal, illetve a szilild szolofajtakat, és jeloltik, hogy mely fajtak,

hibridcsaladok rezisztensek a lisztharmat gombabetegségre.
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2. tablazat: A vizsgalt hibridcsaladok és a csaladokat 1étrehozo sziilé sz6l6fajtak

Az egyes populaciokban vizsgalt
Fajta mintaszam

PM tlinetmentes PM érzékeny
BC, (VRH 3082-1-42) igen nem
‘Kismis vatkana’ igen nem
‘Kismis moldavszkij’ nem igen
‘Génuai zamatos’ nem igen
‘Dzsandzsal kara’ igen nem
‘Laszta’ igen nem
‘Regent’ igen nem
‘Dzsandzsal kara” x ‘Laszta’ igen nem
‘Katta kurgan’ x ‘Perlette’ nem igen
BC, x *Kismis vatkana’ 410 30
BC, x “Kismis moldavszkij’ 30 20
‘Génuai zamatos’ x ‘Kismis 78 68
vatkana’
(‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) 96 30
X (‘Katta kurgan’ x “Perlette’)

PM QTL analizis:
Lisztharmat QTL-lel kapcsolt markerekkel az alabbi fajtakat vizsgaltuk:

‘Regent’: 0j nemesitésii, komplex lisztharmat és peronoszpodra rezisztencidji interspecifikus
hibrid (Eibach és Topfer 2003). PM QTL talalhatd a 15-6s kapcsoltsagi csoporton és f6 DM
QTL a 18-as kapcsoltsagi csoporton (Fischer et al. 2004, Akkurt et al. 2007). Bogyoja kék
szinli, borsz6l6fajta. 1967-ben allitotta eld Gerhardt Alleweldt professzor, nemesité a
Geilweilerhof Intézetben, Németorszagban.

Pedigréje: ‘Diana’ x ‘Chambourcin’ (‘Seyve Villard 12417’ x ‘Chancellor’=*Seibel 7053’). A
‘Diana’ V. vinifera eredetd ‘Szilvani’ x *‘Muller-Thurgau’ keresztezésbol szarmazoé fajta, mig
a ‘Chambourcin’ interspecifikus fajta felel0s a széleskorii gomba rezisztenciaért. 1996-ban
kapott allami elismerést Németorszdgban, azdta a legfontosabb rezisztens, borsz6ld fajtak
egyikeként tartjak szamon vilagszerte.

Nemesitésben hasznalt kodszamai: ‘Geilweilerhof 67-198-3’ és *Gf. 67-198-3".
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‘Laszta’:
Pedigréje:’Muscat de St. Vallier’ (‘SV 20365’) x ‘Lyana’

Magyar nemesitésii interspecifikus, rezisztens szél6fajtak (zarojelben feltuntettik a
pedigéjiket):

‘Duna gyongye’ (*Seibel 4986° x ‘Csaba gyongye’)

‘Viktoria gyongye’ (‘Eger 2° (SV 12375) x ‘Csaba gydngye’)

‘Csillam’ (‘Eger 2’ (SV 12375) x ‘Csaba gyongye”)

‘Nero’ (‘Eger 2* (SV 12375) x “‘Gardonyi Géza’)

‘Zala gyongye’ (‘Eger 2* (SV 12375) x ‘Csaba gyongye’)

‘Palatina’ (‘Eger 2’ (SV 12375) x ‘Szoéléskertek kiralyndje muskotaly”)
‘Bianca’ (‘Eger 2’ (SV 12375) x ‘Bouvier’)

‘Gocseji zamatos’ (*Eger 17 (SV 12286) x “‘Medoc noir’)

‘Medina’ (‘Eger 1’ (SV 12286) x “Medoc noir’)

A ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’ eredetii fajtak pedigréjében szereplé vizsgalt fajtak, vad Vitis
fajok:

‘S 4986°, ‘'S 7053’, ‘SV 12286, ‘SV 20365’, “Villard blanc’ (*SV 12375’),

V. labrusca, V. rupestris, V. berlandieri, V. lincecumii.

‘Villard blanc’ pedigréje: 56% vinifera, 3% V. labrusca, 30% V. rupestris, 6% V. berlandieri,
5% V. lincecumii (Striem 2000).

Rezisztencia génekkel kapcsolt markerekkel vizsgélt azsiai eredetii V. vinifera fajték,
szarmazasi helylk szerint csoportositva:

Uzbegisztan: ‘Kismis vatkana’, ‘Dzsandzsal kara’, ‘Tagobi’, ‘Iszpiszar’, ‘Icskimar’
Torokorszag: ‘Kabarcik’

Gruzia: *Alexandrouli’, *Tsitska’, ‘Bazaletouri tsolikouri’

Ismeretlen szarmazasu: ‘Rezisztens magvatlan’
Moldavia: ‘Gordin’
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Rezisztencia génekkel kapcsolt markerekkel vizsgalt szenzitiv V. vinifera fajtak:
‘Cardinal’, ‘Csaba gyongye’, ‘Irsai Olivér’, ‘“Madeleine angevine’, ‘Muscat Fleur d’Oranger’,
‘Kadarka’, ‘Pozsonyi’, ‘Kossuth sz6l6’, ‘Duchess of Buccleugh’, ‘Izsaki’, ‘Kovérszolo’,

‘Leanyka’, ‘Kiralyleanyka’

Az azsiai szarmazasu fajtak genetikai tavolsaganak meghatarozasahoz szerkesztett

dendrogram készitéséhez alkalmazott fajtak, alany fajtak, vad fajok:

Referencia V vinifera fajtak:

‘Chardonnay’, ‘Pinot noir’

Lisztharmat ellenall6 fajtak:

‘Kismis vatkana’, ‘Dzsandzsal kara’, ‘Tagobi’, ‘Gordin’, ‘Alexandrouli’, ‘Tsitska’,
‘Bazaletouri tsolikouri’, *Kabarcik’, ‘Rezisztens magvatlan’

Azsiai fajtak (nincs adatunk arrol, hogy lisztharmat ellenalloak-e):
‘Icskimar’, “Iszpiszar’

Szenzitiv fajtak:

azsiai: ‘Nimrang’, “Szultanina’, ‘Katta kurgan’

moldaviai: ‘Kismis moldavszkij’

Lisztharmat rezisztens interspecifikus hibrid:

‘Laszta’, ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’

Azsiai vad fajok:

V. romanetii, V. coignetiae, V. amurensis, V. silvestris, V. yeshanensis
Alanyfajtak:

Riparia portalis, Rupestris metalica, Riparia sauvage, Rupestris du Lot
‘Kadarka’ (a tobbi fajtatol eltéréen a V. vinifera convar. pontica valtozatcsoportba tartozik)

A V. vinifera specifikus markerrendszer kidolgozasahoz a kovetkezo fajtakat, illetve

fajokat alkalmaztuk:

Referencia, V. vinifera fajtak:

‘Barbera’, ‘Chardonnay’, ‘Pinot noir’
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Lisztharmat ellenallo fajtak:

‘Kismis vatkana’, ‘Tagobi’, ‘Gordin’, ‘Alexandrouli’, ‘Tsitska’, ‘Bazaletouri tsolikouri’,
‘Dzandzsal kara’, ‘Kabarcik’

Vad fajok:

V. romanetii, V. coignetiae, V. pagnucci, V. amurensis, V. silvestris, V. aestivalis, V.
candicans, V. cinerea, V. monticola, V. cordifolia, V. titanica, V. arizonica, V. labrusca, V.
lincecumi, V. yeshanensis, V. solonis, V. vulpina, V. longii puncee, V. riparia, V. slarini, V.
dalniana, Muscadinia rotundifolia, Parthenocissus quinquefolia

Alanyfajtak:

Riparia portalis, Riparia sauvage, Rupestris metalica

A levélmintakat Pécsett, a PTE SzOlészeti és Boraszati Kutatointézetben gytijtottiik,
vagy vesszOket kaptunk, amelyeket kihajtattunk, igy jutva fiatal, friss levelekhez. A vad Vitis
fajok egy részét az INRA Domaine de Vassal (Route de Sete 34340 Marseillan Plage) kuldte
meg szamunkra. A kiilonb6z6 kozép-azsiai V. vinifera fajtakat, helyi génbankokbdl (Grazia,
Telavi Collection, Torokorszag: Ormanagzi falu, Olur, Erzurum varosa) és az INRA-tol
kértuk és kaptuk meg.

A levélmintékat a DNS-izolalasig —70°C-on taroltuk.

3.2. DNS izoléalas

A DNS izolalasdhoz mintanként 100 mg fiatal levelet hasznaltunk fel. A leveleket
doérzsmozsarban folyékony nitrogénnel elporitottuk, majd DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
alkalmazasaval a DNS-t kivontuk és tisztitottuk a gyartd leirdsa szerint. A DNS
koncentracidjat NanoDrop spektrofotométerrel mértiik, majd a térzsoldatokbol 10 ng/ul
koncentracidju higitasokat készitettiink, amelyeket templatként hasznaltunk fel a PCR

reakcidk soran.
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3.3. PCR koriilmények és a vizsgalatokban szereplé markerek

A polimerdz lancreakciokat iCycler készilékben (Bio-Rad) végeztik, 10 pl
végtérfogatban.
A reakcidelegy Osszetevoi: 20 ng templat DNS, 0,6 egység WTB-Taq polimeraz (West Team
Biotech, Pécs), 0,1 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,75 uM forward, ill.
reverse primer, 1,25 mM MgCl,, 1X PCR puffer.

A reakcid-elegyet jégen mértiik dssze.

SSR analizis és CB markerek alkalmazéasa (3. tablazat):

Runl/Rpvl rezisztencia génekkel kapcsolt markerek:

VMC8g9 és VMC413.1 markereket alkalmaztunk a Runl gén 6roklédésének kovetésére,
Barker et al. szerint (2005) és VMC1g3.2 markert az Rpvl gén kdvetésére Wiedemann-
Merdinoglu et al. szerint (2006). Az Rpvl gén kovetésére teszteltik a VMC1g3.2 kdzvetlen
kozelében talalhatdo VVim1l és VVib32 markereket (Doligez et al. 2006). A CB markereket,
CB69.70, CB137.138, CB191.192, Barker et al. (2005) fejlesztették ki BAC konyvtar alapjan
(Dry személyes kozlés). Az Mtp3294 hibridpopulacié (VRH3082-1-42 x V. vinifera
‘Cabernet Sauvignon’) egyik lisztharmat rezisztens egyedét (3294-R23) hasznaltak fel a BAC
konyvtar létrenozasara (Barker et al. 2005).

Renl rezisztencia génnel kapcsolt markerek:

A VMC9n4.2, UDV20a és VMCNg4el0.1 SSR markereket hasznaltuk, melyeket
Hoffmann et al. (2008) térképeztek a Renl lisztharmat rezisztencia gén kozvetlen kozelébe
(0,9 cM). Ezeket az SSR markereket mi hasznaltuk el6szor marker alapt szelekciora (Katula-

Debreceni et al. 2010).
Lisztharmat QTL-lel kapcsolt markerek:
Harom SSR markert, a VMC4d9.2, UDV15b és a VViV67 markereket hasznaltuk

Eibach et al. (2007) szerint, és a SCORA7-760 SCAR markert Akkurt et al. (2007) szerint.

Dendrogram szerkesztésehez alkalmazott SSR markerek (4. tablazat):
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A GrapeGen06 (http://www.montpellier.inra.fr/grapegen06) programban javasolt 9 SSR
marker, melyek alapjan az egyes fajtak mikroszatellit ujjlenyomatat elkészitettik:

VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VVS2, ssrVrZag62,
ssrVrZag79.

Fajspecifikus markerrendszer kidolgozasahoz alkalmazott markerek (5. tablazat):

A V. vinifera specifikus markerek azonositasahoz a kovetkezé markereket alkalmaztuk:
kloroplasztiszban kodolt rbcL génekre (Soltis et al. 2000), sejtmagban kddolt gibberellinsav
gén szekvencidkra (GAI1) (Wen et al. 2007) és Vine-1 retrotranszpozonra tervezett primerek
(Verriés et al. 2000), az antocian bioszintézisben szerepet jatsz6 Vvmyb génnel kapcsolt
marker: 20D18CB9 (Walker et al. 2006). A 20D18CB9 markert BAC konyvtar alapjan

tervezték (‘Cabernet Sauvignon’ Barker et al. 2005).
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3. tablazat: Rezisztencia génekkel kapcsolt markerek

Pnrge?r Forward primer szekvencia (5'-3") Reverse primer szekvencia (5'-3") Referencia
VMC8g9 | AAC ATT ATC AAC AAC ATGGTTTTA | ATATTC ATC CTT CCCATC ACT A | Barker at al. 2005
VMC43 1 AAA GCA CTATGG TGG GTG TAA A TAA CCA ATA CAT GCA TCAAGG A | Barker at al. 2005
Runi/ | VMCI1g3.2 | GAT AGT TAC CAT ACT TAG TCG GA | GAT AGT TAC CAT ACT TAG TCG GA Merd'gggg“ etal
Rpvl | vvimi1 AAA AGC CCA TTA AGT GCC AAT G CCTATGAAC TTATTGGGCTCT T Do"ggéé’t al.
VVIb32 GTA ACC ATC TCT AAC CAT TTC A TGA GAA CAC TTC ACA GAG ATT T DO"zggcz)g"t al
CB69.70 GAA AGT AAG GAG ACA AGG CG CAC TTG CTT CTC CAT TAC CC Barggggt al
Runl | CB137.138 GGA TAG GAC ATG CTA TCG CAT CTTTTC AGG GAT CGA G Barggggt al
Barker at al.
CB191.192 GTC AAC GGT TTG TTT GAC C CTG CAG AGT TAG GTT ACC 200
DiGaspero et al.
VMC9h4.2 | GCA GTT GAT GCA AAA CAA CAG T CAC ATC ATT CAT TGATGAGGC T | 2007, Hoffmann
et al. 2008
DiGaspero et al.
Renl | UDV020a TGT TGG TGT GTG TTT GTACGT G TGT TGG CCT GAT GTT GAG AG 2007, Hoffmann
et al. 2008
VMCNadel DiGaspero et al.
; 19 AAT GCA GCA GCG CCA GAT G GCA GGC TGC TGC TGTTTT G 2007, Hoffmann
' et al. 2008
SC?§(¢7' GAA ACG GGT GTG AGG CAA AGG TGG | GGC CAT TAG GAA ATC AAC ATT AC | Akkurt et al. 2007
g#"L VMC4d9.2 CTC AAT GCC AATGGC TTT GTTBCAA ATG TCA TGG CCC GTA G | Eibach et al. 2007
UDV15b TGCACATTTCCCTCCTTAG CGG GTT ACT GGG AAG GGT AT | Eibach et al. 2007
VViVve? TAT AACTTCTCATAGGGTTTC TTG GAG TCC ATC AAATTC ATCT | Eibach et al. 2007
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4. tablazat: Az azsiai fajtak mikroszatellit ujjlenyomatahoz alkalmazott markerek

Primer neve: Forward primer szekvencia (5'-3") Reverse primer szekvencia (5'-3") Referencia
VVS2 CAGCCCGTAAATGTATCCATC AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG | Thomas és Scott 1993

VVMD5 CTAGAGCTACGCCAATCCAA TATACCAAAAATCATATTCCTAAA Bowers et al. 1996
VVMD7 AGAGTTGCGGAGAACAGGAT CGAACCTTCACACGCTTGAT Bowers et al. 1996
VVMD25 TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG Bowers et al. 1999
VVMD27 GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT Bowers et al. 1999
VVMD28 AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA | TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG | Bowers et al. 1999
VVMD32 TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG GGAAAGATGGGATGACTCGC Bowers et al. 1999

ssrVrZag62 GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC Sefc et al. 1999

ssrVrZag79 AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC Sefc et al. 1999

5. tablazat: Faj specifikus markerrendszer kidolgozasahoz alkalmazott markerek

Primer neve: Forward primer szekvencia (5'-3') Reverse primer szekvencia (5'-3") Referencia
rbcL ATG TCA CCACAA ACAAGAAAC | TCCTTT TAG TAA AAG ATT GGG CCG AG Soltis et al. 2000
GAIll ATG GAT GAG CTT CTC GCT GT TAG AAG TGC ATC TGT AGA AT Wen et al. 2007

(Ggg]-eézlm) CCA TGT TTT GGG ACA GAA GG ATC CTG AGG AGG TCA CAC A Verris et al. 2000

20D18CB9 GAT GAC CAA ACT GCC ACT GA ATC ACC TTG TCC CAC CAA Walker et al. 2006
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A kiilonbozé SSR és CB markerek eltérd primer kapcsolodési (‘annealing’) hémérsékletet

igényelnek.

A CB primerparok felszaporitasdhoz a reakcio koriilmények a kovetkezok:
2 perces 94°C-os el6ciklus ("hot start’); 40 cikluson keresztiil: denaturalas 94°C-on 10 mp-ig,
primerkapcsolddas 57°C-on 30 mp-ig, DNS-szintézis 72°C-on 1 percig; majd 5 perces 72°C-
on torténd utdpolimerizacio.
Az SSR primerparok felszaporitasahoz ‘touch down’ PCR-t hasznaltunk, melynek
1épései a kovetkezOk:
1. 2 perces 94 °C-os eldciklus (‘hot start’),
2. 10 cikluson keresztil: 94°C-on 30 mp-ig - denaturalas
65°C-on 30 mp-ig - primerkapcsolédas
72°C-on 1 percig - DNS-szintézis.
A kapcsolodasi hémérséklet ciklusonként 1°C-kal csdkken.
3. 24 cikluson keresztil: 94°C-on 30 mp-ig
56°C-on 30 mp-ig
72°C-on 1 percig;

majd 5 perces 72°C-on torténd utdpolimerizacio.

A PCR reakcidkat, és a PCR termékek futtatdsat agardéz gélen minden primerpar
esetében minimum haromszor végeztik el. A futtatdsok tobbszori ismétlése abban az esetben
is indokolt, amikor til erds fragmentumokat kapunk, és a termékeket kiilonb6z6 mértékben

higitani kell, hogy az allélokat az SSR analizis soran el tudjuk egymastol kiloniteni.

3.4. Az ALF-Express I1. készulék

Az ALF-Express Il készllék (8. abra) automatikusan detektalja a fluoreszcensen jel6lt
DNS fragmentumokat poliakrilamid gélelektroforézis kozben. A gélelektroforézis vertikélis, a
fluoreszcensen jel6lt fragmentumok negativ toltésiik miatt lefelé, a katdd felé vandorolnak. A
gél homérsékletét (55°C) a thermoplate-en keresztil &ramoltatott viz biztositja. A gél
vastagsagat (0,3 mm vagy 0,5 mm) a kazettat alkotdé két lveglap kozotti Uveglapocska
(spacer) vastagsaga hatadrozza meg. A poliakrilamid gél denaturdld gél, a DNS mintakat

felvitel el6tt 95°C-on denaturdlni kell, majd a mintakat jégre helyezni. A mintak a gél tetején
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kialakitott 40 zsebbe viheték fel. Futds kozben a lézersugar athalad az iveg spacereken és
gerjeszti a fluoreszcensen jel6lt DNS fragmentumokat. A kibocsatott fényt 40 fotodetektor
detektalja, melyek az egyes savok mogott talalhaték. (Minden egyes savnak Kkulon
fénydetektora van.) A detektorok jeleit a késziilék Gsszegytijti és a szamitogépnek tovabbitja
feldolgozas céljabol. A jelek csticsok formdjaban folyamatosan kovethetk a futis soran. Az
ALFwin Fragment Analyser 1.00 szoftver segitségével az eredmények kiértékelhetok, az

egyes fragmentumok méretei szamszertsithetoek.

8. dbra: Az ALF-Express Il. késziilék (GE Healthcare BioSciences).

3.5. A mikroszatellit alléIméretek meghatarozasa

A mintakat 1,2%-o0s, etidium-bromiddal festett agar6z gélen futtattuk meg 10 V/cm
feszlltséggel, majd a mintzatokat 313 nm-es UV fényben digitalis kameraval fényképeztik
és detektaltuk. Azokat a reakciotermékeket, amelyekben a mikroszatellit régiokat sikeresen
felszaporitottuk, ALF-Express II. (Id. 3.4.) késziilékben 8%-0s poliakrilamid gélen
(ReproGel™ High Resolution, GE Healthcare BioSciences) futtattuk a pontos
allélosszetételik és méretiik meghatarozasa céljabdl. Ehhez a forward primereket Cy-5
fluoreszcens festékkel jeloltiik. A futdsok soran sajat készitésii belso, illetve kiilsé

standardeket hasznaltunk, melyek ismert hosszisaguak (a pBl426 plazmidban megtalalhatd
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nptll (neomicin-foszfotranszferaz) gén szekvenciéjarol szaporitottuk fel, Dr. Galli Zsolt 6tlete
alapjan), és ugyancsak fluoreszcens festékkel jeloltiik. A belsé standerdek az SSR analizisben
95 bp, 275 bp és/vagy 300 bp méretiick voltak. Az alkalmazott standard méreteket ugy
valasztottuk ki, hogy a PCR soran felszaporodott fragmentumokat a belsé standerdek
kozrefogjak. A kiils6 standardek: 95 bp, 275 bp, 300 bp és 500 bp méretiiek voltak.

A Vvmyb génnel kapcsolt marker (20D18CB9) esetén, mivel annak mérettartomanya
joval nagyobb, mint a mikroszatellitek esetében, 582 bp és 700 bp méretli standardeket
készitettiink. Ebben az esetben a belsé standard méretek: 95 bp, 275 bp, 300 bp és 700 bp. A
kiils6 standardek: 95 bp, 275 bp, 300 bp, 582 bp, 700 bp. A belsd standard kivalasztasdnal
ugyelni kell arra, hogy a standard eés a PCR soran felszaporodott fragmentum merete ne fedjek
egymast, mert az az eredmény torzitdsahoz vezethet.

A PCR reakciokat kovetden a poliakrilamid gélre valo felvitel el6tt, a mintakbol 1-4
pl-t (attol figgbéen, hogy az agar6z gélen milyen erés fragmentumot kaptunk), a belsd
standardbo6l 3 pl-t 6sszekevertlink 3 ul bideszt. vizzel, majd a kiils6 standardekkel egyiitt
95°C-on 5 percig denaturaltuk. A denaturalast kovetden a mintakat rogton jégre helyeztiik. A
g€l elsd, huszadik és negyvenedik zsebébe 4-4 pul kiilsé standardet vittiink fel, majd a mintédk
és a bels6 standardek keverékébdl 8-8 ul-t tettiink a 2-19 és a 21-39 zsebekbe.

A futas paramétereit a kovetkezOképpen allitottuk be:

- aramerdsség: 45 mA
- fesziiltség: 850 V

- teljesitmény: 30 Watt
- hémérséklet: 55°C

- futasi 1dd: 80 perc.

Minden futds alkalmaval referencia mintakat, és az utodpopulacid sziiléit is
alkalmaztuk, a kapott allélméretek pontos meghatarozasa céljabol. Az egyes futasok kozotti
egyenetlenségek igy kikiiszobolhetdek.

Az eredmeny kiértékelését es dokumentalasat a Fragment Analyser 1.0 szamitdgépes
szoftver (GE Healthcare BioSciences) segitségével végeztik. Az ismert nukleotidhosszisagu
kiils6 ¢és belsod standardek segitségével, majd a szdmitdgépes programmal meghataroztuk az
egyes allélok pontos bazismeretét.

A CB markerekkel felszaporitott termékeket 1,2%-o0s, etidium-bromiddal festett

agardz gélen értékeltik ki.
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A multiplex PCR soran kapott termekeket mind ALF-Express Il. készilékkel, mind
4%-0s Metaphor® (Cambrex Bioproducts, Biocenter Kft, Szeged) agar6z gélen is

elvalasztottuk.

3.6. Mikroszatellit allelméretek statisztikai értékelése és dendrogram

szerkesztése

Az analizishez az UPGMA (*Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean’)
modszert alkalmaztuk, mely a hierarchikus klaszterezési eljarasok kozé tartozik. Hasonlosagi
koefficiensek segitségével Osszedllitott matrix alapjan csoportositja az objektumokat, és
kapcsolatukat dendrogram forméajaban abrazolja. Ezzel szemléletesen bemutathaté az
objektumok kozotti hasonlosag vagy tavolsag (Hajosne Novak 1999).

A mikroszatellitekkel kapott allélméreteket binarisan kodoltuk, az adott méretli fragmentum
meglétét 1-gyel, mig hianyat 0-val jeloltik. Az adatokat bevittiik az SPSS 11.0 (IBM)
statisztikai programba, ahol Jaccard index (1908) alapjan klaszter analizist készitettlink. A
klaszter analizis sok valtozo alapjan csoportokat alakit ki, ami alapjan 6sszehasonlithatjuk a
fajtakat. Az eredmények szemléltetésére dendrogramot szerkesztettlink, melyet a program

hasonlosagi matrix alapjan készit el.

57



58



4. Eredmenyek és megvitatasuk

4.1. Marker alapu szelekcio alkalmazasa Kiilonb6z6 hibridpopulaciokban

4.1.1. 06-1-es populécio: VRH 3082-1-42 BC, x “‘Kismis vatkana’

A VRH 3082-1-42 BC, hibridet (Bouquet, 1986) Kozma és munkatarsai keresztezték a
‘Kismis vatkana’-val abbol a célbdl, hogy a Runl/Rpvl és a Renl gének kombinalasaval
multi-rezisztens sz616 genotipusokat nyerjenek.

A VRH 3082-1-42 BC, x ‘Kismis vatkana’ keresztezés 0Osszesen 1185 utodot
eredményezett (06-1-es populicio). Uveghazi fertdzést kdvetden, Pécsett a Szdlészeti és
Borészati Kutatd Intézetben Kozma Pal és Hoffmann Sarolta bonitaltak a névényeket, és
aszerint, hogy hordoztak-e lisztharmat (PM) tuneteket vagy nem, két csoportra osztottdk az
utddpopulécidt: 286 PM szenzitiv és 899 PM rezisztens egyedet hataroztak meg (9. &bra). A
tinetmentes: érzékeny egyedek hasadasi aranya a hibridpopulacidban 3:1. A fert6zési tiinetek
fenotipusos értékelése hosszadalmas és nehézkes folyamat, és ezzel a hagyomanyos
modszerrel a kiilonbozd eredeti PM rezisztencia géneket hordozd, de azonos fenotipust

mutat6 egyedeket nem lehet egymastdl elkuloniteni.

s
9. dbra: (a) 06-1 (M. rotundifolia x V. vinifera) BC,4 x ‘Kismis vatkana’ hibridcsalad
tesztelése Uiveghdzban lisztharmat fogékonysagra: tlinetmentes rezisztencia (OIV kod 455: 9
fokozat); (b) Uveghazi tesztelés soran lisztharmat és peronoszpora fogékonysagot mutatd
magonc a 06-1 hibridcsaladbol (a felvételeket Dr. Hoffmann Sarolta készitette).
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Az azonos fenotipust mutato, tiinetmentes Runl+, Renl+ vagy Runl+/Renl+
genotipusokat molekularis markerek segitségével azonositottuk. A marker alapu szelekciohoz
(MAS) véletlenszertien kivalasztottunk 410 PM rezisztens egyedet a 899-bdl, és 30-at a 286
fogékonybdl. Ezeken a novényeken teszteltiik, hogy a Runl és/vagy Renl specifikus
markerek egyutt hasadnak-e a PM rezisztenciaval. A mintdkon harom Renl-gyel, ketté Runl-
gyel kapcsolt SSR markerrel, tovabba BAC szekvencia alapjan tervezett tovabbi harom
markerrel, és egy Rpvl génhez kapcsolt SSR markerrel kovettiik a fenti rezisztencia gének
(Run1/Rpvl és Renl) 6roklodését.

Olyan, az irodalomban korabban leirt markereket kerestiink, amelyek Renl-gyel
(Hoffmann et al. 2008), illetve Runl-gyel (Barker et al. 2005) kapcsoltak, és rutinszertien
alkalmazhaték a MAS-ra. Az irodalomban korabban nem irtak le a Runl/Rpv1 rezisztencia
gének SSR markereinek pontos allélméreteit (a Renl-gyel kapcsolt markerekét sem teljes
egészében), sem pedig azt, hogy mely allélok kapcsoltak a PM rezisztenciaval. fgy els6
1épésben a sziilok (BC,4 és ‘Kismis vatkana’) és az utddpopulacio 30 PM-tlineteket mutato,
illetve 30 tlinetmentes egyedének genotipusat hataroztuk meg a kivalasztott markerekkel (6.
tablazat). Mivel a populacido két, egymastol fiiggetleniil 6roklodé dominans PM
rezisztenciagent tartalmaz, nem kereshettiink egy olyan allélméretet, ami minden rezisztens
egyedben megtalalhatd, de egyik szenzitivben sem. A rezisztensnek Vélt, tiinetmentes
egyedeknél gy tudtuk meghatarozni a rezisztenciaval kapcsolt allélméreteket, hogy az egyes
markereknél olyan allélméreteket kerestiink, amik a szenzitiv egyedekben egyaltalan nem

jelentek meg, a rezisztenseknek pedig mintegy a felében (6. tablazat).

6. tablazat: A rezisztencia génekhez kapcsolt, a vizsgalataink soran alkalmazott SSR
markerekkel felszaporitott pontos allélméretek

Renl Runl Rpvl
VMC VMC VMC VMC VMC
9h4.2 Ubv20a Ng4el0.1 899 4f3.1 193.2

KISMIS | 262:286 | 138:164 | 240260 | 167:174 | 160:186 | 122140
vatkana

BC, 282:298 | 148:148 | 260:260 | 160:167 | 184:186 | 129:140

‘Cardinal’ | 289:307 140:160 265:286 179:179 162:162 135:140

BC, x ‘Kismis vatkana’

Rezisztens 282:286 160:167 160:186 122:140

genotipusok | 286:208 | 148184 | 260:260 1 Y6074 | igeige | 1221122

Szenzitiv 262:282 ] ] 167:167 160:184 122:140
genotipusok | 262:208 | 138148 | 240:260 | 17904 | 184186 | 140:140

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhtizassal és vastag betiivel jeldltiik.
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4.1.1.1. A Renl génnel kapcsolt markerek

Renl-gyel kapcsolt markerként a VMC9h4.2, UDV20a, és a VMCNg4el0.1
markereket hasznaltunk, amelyeket Hoffmann et al. (2008) 0,9 cM tavolsagra térképeztek a
Renl l6kusztdl (5. abra).

A VMC9h4.2 marker esetében azok az utddok, amelyek 6rokolték a ‘Kismis vatkana’
rezisztenciaval kapcsolt 286 bp méretii alléjat, Renl+ genotipusok. A recessziv allél ennél a
markernél a mi vizsgalataink szerint 262 bp. Hoffmann et al. (2008) szerint a *Kismis
vatkana’ genotipusa 260:283, ahol az utobbi kapcsolt a Renl génnel. A néhany bazisparos
allélméretbeli kuldnbség a nemzetkozi irodalomban is megtalalhaté ugyanazon fajta abszolut
allélméreteiben, aminek oka legtobbszor az eltérd vizsgdlati modszerekben keresendd
(Crespan és Milani 2001). Az ilyen eltérések kikiiszobolésére vezették be This et al. (2004) az
N kodolast, ami lehetové teszi az egyes laboratoriumok kozotti adateserét (Vitis Mikroszatellit
Konzorcium, VMC). A modszer lényege, hogy referencia fajtakat hataroznak meg,
melyeknek megallapitjadk a pontos allélméreteit az egyes lékuszokban. Az adott 16kuszban
megfigyelt legkisebb allélméretet tekintik N-nek, és az ettél valo eltéréseket kodolva N+
értéknek. Igy ha az abszolut alléiméretekben van is eltérés az egyes laboratoriumok kézott, az
N+ értékek minden esetben megegyeznek.

Az UDV020a marker a ‘Kismis vatkana’-ban egy 138 és egy 164 bp méretii allélt
szaporitott fel. Azok az utédok, amelyek 6rokolték a rezisztenciaért felelés 164 bp méretli
allélt, Renl+, rezisztens genotipusok (10. dbra). Hoffmann et al. (2008) a rezisztenciaval
kapcsolt allélméretet 161-nek hataroztak meg, mig a recessziv allélt nem hataroztak meg,
kérddjellel jelolték a 13-as kapcsoltsagi csoport fizikai térkepen.

A VMCNg4e10.1 markerrel azok az utédok amelyek 260:260 homozigotdk Renl+,
rezisztens genotipusok. Adatainkat Hoffmann et al. (2008) eredményeivel Gsszevetve, par
bazisparos eltérést itt is tapasztaltunk: a ‘Kismis vatkana’ genotipusa 236:259, mi pedig
240:260 allélméreteket kaptunk. A nagyobb allélméret kapcsolt a Renl génnel. A VMC9h4.2
és VMCNg4e10.1 primerek alkalmasak multiplex PCR-re, melynek eredményeit az 4.1.1.4.
Multiplex PCR és agardz alapt gélelektroforézis cimii fejezetben részletezziik.

Mindharom marker egyértelmii diagnosztikus értékii eredményeket adott (7. és 9.
tablazat). A harom Renl-gyel kapcsolt marker allél minden esetben egyiitt 6roklodott,
megerdsitve a szoros kapcsoltsagot (Hoffmann et al. 2008). Az 06sszes ndvény, amely
hordozza a Renl génnel kapcsolt markert, PM rezisztens, és a 30 szenzitiv minta egyike sem

tartalmazza ezt az allélt.
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Card )\ Ao A 140-160

A ,m
BE; _amy . A\ 148-148
BV & A 138-164
Renl- A AN 138-148 g
Renl-_j f\\J ) 138-148 P
Bonils: 3 J\ L 138-148 -
Renf-_J-L ; \_,a\ 138-148
Renl+ A __j\_/f \ 148-164 N
Renl+ A f\ 143-164

Renl+ . A J\__ 143164 .

10. &bra: Renl génnel kapcsolt marker (UDV20a) elemzése a 06-1-es populacioban.
Card: ‘Cardinal’, fogékony referencia fajta, Sziil6k: BC4: 148-148 (Renl-), KV: ‘Kismis vatkana’:
138-164 (Renl+), Utddpopulécio egyedei: 138-148 genotipusu: Renl-, 148-164 genotipusu: Renl+.
A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahuzassal és vastag betivel jeloltik.

4.1.1.2. A Runl génnel kapcsolt markerek

Runl génnel kapcsolt markerként a VMCB8g9 és a VMC4f3.1 primereket hasznaltuk
Barker et al. (2005) szerint, akik a VRH3082-1-42 BC,4 x V. vinifera ‘Cabernet Sauvignon’
hibridcsaladot vizsgalva megallapitottdk, hogy a VMC8g9 minden esetben egydtt hasadt a
PM-rezisztens fenotipussal, mig a VMC4f3.1 SSR I6kuszt 0,6 cM és a VMC1g3.2 I6kuszt 4,4
cM tavolségra térképezték a Runl géntdl.

A VMC8g9-cel kapott allélméretek (6. tablazat) 160, 167 és 174 bp, ahol a 160 bp
méretli allél kapcsolt a Runl génnel. Az egyes allélok egymastol jol és egyértelmiien
elkiilonithetéek voltak. A VMCS8g9 alkalmas a Runl rezisztencia gént hordozd egyedek
szelektalasara.

A VMCA4f3.1 markerrel a BC4 hibridcsaladnal egy 184 és egy 186 (Runl kapcsolt)
bazispar méreti allél szaporodott fel, mig a ‘Kismis vatkana’-nél 160 és 186 bp (6. tablazat).
A 2 bp méretkilonbség olyan csekély, hogy az utodpopulécié 160:184 és 160:186
genotipusainal nem lehetett minden esetben egyértelmlien kijelenteni, mely egyedek
tartalmazzak a rezisztenciaval kapcsolt 186 bp méretli allélt, ezért ezt a markert kizartuk a
késébbi vizsgalatokbol. A BC4 és a ‘Kismis vatkana’ sziilék mellett, a PM-érzékeny
‘Cardinal’ fajta referenciaként szerepel a tablazatban.

Mivel csak egy informativ Runl kapcsolt marker allt a rendelkezésiinkre, Ugy

gondoltuk, fontos, hogy olyan markert keressiink, ami a VMCB8g9-cel kapott eredményeket

62



egy attdl flggetlen modszerrel megerdsiti. Ezért teszteltiik a dominans CB191.192, CB69.70,
és CB137.138 markereket, hogy egyiitt hasadnak-e az SSR markerrel. A CB primereket
Barker et al. (2005) tervezte BAC szekvencia alapjan.

A CB dominans markerekre végzett PCR a BC,; és az utddpopulécid rezisztens
egyedeiben a vart méretli fragmentum felszaporodéasaval: CB191.192 primerpar esetén 284
bp, CB69.70 primerpar esetén 157 bp és CB137.138 primerpar esetén 277 bp (11. abra)

jelezte a Runl gén jelenlétét.

601602 603 604 BO5 bcd kis card 6 16 26 36 46 56 76 106 116

-
&

11. &bra: A 06-1-es populacio elemzése a Runl-kapcsolt CB137.138 markerre nézve.

Az 1. zsebben molekulatdmeg marker talalhaté (GeneRuler 100 bp Ladder Plus), a 06-1/601-605.
szam( mintak szenzitivek (Runl-), BC,: Runl+, ‘Kismis vatkana’: Runl-,’Cardinal’ szenzitiv
genotipus (Runl-), 06-1/6-416 szamu mintak tiinetmentes egyedek. A nyilak a rezisztenciat jelzd
277 bp méretli fragmentumokra mutatnak.

Az 0sszes egyed, ami tartalmazta a VMC8g9-cel a Runl rezisztencia génnel kapcsolt
allélt, pozitiv lett a CB markerekkel is, tehat a kapott eredmények megerdsitették egymast. A
CB69.70 marker esetében azonban négy tlnetmentes mintanal (76, 116, 236, 636)
felszaporodott a vart 157 bp méretii fragmentum, de csak nagyon kis mennyiségben a biztosan
pozitiv mintak nagyon erés jeléhez képest.

A Renl rezisztencia génnel kapcsolt mindharom marker (VMC9h4.2, UDV020a,
VMCNg4el0.1) eredménye egybeesik (7. tablazat), igy a Renl+ genotipusok konnyen
szelektalhatéak. A Runl rezisztencia génnel kapcsolt markerek eredményei alapjan, a
VMC8g9, a CB191.192 és a CB137.138 primerek adatait tekintettik megbizhatdnak, mivel
azok eredményei minden esetben megegyeztek.

Az 7. tablazatban szerepld adatok bizonyitjak a VMC8g9 és a CB markerek szoros
kapcsoltsagat ugyanazoknal a novény egyedeknel, melyek CB eredményei a 11. abran
lathatoak. Azok a novények, amelyek nem tartalmazzak a Runl gént (pl. 16, 26, 36, 76, stb.)
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€s meégis tlnetmentesek a lisztharmatfertézésre, a ‘Kismis vatkana’-tol 6rokolték az
ugyancsak PM rezisztenciaért felelds Renl gént. Azok az egyedek, amelyek mindkét
rezisztencia gént tartalmazzak (46, 106, 136, 146, 156, 216, 226, 406 és 416) értékes
alapanyagul szolgélnak a ndvénynemesités szdmara, mivel két, kiillonb6z6 genetikai forrasbol
szdrmazo, ¢és kiilonbozd kromoszoman 1évé domindns PM rezisztencia gént hordoznak.

Az 6sszes novény, ami tartalmazza a Runl-gyel kapcsolt markereket, PM-tlinetmentes
fenotipust mutatott, és a 30 fogékony egyed egyike sem tartalmazta a rezisztenciaval kapcsolt

allélokat egyik markerrel sem.

7. tablazat: Harminc véletlenszeriien kivalasztott, tiinetmentes egyed (06-1 populacid)
tesztje hat Renl és Runl specifikus markerrel

Lisztharmat
tineteket nem Renl RuN1
mutato
06-1/ VMC ubv VMC VMC CB CB
9h4.2 020a Ng4el0.1 899 191.192 137.138
6 - - - + + +
16 + + + - - -
26 + + + - - -
36 + + + - - -
46 + + + + + +
56 - - - + + +
76 + + + - - -
106 + + + + + +
116 + + + - - _
126 - - - + + +
136 + + + + + +
146 + + + + + +
156 + + + + + +
176 - - - + + +
206 + + + - - R
216 + + + + + +
226 + + + + + +
236 + + + - - -
246 - - - + + +
256 - - - + + +
276 - - - + + +
306 + + + - - _
316 + + + - - _
326 - - - + + +
336 + + + - - -
346 - - - + + +
356 + + +
376 + + + - - -
406 + + + + + +
416 + + + + + +

A Renl+/Runl+ genotipusokat sziirke szinezéssel jel6ltik.
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4.1.1.3. Az Rpvl génnel kapcsolt markerek

Merdinoglu et al. (2003) a VMC1g3.2 SSR markert a peronoszpora rezisztenciaval
kapcsoltan 6roklodonek talaltak, igy annak kovetésére alkalmas marker.

Az Rpvl gén jelenlétének kimutatasara alkalmazott VMC1g3.2 marker a BC, és a
‘Kismis vatkana’ sziilokben azonos méretli allélokat eredményezett (122:140 bp), ezért
Rpvl+ genotipusként csak azokat a ndvényeket azonosithattuk, amelyek homozigétak a 122
bp méretii allélre. A heterozigotak elemzése ujabb marker bevonasat igenyli. A VMC1g3.2
marker I6kusz kozvetlen kozelében talalhatdo két Gjabb markerrel (VVIm1l és VVIb32)
kezdtik el a vizsgalatokat (Doligez et al. 2006). Azok az egyedek, amelyek homozigotak a
122-es allelre, tehdt Rpvl+-ak, egyben mind Runl+-ak is (9. tdblazat). Megerésitettiik a
Merdinoglu et al. (2003) altal mas anyagon megfigyelt jelenséget, miszerint a Runl és Rpvl
gének szorosan kapcsoltan 6roklédnek.

A Genetika és Biotechnoldgiai Intézetben kordbban vizsgalt BCs (BC, x ‘Kismis
moldavszkij’) hibridcsaladot hasznaltuk az (j markerek tesztelésére, mert ennél a
populaciondl rendelkezésinkre alltak szabadféldi peronoszpora felvételezési adatok (Kozma
Pal, szemelyes kozles). A populaciobol kivalasztottunk hét szenzitiv s hét rezisztens egyedet,
majd mind a kordbban alkalmazott markerekkel (VMC8g9, VMC1g3.2), mind a két Uj
markerrel (VVIm1l és VVIb32) elvégeztik az elemzést (8. tablazat). A Runl génnel
kapcsolt VMC8g9 markerrel és az Rpvl-gyel kapcsolt VMC1g3.2 markerrel kapott
eredmények megegyeztek a fenotipizalasi adatokkal. A VVIb32 markerrel kapott genotipus
adatok szdrnak a szenzitiv és a rezisztens fenotipusu egyedek kdzott, tehat ez a marker nem
alkalmas az Rpvl rezisztencia gén kovetésére. A VVIm1l markerrel kapott eredmények
viszont megegyeznek a VMC8g9 és a VMC1g3.2 eredmeényeivel, igy feltételezhetjik, hogy
ez a marker egydtt hasad az Rpvl génnel is. A markerek teszteleése utan elvégeztik a PCR-t a
VVIm1ll-gyel a 06-1-es populécié egyedein, hogy megnézzilk, alkalmazhatd-e a marker ennél
a populaciondl is. Kivélasztottunk véletlenszertien 109 egyedet (minden otddiket) és a
szll6ket. A sziilok és az utdédpopulacid néhany egyedének allélméreteit a 9. tadblazatban

mutatjuk be.
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8. tablazat: A 02-1-es (BC, x ‘Kismis moldavszkij’) populacié allélosszetétele

_\/MC899 VMClgB.IZ VVIm1l
lisztharmat peronoszpora

BC4 160:167 122:140 270:295

Kismis 160:174 128:142 205:295
moldavszkij
Rezisztens 160:174 122:128
genotipusok 160:160 1221142 295:295
Szenzitiv 160:167 128:140
genotipus 167:174 140:142 270:295
Peronoszpodra .
fenotipizérl)lési M',n @ Genotipusok

szam

adatok
Szenzitiv 5 167:174 SZ 140:142 SZ 270:295
Szenzitiv 7 160:167 SZ 128:140 SZ 270:295
Szenzitiv 10 160:167 SZ 128:140 SZ 270:295
Szenzitiv 12 160:167 SZ 128:140 SZ 270:295
Szenzitiv 17 160:167 SZ 128:140 SZ 270:295
Szenzitiv 19 167:174 SZ 140:142 SZ 270:295
Szenzitiv 30 160:167 SZ 128:140 SZ 270:295
Rezisztens 8 160:174 R 122:142 R 295:295
Rezisztens 9 160:174 R 122:142 R 295:295
Rezisztens 13 160:174 R 122:142 R 295:295
Rezisztens 16 160:174 R 122:142 R 295:295
Rezisztens 23 160:160 R 122:142 R 295:295
Rezisztens 32 160:174 R 122:142 R 295:295

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahizassal és vastag betiivel jeloltiik.

A VVIm1l marker az Rpvl gént tartalmazd, peronoszpoérara rezisztens sziilénél, a BCs-
nél felszaporitott egy 270 €s egy 295 bp méretii allélt, a peronoszpdra érzékeny ‘Kismis
moldavszkij’ pedig 295 homozig6ta. Mivel a peronoszpoéra rezisztens egyedek mind
homozigotak a 295 bp méretli allélre, feltételeztiik, hogy a rezisztencidval kapcsolt allél 295
bp méretli. Nem jelent problémat, hogy a szenzitiv és a rezisztens egyedek allélméretei (295
bp) megegyeznek, mert ilyen esetben nemcsak az allélméreteket, hanem a genotipust kell
nézni. Az utddpopulacio rezisztens egyedeinek genotipusa 295:295, a szenzitiv egyedek
genotipusa pedig 270:295.

A 06-1-es populécion tesztelve a markert azt az eredményt kaptuk, hogy a ‘Kismis
vatkana’ esetében egy 260 és egy 285 bp méretli fragmentum szaporodott fel. Ez azt jelenti,
hogy ennél a populacional nincs allélegyezdség, tehat még egyértelmiibben szét lehet
valogatni a szenzitiv egyedeket a rezisztensektdl. A feltételezésiink szerint peronoszpoéra
rezisztenciaval kapcsolt 295-0s allél a BC4 x “Kismis vatkana’ populéci6 szenzitiv egyedeinél
nem szaporodott fel. A VMC1g3.2-vel kapott 122 bp méretii allélre homozigota egyedeknél a
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295 bp méretii allél minden esetben felszaporodott, mig a 122-es allélt nem tartalmazo
egyedeknél (140:140 homozigota szenzitiv) nem, igy a marker alkalmazhatdo az Rpvl géen
kovetésére. Megallapithatjuk, hogy a biztosan Rpvl gént hordoz6 egyedek VVImll-gyel
tartalmazzadk az adott méretli, 295 bp méretli allélt. A marker nagy eldnye, hogy igy a
heterozigota (122:140) egyedeket is szét tudjuk véalogatni, tehat el tudjuk kiloniteni a
peronoszpadrara szenzitiv es rezisztens genotipusokat. Ahhoz, hogy eredményeinket ala tudjuk
tamasztani, sziikség lesz a populacid mesterséges peronoszpora fertézésére és a bonitalasi
adatokra. A VVIm1l-et kordbban még nem hasznaltdk MAS-ra, mi alkalmaztuk elészor a

szenzitiv es rezisztens genotipusok elkilonitésére.

9. tblazat: A 06-1-es (BC4 x ‘Kismis vatkana’) populacié 50 véletlenszertien kivalasztott
egyedének alléldsszetétele

Renl Runl Rpvl
VMC ubv VMC | CB191 | CB137 VMC VVim
9h4.2 20a 899 192 138 193.2 11

BC, 282:298 | 148:148 | 160:167 + + 122:140 | 270:295

KV 262:286 | 138:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:285

Rezisztens | 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 260:295
genotipus | 286:298 160:174

Szenzitiv | 262:282 | 138:148 | 167:167 - - 122:140 | 260:270
genotipus | 262:298 167:174

5 286:298 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

10 282:286 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270

15 286:298 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270

20 262:282 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285

25 282:286 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285

30 262:298 | 138:148 | 160:174 + + 122:140 | 260:270

35 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

40 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:140 | 260:270

45 262:298 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

50 282:286 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285

55 286:298 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

60 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

65 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:122 | 260:295

70 262:282 | 138:148 | 167:174 - - 122:140 | 260:270

75 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

80 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

85 262:282 | 138:148 | 167:174 - - 122:140 | 260:270

90 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

95 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295

100 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295

105 286:298 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285

110 262:282 | 138:148 | 160:174 + + 122:122 | 260:295

115 262:298 | 138:148 | 160:167 + + 122:122 | 260:295
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120 262:298 | 138:148 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
125 282:286 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
130 262:298 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
135 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
140 286:298 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
145 286:298 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
150 262:298 | 138:148 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
155 286:298 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
160 282:286 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
165 262:282 | 138:148 | 160:174 + + 122:140 | 285:295
170 286:298 | 148:164 | 167:167 - - 122:140 | 260:270
175 282:286 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
180 286:298 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285
185 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
190 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:140 | 260:295
195 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
200 282:286 | 148:164 | 160:174 + + 122:140 | 260:295
205 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
210 282:286 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
215 282:286 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285
220 262:298 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
225 286:298 | 148:164 | 167:167 - - 122:140 | 260:270
230 262:298 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
235 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
240 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
245 262:298 | 138:148 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
250 262:282 | 138:148 | 160:174 + + 122:122 | 260:295

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhtizassal és vastag betiivel jeldltiik.

Az ALF futasok eredmeényeinek kiértékelése utan az adatokat tablazatba foglaltuk, +,
illetve — jellel jel6lve, hogy az utodpopuléacié mely egyedei tartalmazzak az adott markerrel
kapcsolt rezisztencia gént. A vizsgalatainkban szereplé Osszes minta eredménye az 1-es
szdmu melléklet 17. tdblazataban talalhato.

A 06-1 populacié 440 egyedét vizsgalva, a szenzitiv fenotipust mutatdé ndveények
egyike sem tartalmazza egyik rezisztencia gen egyik kapcsolt markerét sem. A PM
tinetmentes 410 névény kozil — a markerelemzés szerint — 36% tartalmazza mind a Runl,
mind a Renl rezisztencia géneket, mig 28% Runl pozitiv és 36% Renl pozitiv. A Renl+
genotipusok javara valo eltolodast okozhatja az, hogy mig a Runl egy féhatast (major) QTL,
amely a M. rotundifolia-bol introgresszalodott a visszakeresztezések soran a BC, hibridbe,
addig a Renl PM rezisztencia gén egy dominans, monogénes rendszer, amit a ‘Kismis
vatkana’ x ‘Nimrang’ keresztezés 1:1-es hasadasi viszonyai is alatdmasztanak (Kozma et al,
2006).
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4.1.1.4. Multiplex PCR és agaroz gélelektroforézis

A szelekci6s folyamat tovabbfejlesztésének céljabdl, multiplex PCR-en és agardz
alapu gélelektroforézisen alapul6 modszert dolgoztunk ki. Bar az alapveté célunk a két
kiilonb6zé6 PM rezisztencia gént hordozd genotipusok kivalogatasa, illetve az egyes
rezisztencia gének jelenlétének bizonyitasa volt, az Rpvl génnel kapcsolt VMC1g3.2 markert
is alkalmaztuk a peronoszpéra rezisztencia kovetésére. Az eredményeink alatdmasztottak,
hogy a Runl és Rpvl kapcsolt markerek koszegregalnak. Az adataink bizonyitjak, hogy a
marker alapu szelekcio gyors €s pontos modszert kinal a nemesitési célkitlizésnek megfeleld,
halmozott rezisztenciagéneket hordoz6 genotipusok szelekcidjara.

Célkitlizéseink kozott szerepelt a halmozott rezisztencia géneket hordoz6 genotipusok
szelekcidja egy lépésben, multiplex PCR reakcidban. Ehhez gy kellett kivalogatni az egyes
primerparokat, hogy az amplifikalodott allélméretek ne fedjék egymast, és a primerek
kapcsolodasi hdmérséklete a PCR reakcid soran megegyezzen. Ennek alapjan a kovetkezd
primerparok alkalmasak multiplex PCR-re:

VMC9h4.2 (Ren1)/VMC8g9 (Runl),

VMCNQg4e10.1 (Ren1)/VMC8g9 (Runl),

VMC1g3.2 (Rpv1)/VMC9h4.2 (Renl),

VMC1g3.2 (Rpv1)/VMCNg4el0.1 (Renl)

és VMC1g3.2 (Rpv1)/VMC8g9 (Runl)/VMC9h4.2 (Renl) (12. abra).
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VMCl1g3.2 VMC8g9 VMC9h4.2
ES ES BC, KV 601 106 176 76 ES

BC, Jod M

s \ 122-140 160-167 282-298 |8
KVHM 122-140  167-174 262286 , .
601 JJML 122-140 167-174 262-282 — _ = ERER= =
1062M 122122 160-174 286298 % “

176 Mum 160-167  262-282

76 JI]\—/& 140-140  167-167  286-298 )| ————

12. dbra: VMC1g3.2, VMCB8g9 és VMC9h4.2 markerekkel végzett triplex PCR ALF
elektroforetogramja.
(a) ES: kiils6 standard (95, 275, 300, 500 bp), BC; (Runl+/Renl-), KV: ‘Kismis vatkana’
(Runl-/Renl+), BCs utddpopulécio: 601: Runl—/Renl—, 106: Runl+/Renl+, 176: Runl+/Renl—, 76:
Runl—/Renl+. A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahtzassal jeloltik. A Runl+/Renl+ genotipust
csillaggal jeloltik.
(b) A multiplex PCR virtualis gél fotja.

Ennek a moddszernek nagy elonye, hogy egy Ilépésben, 1d6t, pénzt, energiat
megtakaritva szelektalhatjuk ki az értékes genotipusokat. Gyorsan és hatekonyan tudjuk a
rezisztencia gének jelenlétére tesztelni a VRH 3082-1-42 BC, x ‘Kismis vatkana’ BCs
utddnemzedék mind a 899 tlinetmentes egyedét, ill. ez a mddszer mas olyan hibridcsaladok
tesztelésére is kivaloan alkalmas, amelyek ugyanezeket a sziildi partnereket tartalmazzak.
Lehetdség nyilik a halmozott rezisztenciagéneket hordozo genotipusok szelekciojara,
rutinszer(ien vizsgalhatjuk az utddpopulaciét multiplex PCR reakcioban a Runl és Renl gén
egyuttes jelenlétére.

Molnar et al. (2007) korabban mér leirtak, hogy a (VRH 3082-1-42 BC,4 x V. vinifera
‘Cardinal’) BCs utédnemzedekben a VMC8g9 markerrel felszaporitott allélok nagy
felbontoképességli 4%-0s Metaphor gélen is elvélaszthatoak. Ennek a moddszernek az az
elénye, hogy nem igényli a koltséges és koriilményes poliakrilamid gélelektroforézist, ALF
Express Il. késziiléket, és a primerek fluoreszcens jeldlését.

A BC,; x ‘Kismis vatkana’ hibridcsalad tesztelése soran duplex PCR reakciot
alkalmaztunk, VMC8g9 markert a Runl+ genotipusok, és VMC9h4.2 markert a Renl+
genotipusok kivalogatasara. A PCR reakcid soran kapott termékeket mind 1,2%-0s agar6zon,

mind 4%-0s Metaphor agarozon elvalasztottuk (13. és 14. abra).
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VMC9h4.2
VMC8g9

13. &bra: Duplex PCR (VMC9h4.2, VMC8g9) 1,2%-0s agardzon elvélasztva.
Az 1. zsebben molekulatémeg marker talalhaté (GeneRuler 100 bp Ladder Plus) (magyarazat a
szovegben) Kismis: ‘Kismis vatkana’, bcd: BC, sziilék, utdédpopulacié egyedei: 06-1/601
(szenzitiv genotipus), 06-1/90, 06-1/6, 06-1/36 (rezisztens genotipusok)

14. abra: VMC1g3.2 markerrel vegzett PCR 1,2%-0s agarozon elvéalasztva.
M: molekulatdmeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder), 1. BC, (122:140), 2. ‘Kismis vatkana’
(122:140), 3. 06-1/604 szenzitiv minta (140:140), 4. 06-1/90 PM tlinetmentes minta (122:140), 5.
06-1/6 PM tlinetmentes minta (122:122), 6. 06-1/36 PM tiinetmentes minta (122:140). Zardjelben
a VMC1g3.2 markerrel kapott alléIméreteket tuntettiik fel.

A 13. dbran lathat6, hogy a duplex PCR soran mindkét primerparral felszaporodtak a

DNS fragmentumok. Az 1,2%-o0s agar0z nem alkalmas azonban arra, hogy a rezisztens

genotipusokat a szenzitivektdl el tudjuk kiiloniteni, ezért a nagyobb felbontoképességii

Metaphor agar6zon is elvalasztottuk a PCR termékeket.

Az 1,2%-0s agar6z csak a VMC1g3.2 marker esetében alkalmas a DM rezisztens,

122:122 genotipusu es a szenzitiv 140:140 genotipusok elkilonitésére (14. abra).

Az allélméreteket pontosan ismertiik, azokat kordbban az ALF készilékkel

meghataroztuk.
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A két sziil6, a ‘Kismis vatkana’ és a BC4 genotipusa:

VMC8q9: VMC9h4.2: Runl/Renl
‘Kismis vatkana’: 167:174 262:286 Runl-/Renl+
BCy: 160:167 282:298 Runl+/Renl-

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahtizassal és vastag betiivel jeloltiik.
Az utodpopulacié egyedei kozll kivalasztottunk négyet (06-1/601, 06-1/90, 06-1/6,
06-1/36), amelyek a négy kiilonb6zé genotipust reprezentaljak (Runl-/Renl-; Runl+/Renl+;

Runl+/Renl-; Runl-/Renl+).

Ezek genotipusa a kdvetkezd:

VMC8g9 VMC9h4.2 Runl/Renl
06-1/601: 167:174 262:282 Runl-/Renl-
06-1/90: 160:167 282:286 Runl+/Renl+
06-1/6: 160:174 262:298 Runl+/Renl-
06-1/36: 167:174 282:286 Runl-/Renl+

M KV BC, 601 90 6 36 YRR 262 282286 208

Ll
LI I 1 L 0t | T

- —
e i

- // //
160 bp 160 bp 160 bp

J+ - o) - - || |

15. &bra: a) VMC8g9 és VMC9h4.2 markerekkel végzett duplex PCR 4%-0s Metaphor
agardzon elvalasztva.

M: molekulatomeg marker (BioLine HyperLadder V., Izinta Kft, Budapest, Hungary), 2. ‘Kismis
vatkana’: Runl-/Renl+ 3. BC,: Run+/Renl-, 4-7. utédpopulacié egyedei 06-1/601: Runl-/Renl-, 06-
1/90: Runl+/Renl+, 06-1/6: Runl+/Renl-, 06-1/36: Runl-/Renl+. A rezisztencia génnel kapcsolt
allélokat nyillal jeloltik.
b) A duplex PCR vonalkddja.
Sziirke szinezéssel jel6ltik az értékes, mindkét lisztharmat-rezisztencia gént tartalmazo6 genotipust.
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A 15. abran jol lathatd, hogy az az egyed, amelyik 6rokélte a BCy4 sziilé 160 bp
méret Runl lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt alléljat, az Runl+ genotipusu, amelyik
utdd a ‘Kismis vatkana’ 286 bp méretli Renl lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt alléljat
Orokolte, az Renl+ genotipusu, ill. amelyik mindkett6t tartalmazza, Runl+/Renl+ genotipus.
Ezzel a modszerrel egyszerli agar6z alapu elektroforézissel is elkiilonithetok a rezisztens
egyedek. A konnyebb attekinthetéség kedvéért a 15b abran a multiplex PCR eredményét
vonalkdddal is abrazoltuk.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy azok az SSR markerek, amelyeket a Runl és Renl
lisztharmat rezisztencia gének terképezésere fejlesztettek, alkalmasak marker alapu
szelekciora. Ezekkel a markerekkel bizonyitani tudtuk a halmozott rezisztencia gének
jelenlétét a BCs hibridpopulaciéban. Az azonos fenotipust meghatarozé halmozott
rezisztenciagéneket (Runl, Renl) tartalmazé novények azonositdsa csak DNS-szintii
elemzéssel lehetséges. Bizonyitottuk, hogy a Renl génnel kapcsolt SSR markerek

rutinszertien hasznalhatok MAS-ra.

4.1.2. 06-3-as populacid: Vitis vinifera ‘Génuai zamatos’ x Vitis vinifera
‘Kismis vatkana’

A V. vinifera ‘Génuai zamatos’ x V. vinifera ‘Kismis vatkana’ keresztezés célja az volt,
hogy a kitiind csemegesz6l6 ‘Génuai zamatos’ fajtaba bevigyék a V. vinifera eredetl
lisztharmat rezisztencia gent (Renl) a ‘Kismis vatkana’-bol. Mivel a sz616
rezisztencianemesités soran alkalmazott vad fajokbdl szamos poligénikusan 06roklédo
kedvez6tlen tulajdonsagot is atvisznek az interspecifikus hibridekbe, fontos elérelépést jelent
V. vinifera eredetii rezisztencia gének alkalmazasa.

A Kkeresztezés analizise, 78 tiinetmentes és 68 fertdzési tiineteket hordozé mintin a
Renl-gyel kapcsolt VMC9h4.2 SSR markerrel tortént. A sziilok és az utédok allélméreteit a
10. tablazat tartalmazza. A 06-1 populacional kapott eredményeket hasznaltuk fel a
keresztezés vizsgalatanal. Azok az utddok, amelyek orokolték a ‘Kismis vatkana’ 286 bp
méretli alléljat, lisztharmat rezisztensek. Azért a VMC9h4.2 markert alkalmaztuk ennél a
keresztezésnél, mert a kapott allélméretek lehetévé teszik a rutin agardzon valo detektalast is
(16. abra). Igy kordn, mar par lombleves allapoti utédpopulaciondl lehetdvé valik a
szelekcio, nem sziikséges a hosszadalmas és koltséges mesterséges fertézést, majd bonitalast

elvégezni, illetve a nagyméretii hasadd populaciot fenntartani. Gyorsan, hatékonyan és az
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agaroz alapu gélelektroforézisnek koszonhetden koltségtakarékosan szelektadlhatok a
rezisztens egyedek. A vizsgalatainkban szereplé mintak eredményei az 1-es szamu melléklet

18. tablazataban talalhat6ak.

10. tablazat: ‘Génuai zamatos’ x ‘Kismis vatkana’ populacid allélméretei a Renl-gyel
kapcsolt markerekkel

Renl
VMC9h4.2 UDV20a VMCNQg4e10.1
‘Génuai zamatos’ 290:294 138:148 268:270
‘Kismis vatkana’ 262:286 138:164 240:260
Rezisztens genotipus 286:290 138:164 260:268
286:294 148:164 260:270
262:294 138:148 240:270

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahuzassal és vastag bettivel jeloltiik.

16. abra: Renl génnel kapcsolt marker (VMC9h4.2) elemzése a 06-3-as populacioban.
M: molekulatdmeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder), Kv: ‘Kismis vatkana’. Gz: ‘Geénuai
zamatos’, R: rezisztens genotipus, Renl+, SZ: szenzitiv genotipus, Renl-.

4.1.3. 07-12-es populacio: (Vitis vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x
(Vitis vinifera ‘Katta kurgan’ x Vitis vinifera ‘Perlette’)

A hibridpopulécié vizsgalataval az volt a célunk, hogy rezisztencidval kapcsolt
markerekkel kivalogassuk a halmozott rezisztenciagéneket hordozé genotipusokat (PM
rezisztenciagén a ‘Dzsandzsal kara’-bél, QTL-ek a ‘Laszta’-bol), illetve az egyes rezisztencia
géneket kovessuk az utdédpopulacioban, tehat szét tudjuk valogatni a rezisztens és szenzitiv
egyedeket. Arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy a Runl/Rpvl-gyel, illetve a Renl-gyel
kapcsolt markerek alkalmazhatoak-e ennél a populéciénal. Mivel a “Laszta’ rezisztens fajta
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‘Seyve Villard’ eredetli, pedigréjében megtalalhatdé mind a ‘SV 20365°, mind a ‘SV 12375’
(“Villard blanc’), PM kapcsolt QTL markereket is teszteltlink.

Osszesen 126 egyedet vizsgaltunk, ebbd] fertdzési tiineteket mutatott 30, és tiinetmentes
volt 96. A 11. tdblazatban mutatjuk be Runl/Rpvl-gyel kapcsolt VMC8g9 és VMC1g3.2
markerek, illetve a Renl-gyel kapcsolt VMC9h4.2, UDV20a és VMCNg4el0.1 markerek
eredményeit, a hibridpopulacio sziileinek, a rezisztens sziil6t 1étrehoz6 rezisztens fajtaknak, a
‘Dzsandzsal kara’-nak és a ‘Laszta’-nak és az utddpopulécid szenzitiv, illetve rezisztens
egyedeinek allélméreteit.

A szenzitiv és a rezisztens fenotipusi egyedek nem valogathatdéak szét a Runl/Rpvl
kapcsolt markerekkel, ez arra utal, hogy a hibridpopulacié nem tartalmazza ezeket a geneket.

Mind a ‘Kismis vatkana’, mind pedig a ‘Dzsandzsal kara’ Renl-gyel kapcsolt alléljei
pontosan megegyeznek, ¢s mind a hibridpopulacioét 1étrehozé rezisztens sziilé (‘Dzsandzsal
kara’ x ‘Laszta’), mind pedig a hasadd utddpopulécio lisztharmat rezisztens egyedeinek Renl-
gyel kapcsolt alléIméretei is.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy csak a Renl-gyel kapcsolt allélméretek hasadnak
egyutt a lisztharmat rezisztens fenotipussal, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a ‘Dzsandzsal

kara’ dominans lisztharmat rezisztencia génje megegyezik a ‘Kismis vatkana’ Renl génjével.

11. téblazat: A (*‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x (‘Katta kurgan’ x “Perlette”) hibridpopulacio
allélméretei a Renl-gyel és a Runl/Rpvl-gyel kapcsolt SSR markerekkel

Renl Runl/Rpvl
vmggm. upvaoa | YMENHI0| ymcsge | vmciga:
‘Kismis vatkana’ | 262:286 | 138:164 240:260 167:174 122:142
‘Dzsandzsal
cara’ 280:286 | 150:164 255:260 167:174 124:128
“Laszta’ 252:290 | 150:150 230:268 162:178 128:134
Dzsandzsal | 186990 | 150:164 260:268 162:174 124:128
kara’ x ‘Laszta —
‘Kattakurgan’ x| 565586 | 138:150 238:260 178:178 122:128
Perlette
124:128
Szenzitiv 262:290 | 138:150 238:268 162:178 122:128
egyedek 286:290 | 150:150 260:268 174:178 122:124
128:128
124:128
Rezisztens 262:286 138:164 238:260 162:178 122:128
egyedek 286:286 | 150:164 260:260 174.178 122:124
128:128

75



A 07-12 populacio tiinetmentes egyedeinél 108-205-ig tart a mintdk szdmozasa. A
feltételezett rekombinansok: lisztharmat rezisztens fenotipust mutatnak, de a Renl kapcsolt
markerrel Renl- genotipust mutaté egyedek: 139, 204. PM tiineteket mutatd, szenzitiv
genotipust mutatd egyedek kozil a 1/7/1 és a 1V/3/3 Renl+ genotipust mutatnak.

Coleman et al. (2009) az alabbi egyedeket talaltak rekombinansnak: 82, 139. A 82-es
mintadt mi nem kaptuk meg, a 139-es nalunk is egyezik. Ok 151 utédot vizsgaltak, igy
valoszintileg a 204-es mintadt nem. A rekombinansok azonositasahoz ismételt fenotipizalasra

van szlkség.

A vizsgalatainkban szereplé mintak eredményei az 1-es szamu melléklet 19.
tablazatiban talalhatoak.

A 07-12-es hibridpopuléci6t lisztharmat QTL-lel kapcsolt SSR és SCAR markerekkel is
vizsgaltuk. Ennek eredményeit a 4.2. PM QTL analizis cimi fejezetben mutatjuk be.

4.2. PM QTL analizis

4.2.1. Lisztharmat QTL-lel kapcsolt SSR markerek alkalmazasa

Eibach et al. (2007) molekularis markerek segitsegével vizsgaltak a génhalmozas
gyakorlati alkalmazhatosagat a VHR 3082-1-42 BC, x ‘Regent’ keresztezésbdl szarmazo F1
utddpopulacion. A Muscadinia rotundifolia eredetii lisztharmat rezisztenciaért felelés Runl
gén kovetésére a GLP1-12 CAPS markert (Donald et al. 2002), a peronoszpora rezisztenciaért
felelés Rpvl gén kovetésére Wiedemann-Merdinoglu et al. (2006) szerint VMC8g9 és
VMC1g3.2 SSR markereket alkalmaztak. A ‘Regent’ fajta lisztharmat, illetve peronoszpdra
QTL-jeit harom-harom SSR markerrel kovették (Fischer et al. 2004), tovabba kiegészitették a
vizsgalatokat a SCORA7-760-as SCAR markerrel (Akkurt et al. 2007).

A ‘Laszta’ lisztharmat és peronoszpora rezisztens fajta, a pedigréjében megtalalhatd
‘Seyve Villard’ sziil6ktél 6rokolte a lisztharmat, és peronoszpora QTL-eket. Eibach et al.
(2007) szerint alkalmaztuk a VMC4d9.2, UDV15b és a VViV67 SSR markereket a 15-0s
kapcsoltsagi csoporton 1év6 lisztharmat QTL kovetésére a 07-12-es populacioban.

Az UDV15b marker, amit Di Gaspero et al. (2005) fejlesztettek ki, multilokuszos
marker, ezért eléfordul, hogy egyes genotipusokndl tobb allélt kapunk. A hibridpopulaciéd
vizsgalatakor mind a rezisztens sziil6nél, mind az utédpopulacié egyedeinél harom-6t-hét

csucsot detektaltunk, ami nehézkessé teszi az eredmények kiértékelését, nehezen kovethetdek
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az allélok, igy ezt a markert kizartuk a késdbbi vizsgalatokbol. A masik két markerrel
(VMC4d9.2 és VViV6T7) kapott allélméretek szortak a rezisztens és a szenzitiv fenotipusu
utodok kozott, illetve a rezisztens sziilo, a ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’ mindkét markerre
nézve homozig6ta (12. tablazat). MAS-ra olyan markerek alkalmazhatdak, amelyek a kovetni
kivant tulajdonsagot hordozo sziilénél heterozigota formaban vannak jelen, ezért ezek az SSR
markerek ebben az utodpopulacioban nem alkalmazhatéak a PM QTL kovetésésre. A
‘Regent’,’Seibel’,’Seyve Villard” fajtdkkal és a Vitis fajokkal kapott adatok valdsziniisitik,
hogy a lisztharmat QTL-lel kapcsolt allél a VViV67 marker esetén a 352 bp méretii allél. A
VMC4d9.2 marker esetén nem tudtuk meghatarozni, hogy melyik allélméret kapcsolt a
rezisztenciaval, mivel mind a 235, mind a 240 bp méreti allél megtaldlhaté a rezisztens
fajtakban. Az irodalomban nem talaltunk arra nézve adatot, hogy a ‘Laszta’ fajtaval, illetve
hibridpopulaciodjaval alkalmaztak volna marker alapu szelekciot.

Az irodalomban leirt PM QTL-lel kapcsolt markerek (VMC4d9.2, UDV15b és a
VViV67 SSR markerek és a SCORA7-760-as SCAR marker) nem alkalmasak a ‘Laszta’ és a
vele létrehozott hibridpopulacié lisztharmat QTL-jének kovetésére. Olyan 0j térképezeési
populaciot volna célszerli 1étrehozni (‘Laszta’-t egy szenzitiv fajtaval keresztezve), ami alapja

lehet annak, hogy a ‘Laszta’ PM QTL-jeivel kapcsolt markereket azonositsunk.
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12. téblazat: A 15-0s kapcsoltsdgi csoporton 1évé PM QTL-lel kapcsolt SSR markerekkel

kapott allélméretek

VMC4D9.2 VViVve7
‘Regent’ 235:240 334:352:364
‘S 7053’ 230:235 334:352
‘Laszta’ 235:240 352:364
‘SV 20365’ 235:240 334:352:364
‘SV 12375’ 230:235 334:352:364
BC, 244:244 352:364
V. labrusca 230:240 344:352:358
V. rupestris 235:240 358:358
V. berlandieri 235:235 330:352
V. lincecumii 235:235 330:338:352
‘DzsaIr1{<§::;sz;1TtI€<:(I':llrsafz;l 1‘(I)_.aszta’ 240:240 352:352
Szenzitiv sziil6: 226:240 352-364

‘Katta kurgan’ x ‘Perlette’

A hasadé utédpopulécié PM tinetmentes egyedei:

108 240:240 352:352
109 240:240 352:352
110 240:240 352:352
111 240:240 352:352
112 240:240 352:352
113 226:240 352:364
114 226:240 352:364
115 226:240 352:352
116 226:240 352:364
117 240:240 352:364
A hasado utodpopulacio PM fertdzési tlinetet hordoz6 egyedei
1/2/1 240:240 352:352
11212 226:240 352:352
1/2/3 226:240 352:352
1/3/1 226:240 352:352
1/3/2 226:240 352:352
IV/1/1 240:240 352:364
IV/1/2 226:240 352:352
IV/1/3 226:240 352:364
IV/2/1 226:240 352:364
IV/2/2 240:240 352:364
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4.2.2. Lisztharmat QTL-lel kapcsolt SCAR marker alkalmazésa

Akkurt et al. (2007) RAPD markereket (Fischer et al. 2004) alakitottak at SCAR
markerekké. Céljuk az volt, hogy olyan molekularis markereket fejlesszenek, amelyek marker
alapu szelekciora és a novenynemesités szamara hasznos genetikai forrasok jellemzésére
alkalmasak. A SCORA7-760 markert ajanljak marker alapu szelekciora, mert nagymertékben
(LOD 8,1-10,2) korrelaciot mutatott a leveleken felvételezett lisztharmat rezisztenciaval.

Az el6bbiek alapjan alkalmaztuk a SCORA7-760 markert, arra a kérdesre kerestiik a
valaszt, hogy mely fajtakban, fajokban kovethetd6 a 15-0s kapcsoltsagi csoporton 1évo
lisztharmat QTL, amit a PCR soran felszaporod6 760 bp méretii fragmentum jelez.

A ‘Regent’, ill a pedigréjében szerepld ‘S 7053 (=‘Chancellor’; nagysziil6) esetén
felszaporodott a vart 760 bp méretii fragmentum, ami megegyezik Akkurt et al. (2007)
eredményeivel (17. dbra). A ‘Laszta’ pedigréjében szereplé ‘SV 20365’ és az ‘SV 12375’
(“Villard blanc’) esetén felszaporodott a vart fragmentum, de a ‘Laszta’-ban nem. Akkurt et
al. (2007) tesztelték a markert kiilonb6z6 genetikai hatter(i, de eredetiiket nézve rokonsagban
1év6 genotipusokon: ‘Regent’ €s pedigréjében szerepld genotipusok (‘Chambourcin’, ‘Diana’,
‘Chancellor’, *Seibel 880’, ‘Seibel 5163’, *Seibel 6468’, ‘Subberux’), Gf. GA-47-42
rezisztens nemesitési vonal (‘Bacchus’, ‘Seyval’, ‘Seibel 5656°, ‘Seibel 4199°, ‘Seibel405’,
‘Rayon d’Or’, ‘Aramon du Gard’), ‘Villard blanc’ pedigréjében: ‘Seibel 6468’, ‘Bayard’,
‘Afuz Ali’, ‘Seibel 4614°, ‘Seibel 2003" x V. berlandieri, ‘Seibel 405°, *Subereux’, ‘Seibel
85”). Ezek a sziil6i vonalak kiilonb6z6 mértékben kapcsolédnak egymashoz, ill. a ‘Regent’
fajtdhoz, ami az irodalomban is megjelent pedigréjiikbdl egyértelmii. Leirtdk, hogy a
SCORA7-760 megkozelitdleg 90%-ban korreldl a lisztharmat rezisztencidval a kiilonboz6
genetikai hatter(i keresztezésekben. Ennek ellenére azt talaltdk, hogy nem mindegyik “Seibel’
ill. “‘Seyve Villard’ eredetii fajtaban szaporodik fel a rezisztenciat jelz6 fragmentum. Akkurt et
al. (2007) nem vizsgaltdk a ‘Villard blanc’-t, de a két szil6t a ‘Seibel 6468’-at és a
‘Subereux’-t igen. Az utobbi két fajtaban felszaporodott a 760 bp méretli fragmentum.
Vizsgalataink soran a “Villard blanc’-ban (‘SV 12375°) is felszaporodott a vart méretii
fragmentum.

A ‘Laszta’ ‘Seyve Villard’ eredetii sziil6je, a ‘SV 20365’, ami az analizis soran mutatta
a PM rezisztenciat jelz6 fragmentumot. Sajnos sem a ‘Laszta’-ban, sem az altalunk vizsgalni
kivant hibridpopulaci6 rezisztens sziild partnerében (‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) nem
szaporodott fel a fragmentum, tehat a 07-12 populéciét lisztharmat QTL-re ezzel a markerrel

nem lehet vizsgalni. A “Villard blanc’ pedigréjében szerepl6é V. labrusca, V. rupestris, V.
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berlandieri, V. lincecumii fajokat is vizsgaltuk (18. abra), azonban csak a V. lincecumii
esetén szaporodott fel a vart fragmentum, tehat a “Villard blanc’ ezt a fragmentumot a V.
lincecumii-tdl 6rokolte. Mas lisztharmat rezisztens vad fajokat vizsgalva: V. yeshanensis és V.
amurensis esetén sem szaporodott fel, ami azzal magyarézhatd, hogy ez a két faj Kelet-
Azsiabol, Kinabol és Mandzsiriabol szarmazik és nem Amerikabol. Ahogy vartuk, a V.
vinifera eredetii, de lisztharmat rezisztens fajtak, ‘Kismis vatkana’, ‘Dzsandzsal kara’,
‘Kabarcik’, ‘Rezisztens magvatlan’, ‘Tagobi’, ‘Gordin’, ‘Alexandrouli’, “Tsitska’,
‘Bazaletouri tsolikouri’ nem tartalmaznak QTL-t, ezért nem szaporodott fel a lisztharmat
QTL-t jelz6 fragmentum. Mivel a két kozép-azsiai szarmazasu fajtarol, az ‘Iszpiszar’-rol és az
‘Icskimar’-rol nincs adatunk, hogy lisztharmat ellenalléak-e vagy nem, ezeket is bevontuk a
vizsgalatokba. Ahogy a tobbi azsiai szarmazasu fajtanal sem, ugy ezeknél sem szaporodott fel
a 760 bp méreti fragmentum. Sem a M. rotundifolia, sem a M. rotundifolia eredetii
lisztharmat rezisztens BC, (VRH3082-1-42) esetén nem kaptuk meg a specifikus
fragmentumot, hiszen a M. rotundifolia-ban és a BCjs-ben megtaldlhatd Runl/Rpvl
nagyhatasu QTL a 13-as kapcsoltsagi csoporton, mig a ‘Regent’ fajta lisztharmat QTL-je a
15-0s kapcsoltsagi csoporton talalhato.

17. dbra: Interspecifikus hihridek (‘Regent’, ‘Laszta’), a pedigréjiikben szerepl6 fajok, fajtak

és a 07-12-es populacioé elemzése a SCORA7-760 markerrel.
1. Marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 2. ‘Regent’ 3. ‘S 7053’ 4. ‘Laszta’ 5. ‘SV 20365’ 6.
‘Dzsandzsal kara’ 7. ‘Kismis vatkana’ 8. BC, 9. V. yeshanensis 10. V. lincecumii 11. V. labrusca 12.
V. amurensis 13. ‘Villard blanc’ 14. 07-12 hibridpopulacié szenzitiv sziilé (‘Katta kurgan’ x ‘Perlette’)
15. 07-12 hibridpopulacié rezisztens sziild6 (‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) 16-17. 07-12
hibridpopulacio rezisztens utédai 18-19. 07-12 hibridpopulacié szenzitiv utodai 20. Marker
(GeneRuler 100 bp Ladder).
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18. abra: “Villard blanc’, a pedigréjében szereplé Vitis fajok és PM rezisztens azsiai fajtak
elemzése a SCORA7-760 markerrel.
Marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1. “Villard blanc’ (*SV 12375’) 2. V. labrusca 3. V. rupestris 4. V.
berlandieri 5. V. lincecumii 6. M. rotundifolia 7. ‘Kabarcik’ 8. ‘Iszpiszar’ 9. ‘Icskimar’ 10. ‘Rezisztens
magvatlan’ 11. ‘Tagobi’ 12. ‘Gordin’ 13. ‘Alexandroulii’ 14. ‘Tsitska’ 15. ‘Bazaletouri tsolikouri’ 16.
‘Csaba gyongye’ (szenzitiv kontroll).

4.2.2.1. Magyar nemesitésii rezisztens fajtik jellemzése a ScORA7-760
markerrel

Hazankban az interspecifikus fajtak nemesitését Csizmazia és Bereznai kezdtek el a SV

hibridek felhasznalasaval. Egerben nemesitett fajhibridek: ‘Zala gyongye’ (&llamilag
elismerés: 1970), ‘Bianca’ (1982), ‘Medina’ (1984), ‘Nero’ (1993), ‘Rita’ (‘Gdcseji
zamatos’). A Kertészeti Egyetemen (illetve jogutddain) eldallitott szOlofajtak: ‘Viktoria
gyongye’ (1995), ‘Duna gyongye’ (1995), ‘Csillam’ (1997), ‘Palatina’ (1996).

19. abra: Magyar nemesitésii rezisztens fajtak elemzése a SCORA7-760 markerrel.
Marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1. ‘Regent’ (rezisztens kontroll) 2. *S 4986’ 3. ‘Duna gyongye’ 4.
‘Villard blanc’ (‘SV 12375’) 5. “Viktéria gyongye’ 6. ‘Csillam’ 7. ‘Nero’ 8. ‘Zala gyongye’ 9.
‘Palatina’ 10. ‘Bianca’ 11. ‘SV 12286’ 12. ‘Gdcseji zamatos’ 13. ‘Medina’ 14. ‘Csaba gyongye’
(szenzitiv kontroll).

A ‘Regent’ fajtat hasznaltuk pozitiv kontrollkent, Akkurt et al. (2007) szerint (19. &bra).

A rezisztens magyar fajtak mellett azokat a ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’ fajtakat is vizsgaltuk a

SCAR markerrel, amelyeket a fajtak eldallitasa soran hasznaltak, ugymint: ‘Seibel 4986°, ‘SV
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12375’, *SV 12286°. Ugy vittik fel a gélre a mintakat, hogy az egyes ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’
fajtak utan azok a fajtak kovetkeznek, amelyeknek a pedigréjikben szerepelnek.

A ‘Duna gyongye’ pedigréjében szerepld ‘S 4986’ tartalmazza a 760 bp méretd,
lisztharmat QTL-t jelzé fragmentumot, de a ‘Duna gydngyében’ nem szaporodott fel. A
‘Villard blanc’ utodai kdzul a “Viktdria gyongye’, a ‘Nero’, a ‘Zala gyongye’ és a ‘Bianca’
Orokolte a specifikus fragmentumot, mig a “Csillam’ és a ‘Palatina” nem. A pedigréjiukben
‘SV 12286°-ot tartalmazo, és lisztharmat rezisztens fajtak, a ‘Gocseji zamatos’ és a ‘Medina’
esetében nem szaporodott fel a lisztharmat QTL-t jelz6 fragmentum, mig a sziilében, az ‘SV
12286°-ban igen. Akkurt et al. (2007) eredményei is alatamasztjak a mi eredményeinket,
miszerint nem mindegyik ‘Seibel’ és ‘Seyve Villard® fajtaban, illetve ezek rezisztens
utddaiban talalhatdé meg a SCORA7-760 markerrel amplifikalhatd lisztharmat rezisztenciat
jelzd fragmentum.

Eredményeink alapjan azokat a rezisztens fajtakat javasoljuk tovabbi nemesitési
programokban felhasznalni, illetve rezisztencia gének halmozasanak céljabol keresztezési
partnerként alkalmazni, amelyekben a lisztharmat QTL kovetheté a SCORA7-760 markerrel,
igy esetiikben alkalmazhat6 a MAS. A ‘Viktdria gyongye’, a ‘Nero’ és a ‘Zala gyongye’
nemcsak rezisztens fajtak, hanem kivalo tulajdonsagokkal rendelkezé csemegeszol6 fajtaink,
éréstiket tekintve koraiak, amit a méltan vilaghirii ‘Csaba gyongyétol’ orokoltek. Ezeket a
fajtakat keresztezve a ‘Dzsandzsal kara’-val, vagy a ‘Kismis vatkana’-val, génhalmozéassal
tartds rezisztenciat érhetlink el. Marker alapu szelekcidval ki tudjuk valogatni a keresztezést
kovetden azokat az egyedeket, amelyek tartalmazzak mind a domindns lisztharmat
rezisztencia gént (Renl), mind a ‘Seibel’/’Seyve Villard’ eredetii PM QTL-t. Tovabba a 06-1-
es populécié azon egyedeit, amelyek mind a Runl, mind a Renl géneket tartalmazzak, tehat
Runl+/Renl+ genotipustak, keresztezve a PM QTL-t tartalmazd, és a rezisztenciat
markerekkel kovethetd fajtakkal, olyan 1j, rezisztens fajtdk 4llithatok eld, melyeknek

rezisztenciaja szinte attorhetetlen.

Osszefoglalasul, a 07-12 populécié vizsgalataval osszehasonlitottuk a BC4 x “Kismis
vatkana’ és a (‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x (‘Katta kurgan’ x ‘Perlette’) utédnemzedékek
tinetmentes egyedeit rezisztencia génnel kapcsolt markerek alapjan. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a 13-as kapcsoltsagi csoportban a Renl lisztharmat rezisztencia génnel
kapcsolt SSR markerek (VMC9h4.2, UDV20a és VMCNg4el0.1) rezisztenciat jelz6 alléljai
megegyeztek a két csalad tlinetmentes egyedeiben, ez alapjan megallapithatjuk, hogy a két

kozép-azsiai fajta, a ‘Kismis vatkana’ és a ‘Dzsandzsal kara’ azonos lisztharmat rezisztencia
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gént, allélt hordoz, amit most mar irodalmi adatok is alatdmasztanak (Coleman et al. 2009).
Munkank megkezdésekor még nem &lltak rendelkezésre irodalmi adatok, Coleman et al.
(2009) veliink parhuzamosan végezték ugyanazon a 07-12-es populécion vizsgalataikat.

A ‘Laszta’ pedigréjében szerepld ‘Seyve Villard’ eredetii sziilok miatt lisztharmat QTL-
lel kapcsolt SSR (VMC4d9.2, UDV15b és a VViV67) eés SCAR (SCORAT7-760) markereket is
teszteltlink. Az adott populacié (07-12) vizsgalatakor a QTL-ekkel kapcsolt markerek nem
adtak a MAS szempontjabdl informativ eredményeket, vagyis nem tudtuk a QTL-ekkel
kapcsolt markerekkel kivalogatni a lisztharmat QTL-t hordozd, ill. nem hordozé egyedeket.
Ez azzal magyarazhatd, hogy a ‘Dzsandzsal kara’ dominans lisztharmat rezisztencia génje
(Renl), ami Coleman et al. (2009) szerint is, és a mi vizsgalataink szerint is megegyezik az
ugyancsak kozép-azsiai szarmazasu ‘Kismis vatkana’ lisztharmat rezisztencia génjével,
elnyomja a tobb, kisebb hatasu lisztharmat QTL-t. A masik ok az lehet, hogy nem elegendd
egyszeri fenotipizalasi adat a QTL-ek koOvetésére. A rezisztencia fenotipizalasat QTL-ek
esetében legalabb harom-négy tenyésziddszakon keresztiil felvételezni kell, ahogy azt Fischer
et al. (2004) is megallapitottadk. A QTL-ek erdsen fiiggnek a kornyezeti tényezoktol, az
évjarathatastol, illetve a kiilonbozé fenofdzisoktol. Ahhoz, hogy a QTL-eket megfelelden
tudjuk markerekkel kdvetni, tébb éves fenotipizalasi adatokra van sziikségunk azoknél az
egyedeknél, melyek nem tartalmazzak a Renl gént.

Lisztharmat QTL-lel kapcsolt SCAR marker (SCORA7-760) tesztelésével jellemeztiink
kiilonbozd ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’ fajtakat, illetve ‘Seibel’/’Seyve Villard’ eredetli, magyar
nemesitésii rezisztens fajtakat: ‘Duna gyongye’, ‘Villard blanc’, ‘Viktdéria gyongye’,
‘Csillam’, “Nero’, ‘Zala gyongye’, ‘Palatina’, ‘Bianca’, ‘Gdcseji zamatos’ és ‘Medina’.
Eredményeinkkel ajanlast tudunk tenni arra nézve, hogy mely fajtdk lisztharmat QTL-je
kovethetd az adott markerrel, tehat egy komplex rezisztencia-nemesitési programban mely
fajtak javasolhatok sziiléi partnerként, ha marker alapu szelekcidt szeretnénk alkalmazni. Ez
kilénosen fontos es nelkilozhetetlen, ha genhalmozéssal, azaz egy genotipusba tébb
rezisztenciagén bevitelével hozunk létre tartds rezisztenciaval rendelkezd 0 genotipusokat,

fajtakat.
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4.3. Kiilonboz6 fajtak jellemzése rezisztencia génekkel kapcsolt

markerekkel

Kiilonboz6é sz616 fajtakat jellemeztink a Runl/Rpvl es Renl rezisztencia génekkel
kapcsolt SSR markerekkel. A célunk az volt, hogy ellendrizziik, hogy a szenzitiv fajtak
allelméretei megegyeznek-e a rezisztenciat jelzo allélokkal (BC4, ‘Kismis vatkana’), illetve
hogy a kiilonb6z0 eredetl rezisztens fajtak rezisztencia génjeit 6sszehasonlitsuk a mar ismert
(Run1/Rpvi, Renl) rezisztencia génekkel (13. és 14. tblazat). Onellendrzésképpen az ismert
keresztezés “Pozsonyi’ x ‘Csaba gyongye’ = ‘Irsai Olivér’ fajtakat is bevontuk az elemzésbe,
amelynek a sziil6-utéd kapcsolatait SSR elemzéssel egyértelmlien bizonyitani Iehetett
(Galbécs et al. 2005). A négy rezisztenciagénnel kapcsolt markerekkel kapott allélméretek is

alatamasztottak a rokonsagi kapcsolatot.

13. tablazat: Szenzitiv sz616 fajtak SSR profilja rezisztenciaval kapcsolt markerekkel

Renl Runl/Rpvl
Fajta neve VMC9h4.2 UDV20a VMC8g9 | VMC1g3.2
BC, 282:298 148:148 160:167 122:140
‘Kismis vatkana’ 262:286 138:164 167:174 122:140
‘Cardinal’ 289:307 138:148:152:158 179:179 135:140
‘Csaba gyongye’ 264:289 138:152:162 179:179 118:135
“Irsai Olivér’ 289:312 138:152 179:202 118:140
‘Madeleine angevine’ 289:289 138:152 176.179 118:128
‘Muscat Fleur d’Oranger’ 264:312 138:162 179:205 128:135
‘Kadarka’ 289:307 135:148:158 179:179 140:140
‘Pozsonyi’ 282:312 138:148:162 167:202 128:140
‘Kossuth sz616’ 289:289 138:152 176:179 118:128
‘Duchess of Buccleugh’ 264:282 138:148:162 164:205 128:128
“Izsaki’ 262:262 128:152:162 167:174 118:128
‘Kovérszolo’ 276:276 138:160 174:179 128:135
‘Leanyka’ 282:282 128:138:152 167:172 128:128
‘Kiralyleanyka’ 289:289 128:135:152:158 172:176 128:128

Referencia fajtaként a BC4-et és a ‘Kismis vatkana’-t alkalmaztuk.
A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahuzassal és vastag betiivel jeloltiik.
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14. tablazat: Azsiai szarmazasi sz616 fajtak és két interspecifikus rezisztens hibrid (‘Laszta’
és ‘Regent’) SSR profilja rezisztenciaval kapcsolt markerekkel

Renl Runl/Rpvl
Fajta neve VMC9h4.2 UDV20a VMC8g9 | VMCl1g3.2
BC, 282:298 148:148 160:167 122:140
‘Kismis vatkana’ 262:286 138:164 167:174 122:140
‘Kabarcik’ 262:276 138:148 167:176 135:140
‘Dzsandzsal kara’ 280:286 148:164 167:174 124-128
‘Laszta’ 252:290 148:148 162:178 128-135
‘Regent’ 262:282 142:148 174:174 128:140
‘Tagobi’ 266:298 148:162 176:176 124:128
‘Gordin’ 282:308 148:158 167:176 118:128
‘Alexandrouli’ 282:290 138:148:166 167:167 128:135
“Tsitska’ 298:302 148:148 176:176 118:118
‘Bazaletouri tsolikouri’ 282:298 138:148 167:176 118:135
‘Rezisztens magvatlan’ 254:286 148:164 172:174 124:124
‘Iszpiszar’ 276:276 138:156:166 174:174 124:144
‘Icskimar’ 262:276 138:148:166 167:174 128:144

Referencia fajtaként a BC4-et és a ‘Kismis vatkana’-t alkalmaztuk.
A rezisztencia génnel kapcsolt allélt alahuzassal és vastag betiivel jeloltik.

A szenzitiv sz016 fajtak egyike sem hordozta a rezisztenciaval kapcsolt allélokat, 160,
122 bp a VMCB8g9 és VMC1g3.2 esetén, és 286, 164 bp a VMC9h4.2 és az UDV20a esetén
(13. tablazat). Ugyanakkor a M. rotundifoliabol a BC,4 hibridbe introgresszalédott Run1/Rpvl
gént egyik rezisztens V. vinifera fajta sem tartalmazza, illetve a ‘Seibel’, *Seyve Villard’
eredetli fajtdk (‘Regent’, ‘Laszta’) sem. Az azonos helyrdl szdrmazo ‘Kismis vatkana’ €s
‘Dzsandzsal kara’ rezisztencidval kapcsolt alléljaik viszont megegyeznek, tehat ez az
eredmény alatdmasztja azt a feltételezést, hogy a ‘Dzsandzsal kara’ is a Renl lisztharmat
rezisztencia gént tartalmazza (14. tablazat). Ezt a megallapitast meger6sitik Colemann et al.
(2009) is. A *Rezisztens magvatlan® Renl-gyel kapcsolt allélméretei szintén megegyeznek a
‘Kismis vatkana’-éval. A ‘Rezisztens magvatlan’ eredetére nézve nincs adatunk, de
eredményeink alapjan Kozép-Azsiab6l szarmazhat, mint az ugyancsak magvatlan és
lisztharmat rezisztens ‘Kismis vatkana’. A tObbi azsiai eredetii V. vinifera lisztharmat
rezisztens fajta nem tartalmazza a mar ismert rezisztencia géneket (Runl/Rpvl, Renl), tehat uj
rezisztencia-forrasnak tekinthetok a nemesités szempontjabol. Jovobeli terveink kozott
szerepel a ‘Kabarcik’ fajta rezisztencia génjének vizsgalata, illetve egy szenzitiv fajtaval
keresztezve a rezisztenciara nézve hasado populacio létrehozasaval a rezisztencia gének

térképezhetok.
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4.4, Azsiai szarmazasu fajtak mikroszatellit analizise

A GENRES 081, Eurdpai Unios kutatasi projekt keretében a kutatasban résztvevd
partnerek célja a kiilonbozd sz6lofajtdk rendszerezése, standardizéldsa, és az informaciok
kicserélhetésége volt az egyes laboratdriumok kozott (Dettweiler és This 2000). A
morfoldgiai tulajdonsagok, a fobb ampelogréafiai bélyegek
(http://www.bioversityinternational.org/fileadmin/bioversity/publications/pdfs/393.pdf)
jellemzése mellett molekularis, DNS szintli jellemzést, un. 'DNS fingerprinting’ (DNS
ujjlenyomat) készitését is célul tizték ki (This és Dettweiler 2003). 6 széleskoriien
alkalmazott, informativ mikroszatellit markert (VVMD5, VVMD7, VVMD27, VVS2,
VIrZAG62, VrZAGT9) hataroztak meg a sz616fajtak jellemzésére, majd a program folytatasat
jelentd GrapeGene06 projektben még tovabbi hdrom markert vontak be a vizsgalatokba
(VVMD25, VVMD28, VVMD32) (http://www.montpellier.inra.fr/grapegen06). A
GrapeGene06 programban a PTE Sz6lészeti és Boraszati Intézete és a Szent Istvdn Egyetem
Genetika és Biotechnoldgiai Intezete is részt vesz a Karpat-medencei 6shonos fajtak
jellemzésével (Halasz et al. 2005, Galbacs et al. 2009). A kapott mikroszatellit adatok alapjan
készitették el Kiss et al. (2007) a Magyar Vitis Mikroszatellit Adatbazist
(http://lwww.mkk.szie.hu/dep/gent).

A kozep-azsiai fajtak kozotti genetikai tavolsag szemléltetésere a GrapeGene06
programban javasolt 9 markerrel (VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD?28,
VVMD32, VVS2, VrZAG62, VrZAG79) végeztik el a mikroszatellit analizist (15. tablazat).
A kapott eredményekbdl Jaccard index alapjan készilt hasonl6sagi matrixbél dendrogramot (20.
abra) szerkesztettlink. A paronkénti 0sszehasonlitassal kapott egyezési koefficiensek
felmatrix tablazata a 2. szamu mellekletben talalhato. Referencia fajtaként a ‘Chardonnay’ és

a ‘Pinot noir’ fajtakat alkalmaztuk.
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15. tablazat: Az azsiai fajtak genetikai tdvolsadganak vizsgalatahoz alkalmazott fajtak, fajok, alanyfajtdk 9 SSR markerrel kapott alléIméretei

VVMD5 | VWMD7 | VWMD25 VVMD27 VVMD28 | VVMD32 VVS2 Vrzag62 Vrzag79

‘Chardonnay’ 236:240 243:247 242:258 182:190 220:230 241:273 138:144 192:200 246:248
‘Pinot noir’ 230:240 243:247 242:252 186:190 220:238 241:273 138:152 192:198 242:248
‘Kismis vatkana’ 236:242 243:253 242:242 180:196 220:236 251:273 138:146 192:206 250:262
‘Dzandzsal kara’ 236:242 247:253 244:248 180:196 236:260 251:273 126:156 192:200 250:250
‘Tagobi’ 230:236 249:257 244:258 180:186 246:246 259:259 126:144 192:200 250:254
‘Gordin’ 228:248 243:243 242:258 180:180 230:238 265:273 134:134 192:200 240:262
‘Alexandroulii’ 238:242 251:251 242:258 180:186 236:246 263:263 144:154 194:208 240:254
‘Tsitska’ 228:236 243:257 242:258 186:186 238:260 263:273 144:144 200:200 254:254
‘Bazaletouri tsolikouri’ 228:236 253:257 242:258 180:186 238:260 251:263 144:144 200:200 242:254
‘Kabarcik’ 238:242 251:251 242:252 186:186 238:250 251:273 138:138 192:192 254:260
‘Rezisztens magvatlan’ 236:240 239:257 252:252 186:196 220:228 251:251 126:152 192:206 254:270
“‘Icskimar’ 236:242 247:257 252:260 186:196 236:246 251:257 142:152 192:200 252:260
‘Iszpiszar’ 226:242 247:257 250:260 186:196 246:246 251:257 142:156 192:192 254:260
‘Nimrang’ 230:236 | 247:251 252:260 186:196 238:246 251:273 144:152 192:200 254:260
‘Szultanina’ 236:236 243:257 242:252 182:196 220:246 251:251 146:152 192:192 250:262
‘Katta kurgén’ 236:242 251:257 242:250 182:196 236:246 257:273 134:156 192:192 250:260
‘Kismis moldavszkij’ 236:242 251:257 242:250 186:193 238:246 251:273 136:152 192:192 244:250
‘Laszta’ 240:240 253:255 242:252 180:190 238:238 257:257 134:150 190:198 258:264
‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’ 240:242 247:255 250:252 180:190 238:260 251:257 150:156 192:198 250:264
V. romanetii 248:248 247:249 254:258 186:186 222:240 249:249 130:130 220:220 250:250

V. coignetiae 236:242 243:255 243:246 184:188 236:236 239:239 134:140 192:198 242:242

V. amurensis 236:236 245:245 250:264 192:212 230:246 249:249 130:142 192:204 260:260

V. silvestris 238:238 243:251 242:252 184:190 238:242 251:273 134:134 194:198 254:254

V. yeshanensis 238:240 | 235:251 244:258 180:198 238:238 231:273 136:144 196:196 258:258
Riparia portalis 268:268 255:269 240:240 200:212 218:246 237:237 142:146 196:204 258:262
Rupestris metalica 254:254 255:265 240:246 186:206 218:248 241:241 142:142 202:208 262:264
Riparia sauvage 228:232 235:251 244:254 196:208 218:250 241:259 132:146 178:208 252:258
Rupestris du Lot 228:262 235:251 244:254 186:196:208 218:250 241:259 136:146 178:194:208 | 240:258
‘Kadarka’ 228:228 251:259 242:258 186:196 230:262 273:273 136:136 192:208 252:252
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‘Pinot noir’ 2
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e | |
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e — |
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20. abra: 9 SSR 16kusz klaszteranalizisével dsszeallitott dendrogram.
A fonosabb blokkokat szinessel jel6ltik.

A legkisebb genetikai tavolsag a ‘Tsitska’ és a ‘Bazaletouri tsolikouri’ griz fajtak kdzott
talalhato. Erdekes, hogy az tizbég ‘Tagobi’ fajta is ebben a klaszterben talalhato.

A masodik nagyobb csoportba (a 20. abran zold szinnel, bekeretezve jel6ltik)
tomorilnek az lzbég fajtak: ‘Kismis vatkana’, ‘Szultanina’, ‘lcskimar’, ‘Iszpiszar’,
‘Nimrang’, ‘Katta kurgan’ és ‘Dzsandzsal kara’. Ezen belul is kodzel talalhaté egyméashoz a

‘Szultanina’ és ‘Kismis vatkana’ fajtak, amelyek Coleman et al. (2009) vizsgalatai szerint
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sziil6-utdd rokonsdgban allnak egymassal. Ezt a mi eredményeink is megerdsitik, a 9 vizsgalt
mikroszatellit 16kuszban minimum egy kozos alléljuk volt. A ‘Rezisztens magvatlan’ fajta
eredetér6l nem volt adatunk, de eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy kozeli
rokonsagban all a ‘Kismis vatkana’-val, tehat valdsziniileg Uzbegisztdanbol szarmazik.
Coleman et al. (2009) szerint a ‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara” méasodfoku
rokonsagban allnak egymaéssal. Ezt a mi eredmeényeink sem zarjak ki. Az ‘lszpiszar’,
‘Icskimar’ fajtdknak is minden vizsgalt l6kuszban legaldbb egy kozos alléljuk volt, tehat
kozeli (pl. sziil6-utdd) rokonsagi kapcsolatban allnak egymassal. Ezek a fajtdk a convarietas
orientalis (keleti valtozatcsoport) tipikus tagjai. A ‘Kismis moldavszkij’ is ebbe a csoportba
kerult. A ‘Kismis moldavszkij’-t Moldaviaban allitottak eld, a ‘Pobeda’ és a ‘Kismis rozoviij’
fajtak keresztezésével. A nemzetkozi fajta katalogusban taldlt adatok alapjan (Vitis
International Variety Catalogue, http://www.vivc.de/index.php) a ‘Pobeda’ lizbegisztani fajta,
mig a ‘Kismis rozovij’ 6rmény.

Az elsé focsoportban talalhatok az tlizbég fajtaktol elktlonilve a referencia fajtaként
alkalmazott ‘Chardonnay’ és ‘Pinot noir’ (piros szinnel jelélve). Ez a két fajta a nyugati
valtozatcsoport tagjai, V. vinifera convarietas occidentalis.

A moldaviai ‘Gordin’ és a ‘Kadarka’ fajtdk egy csoportba keriiltek. A *Kadarka’ a
convarietas pontica—ba tartozik, szépen elkilondl a convarietas occidentalis és convarietas
orientalis valtozatcsoportok fajtaitol.

Klon alcsoportot alkotnak az interspecifikus ‘Laszta’, és a ‘Dzsandzsal kara’” x ‘Laszta’
hibridek. A V. silvestris-hez genetikailag a legkdzelebb a Torokorszaghol szarmazo
‘Kabarcik’ all. Elképzelhetd, hogy a fajta kialakulasaban résztvehetett. A V. coignetiae,
amelynek természetes aredja Japan, Korea, Mandzsuria, teljesen elkilondl a V. vinifera
fajtaktol, de mégis ehhez a fécsoporthoz tartozik.

A masodik fécsoportot (kék szinnel jelolve) a V. romanetii €s a V. amurensis alkotjék.
Ezek a fajok Kelet-Azsiabol, Mandzsariabol, Kinabdl és Kelet-Mongoliabol szarmaznak.

A harmadik fécsoportban (narancssargaval jelolve) talalhatok az amerikai alanyfajtak es
a V. yeshanensis, ami Japanbdl szarmazik.

Eredményeink nem tamasztjak ala azt a feltételezést (Wan et al. 2007, Coleman et al.
2009), miszerint a ‘Kismis vatkana’ es ‘Dzsandzsal kara’ Renl rezisztencia génje egy
véletlenszerti interspecifikus hibridizaci6 Gtjan keriilt a fajtdkba amerikai alanyfajtakbol vagy
vad Vitis fajokbol. Eredményeink megerdsitik Coleman et al. (2009) megallapitasait. A

dendrogram jél szemlélteti, hogy az Uzbég fajtak (V. vinifera convar. orientalis) és a tobbi V.
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vinifera fajta (V. vinifera convar. occidentalis és convar. pontica) kozo6tt kisebb a genetikai
tavolsag, mint akarmelyik vad Vitis fajhoz, illetve az amerikai alanyfajtdkhoz képest.

4.5. V. vinifera specifikus markerrendszer kidolgozasa

A V. vinifera szol6fajtak eredetileg fogékonyak a lisztharmat és a peronoszpoéra-
fertézésekre. A rezisztencianemesitési munkakban kiilonb6z6 vad Vitis fajokat hasznalnak fel,
amelyek hatranya, hogy mas agronomiailag kedvezoétlen tulajdonsagot is atvisziink a
hibridekbe. A mult szazad kozepén Kozép-Azsidban olyan csemegesz6ld fajtékat talaltak,
amelyek ellendlloak a lisztharmatra. Ezekrdl a fajtdkrol DNS szinten még nem bizonyitottak,
hogy V. vinifera vagy més vad Vitis faj termesztett fajtaik-e. Célunk egy olyan PCR alapu
markerrendszer kifejlesztése, illetve adaptalasa volt, mely ampelografiai ismeretek és
szekvenalas nélkil is rutinszertien alkalmazhatd a bortermd szoléfajtak vad Vitis fajoktol
torténd elkiilonitésére.

A Vitis fajok filogenetikai kapcsolatait leggyakrabban a kloroplasztisz-genom kddolo
¢s nem kodold szakaszainak szekvenciaszintli 6sszehasonlitdsaval végezték el (Soltis et al.
2000). Ezekben azonban a szekvenciakulonbségek kicsik és nehezen detektalhatoak.

A vizsgalatokba harom referencia fajtat, 6 lisztharmat ellenalld Kozép-Azsiai fajtat, 21
vad Vitis fajt, a M. rotundifolia, a Parthenocissus quinquefolia fajokat és 3 alanyfajtat
vontunk be.

A Kloroplasztisz génekre (rbcL, atpB)(Soltis et al. 2000), illetve a sejtmagi gibberellinsav
gén szekvenciakra (GAI1) (Wen et al. 2007) tervezett PCR primerek agaréz
gélelektroforetikus mintdzata teljesen azonosnak bizonyult, nem tették lehetdvé a fajok
megkulonboztetését (21. abra). Az esetleges kilénbségek csak szekvencia szinten
detektalhatdak.

Annak ellenére, hogy Verriés et al. (2000) szerint a Vine-1 retrotranszpozon inszercidja az
Adh genbe V. vinifera specifikus, a mi eredmenyeink ezt nem tamasztottak ala (22. abra).
Verriés et al. (2000) eredmenyei szerint a V. vinifera fajtakban (8 fajtat vizsgaltak, koztiik a
‘Chardonnay’-t, a ‘Pinot noir’-t, a ‘Cabernet sauvignon’-t) a Vine-1 retrotranszpozon
specifikus primerekkel egy 800 bp méretli fragmentum szaporodott fel, mig a vad Vitis
fajokban nem. A ‘Chardonnay’ referencia fajta megegyezett a kisérletlinkben, de nekiink sem
ebben a fajtdban, sem a tobbi vizsgalt V. vinifera fajtdban nem szaporodott fel a 800 bp
méretll fragmentum. Verriés et al. (2000) szerint is még tobb vizsgalat sziikséges ahhoz, hogy

bebizonyitsak, a Vine-1 inszercidja valoban V. vinifera specifikus.
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21. &bra: Az rbcL génekre tervezett markerrel végzett PCR elemzés.

M: Molekulatomeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder Plus) 1: ‘Barbera’, 2. ‘Chardonnay’, 3.’Pinot
noir’, 4. ‘Kismis vatkana’, 5. “Tagobi’, 6. ‘Gordin’, 7. ‘Alexandroulii’, 8. ‘Tsitska’, 9. ‘Bazaletouri
tsolikouri’, 10. V. romanetii, 11. V. coignetiae, 12. V. pagnucci, 13. V. amurensis, 14. V. silvestris,15.
V. aestivalis, 16. V. candicans, 17. V. cinerea, 18. V. monticola, 19. V. cordifolia, 20. V. titanica, 21.
V. arizonica, 22. V. labrusca, 23. V. lincecumi, 24. V. yeshanensis, 25. V. solonis, 26. V. vulpina, 27.
V. longii puncee, 28. V. riparia, 29. V. slarini, 30. V. dalniana, 31. M. rotundifolia, 32. Riparia
portalis, 33. Rupestris metalica, 34. Riparia sauvage, 35. Parthenocissus quinquefolia.

22. abra: Az Vine-1 retrotranszpozonra tervezett markerrel végzett PCR elemzés.
M: Molekulatémeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder Plus), 1. V. cordifolia, 2. V. pagnucci, 3. V.
coignetiae, 4. V. romanetii, 5. V. aestivalis, 6. Riparia portalis, 7. Parthenocissus quinquefolia, 8.
Cissus trifoliata, 9. ‘Kismis vatkana’, 10. ‘Chardonnay’, 11. ‘Merlot’, 12. ‘Csaba gydngye’, 13.
‘Bronnerstraube’, 14. ‘Afaz Ali’, 15. ‘“Nimrang’, 16. ‘Szultanina’, 17. ‘Alexandriai muskotaly’.
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Sikeriilt azonban talalnunk egy olyan BAC (bakterialis mesterséges kromoszoma)
konyvtarbol szarmazod, a bogyO antocian bioszintézisben szerepet jatszé Vvmyb génnel
kapcsolt markert (20D18CB9) (Walker et al. 2006), amely kismérték{i hossz polimorfizmust
mutatott a V. vinifera és vad Vitis fajok kdzott (23. abra).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

23. dbra: A BAC konyvtarbol szarmaz6 20D18CB9 markerrel kapott PCR elemzés.

M: Molekulatémeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder Plus) 1: ‘Barbera’, 2.”Chardonnay’, 3.”Pinot
noir’, 4. ‘Kismis vatkana’, 5. ‘Tagobi’, 6. ‘Gordin’, 7. ‘Alexandroulii’, 8. ‘Tsitska’, 9. ‘Bazaletouri
tsolikouri’, 10. V. romanetii, 11. V. coignetiae, 12. V. pagnucci, 13. V. amurensis, 14. V. silvestris,15.
V. aestivalis, 16. V. candicans, 17. V. cinerea, 18. V. monticola, 19. V. cordifolia, 20. V. titanica, 21.
V. arizonica, 22. V. labrusca, 23. V. lincecumi, 24. V. yeshanensis, 25. V. solonis, 26. V. vulpina, 27.
V. longii puncee, 28. V. riparia, 29. V. slarini, 30. V. dalniana, 31. M. rotundifolia, 32. Riparia
portalis, 33. Rupestris metalica, 34. Riparia sauvage, 35. Parthenocissus quinquefolia.

A polimorf fragmentumokat fehér keretezéssel emeltiik ki.

A PCR termékek pontos méretének meghatarozasat az agar6z gélelektroforézis nem
tette lehetdvé, ezért azokat az SSR analizisekben alkalmazott automata Iézer fluorométerrel
(ALFexpress II. késziilék) végeztiik el, nagyobb méretii bels6 ¢€s kiilsé standardeket készitve

és alkalmazva, mint a mikroszatellit elemzéseknél szoktunk (16. tablazat).
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16. tablazat: Kiilonbozé V. vinifera fajtak, vad fajok és alanyfajtak allélméretei a 20D18CB9
markerrel

Fajta/Faj DNS Faj DNS
fragmentum fragmentum
méret (bp) méret (bp)
‘Barbera’ 582 Vitis cordifolia 540
‘Chardonnay’ 582 Vitis titanica 540
‘Pinot noir’ 582 Vitis arizonica 540:575
‘Kismis vatkana’ 582 Vitis labrusca 540:575
‘Tagobi’ 582 Vitis lincecumii 535:540
‘Gordin’ 582 Vitis yeshanensis 575
‘Alexandrouli’ 582 Vitis solonis (syn. V. 575
acerifolia)

“Tsitska’ 582 Vitis vulpina 535:540
‘Bazaletouri tsolikouri’ 582 Vitis longii puncee 540:575
‘Dzsandzsal kara’ 582 Vitis pagnucci 550
‘Kabarcik’ 582 Vitis riparia 535:540
Vitis romanetii 571:582 | Vitis slarini 538
Vitis coignetiae 582 Vitis dalniana 540:575
Vitis amurensis 582:602 | Muscadinia rotundifolia 570:575
Vitis silvestris 582:590 540
Vitis aestivalis 550 570:575
Vitis candicans 550:560 540:575
Vitis cinerea 550 Parthenocissus quinquefolia 440
Vitis monticola 550

Kék szinnel jeloltik az azsiai Vitis fajokat, lila szinnel az észak-amerikai Vitis fajokat, zélddel
a Muscadinia nemzetség tagjat es a Parthenocissust, feketével a V. vinifera fajtakat, ill. a V.
silvestrist, narancssargaval az

A referencia V. vinifera fajtakban (1-3 mintak) a 20D18CB9 markerek egy 582 bazispar
hosszusagl DNS szakaszt amplifikaltak, ugyanugy, mint a lisztharmat ellenall6 kdzép-azsiai
fajtakban (4-9 mintak). A vizsgalt vad fajok kozul csak a V. coignetiae fajban kaptuk
ugyanezt a fragmentum méretet. A tobbi vad fajban eltéré méretti és/vagy szamu PCR
terméket kaptunk. Az eltérd méreteket a késziilék altal eldallitott virtudlis gélfotd is jol
szemlélteti (24. dbra). Az osszes azsiai eredetli vad Vitis fajban (V. romanetii, V. coignetiae,
V. amurensis) felszaporodott az 582 bp méretii fragmentum, mig az amerikai vad Vitis
fajokban nem kaptunk ilyen méretii fragmentumot. A V. silvestris 6shazaja Kozép-Azsia és a
Kaukazus kornyékén talalhato, illetve a lisztharmat rezisztens V. vinifera fajtak szintén azsiai

eredetiiek (Uzbegisztan, Grazia).
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24. dbra: BAC konyvtarbdl szarmazé 20D18CB9 markerrel kapott PCR elemzése (23. abra)
ALF késziilekkel.
S: kiils6 standard (275, 300, 582 és 700 bp), 1-35: Id. 23. abra

A BAC konyvtarbol szarmazo 20D18CB9 marker tehat alkalmas volt a V. vinifera fajtak
vad szOl6fajoktol valo elkiilonitésére a mikroszatellit analizishez hasznalt ALF Express II.
késziilékkel, nagyobb méretli standardek készitésével és alkalmazasaval szekvenalas nélkdil.
Bizonyitottuk, hogy a Kozép-Azsiabol szarmazo, lisztharmat ellenallé fajtak a V. vinifera

fajhoz tartoznak.
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4.5. Uj tudomanyos eredmények

1.

10.

A BC,4 x ‘Kismis vatkana’ 06-1 hibridpopulacié halmozott rezisztencia géneket (Runl,
Rpvl, Renl) hordozd genotipusainak kivalogatasara alkalmas modszert dolgoztunk ki.
Els6ként bizonyitottuk, hogy a Renl lisztharmat rezisztencia gén térképezésehez hasznalt
SSR markerek alkalmasak marker alapu szelekcidra.

Olyan multiplex PCR mddszert dolgoztunk ki, mely alkalmas a Runl/Rpvl/Renl
genotipusok elkulonitésére egy Iépésben, tovabba agardz alapu, rutinszeriien kivitelezhetd
szelekcios eljarast dolgoztunk ki az egyes rezisztencia géneket egyuttesen vagy kilon-
kilon hordozé egyedek kivalogatasara.

Bizonyitottuk, hogy a VViml1l SSR marker alkalmas a peronoszpéra rezisztencia gén
(Rpvl) kovetésére (02-1 populacio alapjan).

Igazoltuk, hogy a rezisztencia génekkel kapcsolt SSR markerek a rezisztencia donort
sziil61 partnerként tartalmazo, més hibridpopulacidkba is atvihetdek.

A 07-12 hibridpopulécid vizsgélataval megerdsitettiik, hogy a lisztharmat rezisztens
‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara’ fajtak ugyanazt a rezisztencia gént (Renl)
hordozzak.

Igazoltuk, hogy a 07-12 hibridpopulacio vizsgalatara az irodalomban (‘Regent’) leirt
lisztharmat QTL-ekkel kapcsolt markerek MAS-ra nem alkalmazhatéak. Javasoljuk a
‘Laszta’ interspecifikus hibrid rezisztencia QTL-jeinek térképezését.

Elsoként igazoltuk, hogy a magyar nemesitési ‘Viktoria gyongye’, a ‘Nero’, a ‘Zala
gyongye’ és a ‘Bianca’ fajtak 15-0s kapcsoltsagi csoportban talalhaté lisztharmat QTL-je
molekularis markerekkel kovethetd, igy MAS-sal, rezisztencia génhalmozasi
programokban hasznalhat6ak keresztezési partnerként.

A GrapeGen06 program altal javasolt mikroszatellit markerekkel végzett analizis alapjan
igazoltuk, hogy a lisztharmat rezisztens kdzép-azsiai fajtak genetikailag kézelebb allnak a
V. vinifera fajtakhoz, mint a vad Vitis fajokhoz vagy az amerikai alanyfajtakhoz.

V. vinifera specifikus markerrendszert dolgoztunk ki, amellyel bizonyitottuk, hogy a

lisztharmat rezisztens azsiai szarmazasu fajtak a V. vinifera-hoz tartoznak.
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

Eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy az azonos fenotipusu, de kiilonboz6 lisztharmat
rezisztencia géneket hordozo egyedek a rezisztencia génekkel szorosan kapcsolt markerekkel
szétvalogathatoak. Modszeriinkkel rutinszeriin, koltségtakarékosan szelektalhatjuk ki a hasado
hibridpopulacidkbol az értékes egyedeket, mar par lombleveles allapotban. Ezzel elkeriilhetd
a hatalmas utddpopulacio fenntartdsa, folyamatos bonitalasa, ismételt szelekcidja. Az
egyedekrdl DNS izolalast és egy PCR-t kovetden biztonsdggal meg tudjuk allapitani, hogy
hordoznak-e PM rezisztencia gént, és ha igen melyiket. Bar a 06-1 populacié létrehozasanal
és molekularis vizsgalatanal a lisztharmat rezisztencia gének halmozésa egy genotipusba volt
a cel, javasoljuk a populécié peronoszpora ellenallosaganak felvételezését is, hogy a VVvimil
SSR marker alkalmazhatdsagat ezen a populécion is bizonyitani tudjuk.

A ‘Génuai zamatos’ x ‘Kismis vatkana’ keresztezés létrehozasaval és a populéacidé Renl
génnel kapcsolt markerekkel torténd vizsgalataval sikeriilt megvalositani a kitlizott célt, a
lisztharmat ellendlldsag €s a kivald mindség kombinalasat intraspecifikus keresztezéssel, majd
a rezisztenciagén kovetéset MAS-sal.

A 07-12-es hibridpopulacié molekularis vizsgalata igazolta, hogy az azonos szarmazas,
PM rezisztens fajtak, a ‘Kismis vatkana’ és a ‘Dzsandzsal kara’ azonos lisztharmat
rezisztencia gént hordoznak. A populacié masik, rezisztencidt hordozo sziildpartnere, a
‘Laszta’ QTL-jei az irodalomban ‘Regent’ fajtara leirt PM QTL-lel kapcsolt SSR és SCAR
markerekkel nem kovethetéek. A ‘Laszta’ interspecifikus hibrid QTL-jeit még nem
térképezték, ezért javasoljuk egy olyan térképezési populacié létrehozasat, amellyel a fajta
rezisztencia QTL-jeivel kapcsolt markerek azonosithatoak.

Eredményeink alapjan javasoljuk a magyar nemesitésii, rezisztens ‘Seibel’ és ‘Seyve
Villard’ eredetli fajtakban, amelyek PM QTL-jei a SCORA7-760 markerrel nem kovethetok
(‘Duna gyongye’, ‘Csillam’, ‘Palatina’, ‘Godcseji zamatos’, ‘Medina’), tovabbi markerek
azonositasat.

SSR analizis (VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VVS2,
VrZAG62, VrZAGT79) alapjan szerkesztett dendrogramon mutattuk be a vizsgalt azsiai
szarmazasl, V. vinifera convar. orientalis valtozatcsoportba tartozé fajtdk genetikai
kozelségét, illetve tavolsagat a tébbi V. vinifera (convar. occidentalis és pontica) fajtakhoz,
vad Vitis fajokhoz és amerikai alanyfajtakhoz. Eredményeink megbizhatosagat referencia

fajtak bevonasaval igazoltuk. Bizonyitottuk, hogy a t6bbi V. vinifera fajtatol morfoldgiailag
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eltéré és lisztharmat rezisztens ‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara’ a V. vinifera-hoz
tartozik. Olyan marker alapu rendszert dolgoztunk ki, amellyel szekvenalas nélkil, PCR-t és
poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen a V. vinifera fajtdk a vad Vitis fajoktol
elkiilonithetoek.

Az ismert rezisztencia génekkel kapcsolt markerekkel kiilonb6zd, éazsiai eredetl,
lisztharmat ellenallo fajtakat jellemeztink. Vizsgalataink alapjan a ‘Rezisztens magvatlan’
fajta ugyanazt a lisztharmat rezisztencia gént hordozza, mint a ‘Kismis vatkana’, és
megallapithatd a kozeli rokonsag is. A tobbi fajta eseteben nem talaltunk allél-egyezdséget,
igy megallapithatjuk, hogy ezek a fajtdk eddig még nem azonositott rezisztencia géneket
hordoznak. Szenzitiv fajtdkkal keresztezve, térképezési populécidé létrehozasaval a
rezisztencia gének térképezhetdk, ezzel lehetdség nyilik a jovOben 1 rezisztencia forrasok
azonositasara és bevonasara a rezisztencianemesitésbe. A torokorszagi ‘Kabarcik’ fajta
igéretes lehet ebben a tekintetben.

Eredményeink alapjan olyan MAS alapu rezisztencia génhalmozasi nemesitési
programot allithatunk 6ssze, melyben a Renl, Runl, Rpvl, PM QTL-ek megbizhat6an
kovethetéek molekularis markerekkel. Példaként emlithetjuk: a 06-1 populacié mindkét
lisztharmat rezisztencia gént (Renl+/Runl+ genotipusok) hordozé egyedeit keresztezve
példaul a ‘Bianca’ fajtaval, melynek mind a PM QTL-je (jelen disszertacio), mind a DM
QTL-jei (Rpv3 és Rpv7, Bellin et al. 2009) molekularis markerekkel kovethetd, az
utédpopulaciébdl olyan egyedeket szelektéalhatunk, amelyek

Renl+/Runl+/Ren3+/Rpvl+/Rpv3+/Rpv7+ genotipusiak.
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6. Osszefoglalas

Célul thztik ki egy olyan modszer kidolgozasat, amely a BC, x ‘Kismis vatkana’
hibridpopulacio (BCs) halmozott rezisztenciagéneket hordozé genotipusainak szelekciojara
alkalmas. A hasado populacio 440 egyedén a Renl gént 3 SSR markerrel (VMC9h4.2,
UDV20a, VMCNQg4e10.1), a Runl gént 2 SSR markerrel (VMC8g9, VMC4f3.1) és 3 BAC
kdnyvtar alapjan tervezett primerrel (CB191.192, CB69.70, CB137.138), mig az Rpvl gént 1
SSR markerrel (VMC1g3.2) teszteltiik. A VMC4f3.1 markert detektalasi nehézségek miatt
Kizartuk a vizsgalatokbol. A kivalasztott primerek alkalmasak multiplex PCR reakcidban a
Runl és Renl gén egyuttes vizsgalatara. Az eredményeket mind 8%-0s poliakrilamid gélen,
mind pedig 4%-os Metaphor gélen értékeltiik, igy lehetdvé valt a lisztharmat ellenalld és
fogékony egyedek agardz gélen torténd rutinszeri elkilénitese. A BAC konyvtar alapjan
tervezett primerek az 1,2%-os agardz gélen torténd elvalasztast és értékelést is lehetévé
teszik. A Runl/ Rpvl géneket hordoz6 genotipusok elkuldnitésére Gjabb primereket vontunk
be a vizsgalatokba. A VVim1l SSR marker alkalmasnak bizonyult az Rpvl peronoszpora
rezisztencia gén kovetésere.

A lisztharmat fert6zés bonitalasi eredményei alapjan fogékony egyedekben a
molekularis vizsgalatok a vizsgalt rezisztencia gének hianyat bizonyitottak. A tlinetmentes
egyedek 36%-aban mindkét lisztharmat rezisztencia gén, 28%-aban csak a Runl, 36%-aban
pedig csak a Renl rezisztencia gén jelenléte volt kimutathatd. Eredményeink alapjan a
kidolgozott mddszer alkalmas mind a genhalmozott (Runl és Renl gén), mind pedig az egyes
rezisztencia géneket kilon hordozé egyedek elkilonitésére. A multiplex PCR alkalmazasaval
gyorsan és koltségtakarékosan szelektalhatjuk ki a mindkét lisztharmat rezisztencia gént
hordozo értékes egyedeket, amelyek a molekularis vizsgalatok nélkil, hagyomanyos
modszerekkel nem azonosithatdak.

Az egyes rezisztencia gének térképezéséhez hasznalt SSR markerek jol és
megbizhatdéan alkalmazhatéak marker alapu szelekcidra. A Renl génnel szorosan kapcsolt
markerek maés, a °‘Kismis vatkana’-t sziil6i partnerként tartalmaz6 hibridpopulaciok
szelekciojara is alkalmasak. A ‘Génuai zamatos’ x ‘Kismis vatkana’ keresztezés 146 egyedét
vizsgaltuk, a tlinetmentes egyedekben megtalalhato volt a rezisztenciaval kapcsolt allél.

A (Vitis vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x (Vitis vinifera ‘Katta kurgan’ x Vitis
vinifera ‘Perlette’) hibridpopulacio 126 egyedét (ebbdl tiinetmentes volt 96 és 30 fertdzési
tlineteket mutatott) ismert rezisztencia génekkel (Renl, Runl, Rpvl) és PM QTL-ekkel
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kapcsolt markerekkel (3 SSR-VMC4d9.2, UDV15b, VViV67 és 1 SCAR-ScORA760)
teszteltik. A populacio alkalmas volt arra is, hogy 0Osszehasonlitsuk a két kozep-azsiai
csemegeszO10 fajta, a ‘Kismis vatkana’ €és a ‘Dzsandzsal kara’ rezisztencia génjeit molekularis
markerek alapjan. Eredményeink azt mutattak, hogy a 13-as kapcsoltsagi csoportban a Renl
lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt SSR markerek rezisztenciat jelzé alléljei
megegyeztek, igy a ket rezisztencia gén azonos. Eredményeinket irodalmi adatok is
alatamasztjdk. Az irodalomban leirt PM QTL-lel kapcsolt markerek nem alkalmasak a
popul&cid vizsgalatara, mert a rezisztens sziil6 (‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) az SSR analizis
alapjan homozigéta a lisztharmat QTL-ekkel kapcsolt mikroszatellit markerekkel kapott
allélokra.

A PM QTL-lel kapcsolt SCORA760 SCAR markerrel jellemeztiink vad Vitis fajokat,
lisztharmat rezisztens azsiai fajtakat, interspecifikus hibrideket, magyar nemesitésii rezisztens
fajtakat. A kovetkezd fajtdkban nyomon kovethetd a lisztharmat rezisztencia a SCAR
markerrel: ‘Regent’, ‘Seibel 7053’, ‘SV 20365, ‘Villard blanc’, ‘Seibel 4986°, ‘Viktoria
gyongye’, ‘Nero’, ‘Zala gyongye’, ‘Bianca’, ‘SV 12286°. Eredményeik segitseget nydjthatnak
a fajtavalasztashoz egy rezisztencia nemesitési programban, ahol a kiilonb6z6 rezisztencia
gének kombindalasa, halmozasa a cél marker alapu szelekcio felhasznalasaval.

A V. vinifera var. orientalis convar. antasiatica valtozatcsoportba tartozo sz616 fajtak
(pl. *Nimrang’, ‘lcskimar’, ‘Iszpiszar’, ‘Katta kurgan’, ‘Szultanina’, ‘Kismis vatkana’,
‘Dzsandzsal kara’) morfologiailag jelentésen eltérnek a tobbi V. vinifera fajtatol.
Feltételezések meriltek fel, hogy val6ban V. vinifera fajtakrél van-e sz, nem tortént-e
spontan keresztez0dés akar vad Vitis fajok vagy a régi kereskedelmi Gtvonalakon K&zép-
Azsiaba szallitott alanyfajtak és a helyben termesztett fajtak kozott? A lisztharmat rezisztens
fajtak (‘Dzsandzsal kara’ és ‘Kismis vatkana’) tiszta V. vinifera eredetének bizonyitasara V.
vinifera specifikus markerrendszert dolgoztunk ki. Sikerilt olyan markert talalnunk, amellyel
szekvenalds nélkul, egy PCR-t, és poliakrilamid gélelektroforézist kdvetden el tudtuk
kildniteni a V. vinifera fajtakat a vad fajoktol.

A GrapeGene06 Eurdpai Unids program altal javasolt 9 mikroszatellit markerrel
(VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VVS2, ssrVrZag62,
ssrVrZag79) SSR analizist végeztiink az azsiai fajtakkal, 2 referencia fajtaval, vad Vitis
fajokkal és amerikai alanyfajtakkal. Célunk az volt, hogy a kapott allélmeretek alapjan
dendrogramon szemléltessiik a referencia fajtak (‘Chardonnay’, ‘Pinot noir’), a kiilonb6z6
azsiai lisztharmat rezisztens és fogékony fajtak, a vad Vitis fajok és az amerikai alanyfajtak

genetikai tavolsagat. Eredményeink alapjan az lzbég fajtak kilon (koztuk a lisztharmat
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rezisztens fajtak is) alcsoportba tomoriltek, az dsszes azsiai fajta, és a V. vinifera referencia
fajtak egy focsoportba tartoztak. Kiilon fécsoportokat alkottak a vad Vitis fajok es az amerikai
alanyfajtdk. Ez az eredmeny is alatdmasztja, hogy a kodzép-azsiai szarmazasu lisztharmat
rezisztens fajtak, a ‘Dzsandzsal kara’ és a ‘Kismis vatkana’ a V. vinifera-k kdzé tartoznak, €s
nem allnak genetikailag kozel sem a vad Vitis fajokhoz sem az alanyfajtakhoz.

A Renl lisztharmat rezisztencia gént tartalmazo ‘Kismis vatkana’ eés ‘Dzsandzsal kara’
fajtak kiilonosen értékesek a sz616 rezisztencia nemesités szadmara, hiszen a V. vinifera-n beldl

nyUjtanak lehetdséget a rezisztencia és a kivald mindség kombinalasara.

SUMMARY

MOLECULAR IDENTIFICATION OF FUNGI RESISTANT
GRAPE GENOTYPES

The purpose of our study was to select the genotypes carrying pyramided resistance
genes and to follow the single resistance genes in the BC4 (VRH 3082-1-42) x V. vinifera
‘Kishmish vatkana’ progenies with linked markers. 441 individuals of the BCs progeny were
screened with 3 SSR markers linked to Renl (VMC9h4.2, UDV20a, VMCNg4el10.1), 2 SSR
markers (VMC8g9, VMC413.1) and 3 BAC (bacterial artificial chromosome)-clone derived
primers (CB191.192, CB69.70, CB137.138) linked to Runl and finally 1 SSR marker linked
to Rpvl (VMC1g3.2). VMCA4f3.1 marker was excluded because of detection difficulties. To
further streamline the selection process, we developed a multiplex PCR-method combined
with agarose gel electrophoresis of the resulting amplicons. Multiplex PCR products were
separated both on 8% polyacrylamide (ALF Express Il.) and 4% Metaphor gel. In this way
this method was suitable for separating the PM (powdery mildew) resistant and sensitive
individuals through agarose-based electrophoresis. PCR products of CB primers — they have
been developed on the basis of BAC-clones - could be separated and evaluated on 1.2%
agarose gel. For separating genotypes carrying Runl/Rpvl genes new primers have been used.
VVim1l marker seemed to be appropriate to follow the DM (downy mildew) resistance gene,
Rpvl.

According to powdery mildew symptoms on leaves sensitive genotypes contain no
resistance genes. Among the 411 plants that were resistant to PM 35% contained both the

Runl and Renl resistance genes, while 28% were Runl positive and 37% Renl positive.
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Based on our results the method have been developed is suitable to separate genotypes
carrying both individual and pyramided resistance genes (Runl and Renl). Using multiplex
PCR enables us to select the valuable genotypes in a single step, saving time, effort and
sources. Marker-assisted selection is indispensable for selecting Runl+/Renl+ genotypes due
to the same phenotypic effect of both resistance genes.

Our results demonstrate that SSR markers developed for the mapping of the disease
resistance loci can be applied for MAS (marker assisted selection). Markers tightly linked to
Renl are appropriate to select another hybrid population, where one of the parents is
‘Kishmish vatkana’. The cross ‘Génuai zamatos’ x ‘Kishmish vatkana’ was screened with
these markers and the resistance allele could be detectable in the symptomless individuals.

We tested the (V. vinifera ‘Dzhandzhal kara’ x *Laszta’) x (V. vinifera *Katta kurgan’ x
V. vinifera ’Perlette’) hyibrid population (126 offspring) with markers linked to known
resistance genes (Renl, Runl, Rpvl) and PM QTLs (3 SSRs-VMC4d9.2, UDV15b, VViV67
and 1 SCAR-ScCORA760) because of the ‘Seyve Villard” origin of ‘Laszta’. The population
enabled us to compare the resistance genes of the two Central-Asian table grape cultivars,
‘Kishmish vatkana’ and ‘Dzhandzhal kara’. The data showed that SSR profiles in Renl linked
loci on LG 12 that ‘Kishmish vatkana’ and ‘Dzhandzhal kara’ possess the same Renl PM
resistance gene, confirmed by the literature. PM QTLs described in ‘Regent’ cultivar were not
appropriate to analyze this population, because the resistant parent (‘Dzhandzhal kara’ x
‘Laszta’) is homozygous for the alleles of the linked SSR markers.

We characterized wild Vitis species, PM resistant cultivars from Central-Asia,
interspecific cultivars and Hungarian bred resistant cultivars with SCORA760 SCAR marker
linked to PM QTL. Powdery mildew resistance can be followed by the SCAR marker in these
varieties: ‘Regent’, ‘Seibel 7053°, ‘SV 20365’, “Villard blanc’, ‘Seibel 4986°, ‘Viktdria
gyongye’, ‘Nero’, ‘Zala gyongye’, ‘Bianca’, ‘SV 12286’. Our data can be useful for a
resistance breeding program, where the aim is disease resistance gene pyramiding with MAS.

Grape varieties belonging to V. vinifera var. orientalis convar. antasiatica (i.e.
‘Nimrang’, ‘lcskimar’, ‘lIszpiszar’, ‘Katta kurgan’, ‘Sultanina’, ‘Kishmish vatkana’,
‘Dzhandzhal kara’) have different morphological features than other V. vinifera varieties. One
might assume that these varieties are not pure V. vinifera, perhaps recent interspecific
hybridisation might have occurred with wild Vitis species or American rootstocks. We have
processed a V. vinifera specific marker system to prove the pure V. vinifera origin of these
PM resistant cultivars (‘Dzhandzhal kara’ and ‘Kismis vatkana’). We have identified a

molecular marker which makes it possible to distinguish V. vinifera varieties from the wild
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ones after a Polymerase Chain Reaction (PCR) and polyacrilamid gel electrophoresis without
sequencing.

We have determined the SSR profile of the Asian cultivars (PM resistant and sensitive
varieties), 2 reference cultivars (‘Chardonnay’ and ‘Pinot noir’), wild Vitis species and
American rootstocks in 9 microsatellit locus (VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD?27,
VVMD28, VVMD32, VVS2, ssrVrZag62, ssrVrZag79), recommended by GrapeGen06
project. Our aim was to create a dendrogram based on cluster analysis in order to show the
genetic distance among these cultivars and species. All of the Central-Asian and reference V.
vinifera varieties are included in Cluster 1, and varieties from Uzbekistan grouped together in
a smaller group including the PM resistant ‘Dzhandzhal kara’ and ‘Kishmish vatkana’ as well.
Wild Vitis species and American rootstocks are included different clusters (Cluster 2 and 3).
The results confirm that ‘Dzhandzhal kara’ and “Kishmish vatkana’ derived from Central Asia
belong to V. vinifera, and are not related to either wild Vitis species nor American rootstocks.

The powdery mildew resistant ‘Kishmish vatkana’ and ‘Dzhandzhal kara’ varieties are
valuable for grape breeders, because they open up the possibility of combining the resistance
gene (Renl) with high quality in V. vinifera.
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MELLEKLETEK

1. Melléklet:

17. tablazat: 06-1 populacio: A vizsgalt 440 minta eredményei

Tiunetmentes egyedek (410 minta):

Runl+ genotipusok (115)

6, 56, 126, 176, 246, 256, 276, 326, 346, 446, 476, 526, 646, 686, 846, 30, 35, 50, 65, 75, 80,
110, 115, 120, 130, 150, 165, 220, 230, 245, 250, 290, 310, 325, 370, 375, 380, 395, 400,
420, 430, 435, 440, 455, 490, 495, 510, 515, 540, 555, 565, 575, 590, 595, 640, 655, 660,
670, 685, 735, 755, 795, 810, 845, 860, 880, 885, 895, 905, 910, 14, 54, 64, 138, 174, 188,
198, 204, 208, 238, 258, 274, 304, 308, 328, 354, 364, 368, 394, 414, 434, 528, 534, 594,
598, 638, 648, 678, 684, 764, 768, 778, 788, 828, 844, 868, 888, 904, 2, 11, 12, 42,51, 61
82

Renl+ genotipusok (149)

16, 26, 36, 76, 116, 206, 236, 306, 316, 336, 356, 376, 456, 636, 666, 676, 696, 756, 816,
826, 916, 926, 10, 15, 25, 45, 105, 125, 145, 160, 170, 180, 210, 215, 225, 255, 275, 285,
300, 315, 330, 335, 340, 350, 360, 365, 410, 460, 465, 480, 500, 520, 560, 570, 585, 690,
700, 705, 715, 740, 745, 760, 785, 800, 815, 825, 830, 840, 865, 875, 890, 900, 920, 18, 24,
38, 74, 78, 84, 88, 118, 128, 134, 158, 164, 168, 178, 214, 218, 228, 248, 264, 268, 278, 284,
288, 298, 318, 324, 334, 338, 344, 348, 358, 384, 398, 404, 408, 454, 458, 464, 468, 484,
498, 504, 508, 514, 518, 524, 538, 544, 564, 574, 634, 644, 658, 688, 694, 708, 714, 718,
798, 848, 854, 864, 878, 894, 898, 908, 918, 928, 1, 32, 52, 62, 71, 81, 92, 111

Runl+/Renl+ genotipusok (146)

46, 106, 136, 146, 156, 216, 226, 406, 416, 426, 436, 506, 536, 576, 706, 726, 736, 746, 776,
806, 836, 856, 876, 886, 906, 5, 40, 55, 60, 90, 95, 100, 135, 140, 155, 175, 185, 190, 195,
200, 205, 235, 240, 265, 270, 280, 295, 345, 355, 385, 390, 405, 415, 425, 445, 450, 470,
475, 485, 505, 525, 530, 535, 545, 550, 580, 600, 635, 650, 665, 695, 710, 725, 730, 765,
770, 775, 790, 805, 820, 850, 915, 4, 8, 28, 34, 44, 58, 68, 94, 98, 114, 124, 144, 148, 154,
184, 224, 234, 244, 354, 314, 374, 378, 388, 418, 424, 428, 438, 444, 448, 474, 478, 485,
494, 554, 568, 578, 584, 588, 654, 668, 698, 724, 728, 734, 738, 744, 758, 784, 794, 818,
824, 834, 838, 858, 874, 884, 914, 21, 22, 31, 72, 91, 102, 112

PM szenzitiv egyedek: Runl-/Renl- genotipusok (30)

601, 602, 603, 604, 605, 606, 607, 608, 609, 610, 611, 612, 613, 614, 615, 616, 617, 618,
619, 620, 621, 622, 623, 624, 625, 626, 627, 628, 629, 630

18. tablazat: 06-3 populacio: A vizsgalt 146 minta eredménye

Tlnetmentes egyedek:

PM tlinetmentes, Ren1+ genotipusu egyedek:

1,2,3,4,5,6,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76

PM tlinetmentes, de Ren1- genotipusu egyedek:

7,25, 36

PM tlineteket mutatd egyedek:

PM tineteket hordozo, Renl- genotipusu egyedek:

77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
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119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 139, 140, 141, 142

PM tlineteket hordozo, de Renl+ genotipusl egyedek:

130

Nem fenotipizalt egyedek:
143: Renl-
144: Renl+
145: Renl-
146: Renl+

19. tablazat: 07-12 populacid: A vizsgalt 126 minta eredménye

Tiunetmentes egyedek (96 minta):

PM tiinetmentes, Renl+ genotipusi egyedek:

108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181,
182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,
200, 201, 202, 203, 2055

PM tlinetmentes, de Ren1- genotipusu egyedek:

139, 204

PM tlineteket mutatd egyedek (30 minta):

PM tineteket hordozo, Renl- genotipusu egyedek:

/171, 1172, 1113, 11211, 11212, 11213, 1/3/1, 1/3/2, 1/3/3, 11411, /412, 1/4/3, 1/5/1, 1/5/2, 1/5/3,
1/6/1, 1/6/2, IV/1/1, IV/1/2, IVILI3, IVI2]1, \VI2/2, IVI2/3, IVI3/1, IV/3]2, IV/4/1, IV/4]2,
I\V/4/3

PM tineteket hordozo, de Renl+ genotipusu egyedek:

1/7/1, \V/3/3
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2. Melléklet: Dendrogram szerkesztéséhez hasznalt hasonlésagi matrix
20. tablazat: A vizsgalt sz616fajtak hasonldsagi egylitthatoi (Jaccard index), 9 mikroszatellit 10kusz alapjan.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 | 18 |19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29

CHARD | 1,000 |,500|,320|,198|,256 |,348 |,143|,348|,256 |,154|,190,230|,138|,296 |,320|,190|,138 |,148|,184 |,160|,198 | ,148 |,148 | ,154 |,000 | ,044 | ,040 | ,038 | ,213
PINOT ,500 ]1,000,308|,138|,138|,205|,089|,205|,138|,333|,359|,276 |,184|,410|,373|,133|,238 |,256 | ,286 | ,154 | ,247 | ,044 | ,256 | ,095|,000 |,089 |,081 | ,118|,205
KIsMIsV | ,320 |,308[1,000|,485|,148,290|,148,160|,205|,290,320|,296|,198 |,190|,667 |,389|,320|,099|,190 |,107|,333|,099 |,154 |,000 | ,095 |,046 | ,086 | ,081 | ,160
DZSANDZS| ,198 |,138,4851,000/,333|,160|,095,160 |,267|,160 |,256 | ,427 |,389 |,308 |,267 | 464 |,320|,048 | ,444|,107 |,205|,099 | ,048 | ,049 | ,000|,000 | ,086 |,081 | ,103
TAGOBI | ,256 |,138],148,333]1,000/,160 |,267 | 444,406 |,160|,320|,359|,320|,522|,267 | ,256 | ,320 |,000 |,089 | ,232|,095 | ,154 |,048 | ,160 | ,046 | ,046 | ,086 | ,125 |,160
GORDIN | ,348 |,205/,290,160 |,160 (1,000,222 |,400 |,290|,242 | ,048|,198 |,154|,205 |,222|,213|,213|,167 |,148|,056 | ,290|,107 | ,232|,111 | ,049|,049 | ,044 | ,086 | ,317
ALEX ,143 1,089,148 |,095 |,267 |,222 |1,000] ,364 | ,333 | ,364 |,092 | ,238 | ,256 | ,308 | ,095 | ,256 | ,256 | ,048 | ,043 | ,107 |,148 | ,048 | ,278 | ,222 | ,046 | ,095 | ,086 | ,222|,290
TSITSKA | ,348 |,205],160|,160 | ,444|,400 | ,364 |1,000/1,000|,242 |,213 | ,256 | ,213 | 406 | ,222 |,154 |,278 |,107|,095|,116 |,160 | ,051|,232|,174|,000 | ,049 | ,044 | ,086 | ,242
BAZALET | ,256 |,138,205,267 |,406 |,290 |,3331,000/1,000],290 |,256 | ,296 |,256 | ,444 |,205|,143|,389|,154|,138|,107 |,095|,048 | ,213|,160 | ,000 | ,046 | ,042 | ,081 | ,222
KABARCIK| ,154 |,333,290,160 |,160 |,242 |,364 |,242|,290 |1,000{,278 | ,320 | ,348 | ,485|,222|,278 | ,424|,167 | ,267|,056 | ,160|,107 | ,467|,174 |,000|,049 |,092 | 133 | ,242
REZMAGV| ,190 |,359],320,256|,320|,048|,092|,213|,256|,278 1,000/ ,410|,308 | ,427|,464 |,190|,308 |,095|,184 |,103 |,092 | ,095 |,148 |,048 | ,000 | ,044 | ,040|,078 | ,154
ICSKI ,230 |,276,296 | 427,359,198 | ,238|,256 | ,296 | ,320 | ,410|1,000|,727 | ,696 | ,427 | ,480|,410|,089 |,276|,148|,184 | ,247|,089 | ,044 |,086 | ,086 | ,078 | ,074|,256
Iszpisz | ,138 |,184,198,389|,320|,154 |,256|,213|,256|,348|,308|,727 |1,000(,500 |,256 | 522 | ,373|,046 | ,359|,160 |,092 |,205 | ,095|,048 | ,092 |,092 | ,040 | ,078 | ,213
NIMRANG | ,296 |,410/,190|,308 |,522|,205 |,308 |,406 |,444|,485|,427|,696 |,500 (1,000|,373|,296 | ,427|,092 |,230|,154 |,089 |,198 | ,256 | ,205 | ,043|,043 |,081 | ,118 | ,267
SZULTAN | ,320 |,373|,667|,267|,267|,222|,095|,222 |,205 |,222 | ,464 | ,427 |,256 | ,373 |1,000| ,464 | ,464 |,099 |,190 |,107 |,205|,154|,213 |,000|,148 | ,046 | ,086 | ,081 | ,160
KATTA ,190 |,133,389 | ,464 |,256 |,213|,256 |,154 |,143|,278 |,190 | ,480 | ,522 | ,296 | ,464 |1,000(,522 | ,148 | ,296 | ,049 | ,320 | ,205|,148 | ,048 | ,044 | ,000|,083 | ,078|,213
KISMISM | ,138 |,238],320,320|,320|,213|,256|,278|,389|,424|,308 | ,410|,373|,427 | ,464 |,522 |1,000],095 | ,296 | ,103 |,198 | ,205 | ,205 | ,154 | ,044 |,044 |,040|,121 | ,278
LASZTA | 148 |,256|,099 |,048|,000 |,167|,048 |,107|,154|,167|,095|,089 |,046|,092|,099 |,148|,095 |1,000],545 |,000|,213|,000 |,364 |,167 |,099 |,099 |,043 |,040 | ,051
DZSANXLA| ,184 |,286|,190|,444|,089|,148|,043|,095|,138|,267|,184|,276|,359,230|,190 |,296 | ,296 | ,545 |1,000],099 |,190 |,044 |,256 | ,095 |,043 |,089 | ,000 | ,000 | ,046
ROMANETI| ,160 |,154|,107|,107|,232|,056|,107|,116|,107|,056|,103|,148 |,160|,154|,107|,049|,103|,000 |,099 |1,000{,000 |,174|,000 |,056 | ,000 |,051|,000 | ,043|,116
COIGN ,198 |,247,333|,205|,095|,290 |,148,160|,095 |,160|,092 | ,184 |,092 |,089 | ,205 |,320|,198 | ,213|,190 |,000 |1,000{,099 | ,278 | ,000 | ,046 | ,095 | ,000 | ,000|,103
AMUREN | 148 |,044(,099 |,099|,154|,107|,048 |,051|,048 | ,107|,095|,247|,205|,198|,154 |,205|,205 |,000|,044 |,174],099 |1,000/,000 |,000 |,213 |,048 | ,000 |,000 |,107
SILVESTI | ,148 |,256,154|,048 |,048|,232|,278|,232|,213 | ,467 |,148|,089 | ,095|,256 |,213 |,148 |,205 | ,364 |,256 | ,000 |,278 | ,000 |1,000{,167 | ,000 | ,000 | ,043 | ,083 | ,107
YESHAN | ,154 |,095/,000|,049|,160,111|,222|,174|,160|,174 |,048|,044 |,048|,205|,000|,048 | ,154|,167 | ,095|,056 | ,000 |,000 |,167 |1,000/,103 |,000 |,198 | ,238 |,174
RIPPORT | ,000 |,000 |,095|,000 |,046|,049 |,046|,000 |,000|,000 |,000]|,086 |,092|,043|,148|,044|,044],099,043|,000|,046|,213|,000,103 1,000,267 |,133|,125|,000
RUPMETAL| ,044 |,089|,046|,000|,046|,049],095|,049|,046|,049|,044|,086|,092|,043],046|,000,044 |,099|,089|,051|,095|,048 |,000 |,000 |,267 |1,000/,133|,172,103
RIPSAUV | ,040 |,081|,086 |,086|,086 |,044|,086|,044|,042|,092|,040|,078|,040|,081|,086 |,083|,040 |,043|,000 |,000,000 |,000 |,043|,198|,133|,133|1,000(,870 |,256
RUPDULOT| ,038 |,118|,081|,081|,125|,086|,222|,086|,081|,133|,078|,074|,078|,118|,081|,078|,121|,040|,000 |,043|,000 |,000 |,083|,238|,125|,172|,870 (1,000,296
KADARKA| ,213 |,205/,160(,103,160|,317|,290|,242|,222|,242|,154|,256 |,213|,267|,160|,213|,278|,051 |,046|,116 |,103|,107 |,107|,174 |,000|,103 | ,256 | ,296 |1,000

1. ‘Chardonnay’, 2. ‘Pinot noir’, 3. ‘Kismis vatkana’, 4. ‘Dzandzsal kara’, 5. ‘Tagobi’, 6. ‘Gordin’, 7. ‘Alexandroulii’, 8. “Tsitska’, 9. ‘Bazaletouri tsolikouri’,

10. “Kabarcik’, 11. ‘Rezisztens magvatlan’, 12. “Icskimar’, 13. ‘Iszpiszar’, 14. ‘Nimrang’, 15. ‘Szultanina’, 16. ‘Katta kurgan’, 17. ‘Kismis moldavszkij’, 18.
‘Laszta’, 19. ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’, 20. V. romanetii, 21. V. coignetiae, 22. V. amurensis, 23. V. silvestris, 24. V. yeshanensis, 25. Riparia portalis, 26.

Rupestris metalica, 27. Riparia sauvage, 28. Rupestris du Lot, 29. ‘Kadarka’
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