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A MUNKA ELOZMENYEI KITUZOTT CELOK

A sz0l0 iiltetvények termésbiztonsagat biotikus (virusok, baktériumok, gombak és
kartevok) és abiotikus (pl. szarazsag, fagy) tényezOk egyarant veszélyeztethetik. Ezek koziil
leginkdbb a gombas fertdzések csokkentik a terméshozamot, valamint a bogyok és a bor
mindségét, ezért a szOl0 termesztése megfeleld és hatékony novényvédelem nélkiil ma nem
oldhato meg. A kijuttatott nagy mennyiségii fungicid terheli a kdrnyezetet, artalmas az ember
egészségére és nagyon koltséges (Magyarorszagon 1 ha szOl6iiltetvény ndvényvédelmének
koltsége 100 000 Ft, amiben nincsen benne a gép és eszkdzhasznalat Uzemi koltsége).
Rezisztens ¢s kivaldé mindségli fajtdk eldallitasdval ez a probléma kikiiszobolhetd vagy
legalabbis csokkenthetd, aminek nemcsak gazdasagi jelentdésége kiemelkedd, hanem a
kornyezetvédelem szempontjabol is rendkivil fontos.

A sz616 gomba betegségei kozll a lisztharmat veszélyezteti a termést a legnagyobb
mértékben, ennek oka, hogy a fertdzéshez nem igényel specifikus iddjarasi koriilményeket, pl.
megfeleld pdaratartalmat ¢és homérs€kletet, mint példadul a peronoszpoéra. A mai
sz6l6termesztés szamara nélkiilozhetetlen a kéntartalmi vagy a szterol bioszintézis gatld
fungicidek hasznalata. A legtobb sz6lotermeszté minimum 6-10 alkalommal permetezni
kénytelen, hogy megvédje termését a lisztharmat kartételétél, ami akar 90%
termésveszteséget is okozhat. Franciaorszagban évente 75 millidé Euro-t koltenek csak
lisztharmat elleni gombadldszerekre, amelyekkel szemben rdadasul ellendlld torzsek
megjelenése is varhato.

A nagy kérokat okozd gombabetegségekkel szemben rezisztens 10j szOlofajtak
eléallitasa azonban id6- és forrasigényes folyamat, mivel a keresztezéseket kovetben az
utodnemzedék fenntartdsa nagy teriiletet vagy iiveghdzat igényel, miivelése és gondozasa
koltséges, tovabba szigoru miivelési technologiara és mesterséges fertdzésekre van sziikség. A
rezisztencia génekkel kapcsolt DNS alapu markerek alkalmazasa jelentésen csdkkentheti az
iiveghdzi és a szabadfoldi kisérletek volumenét, mivel kordn, mar a csirdzast kovetden
lehetéveé teszi a kivant gént hordozdé magoncok kivalogatasat, ezaltal az utddpopulacio
meretének csokkentését. Az utobbi években jelentGs eldrehaladas tortént azoknak az
eszkozoknek a kifejlesztésében, amelyek lehetdvé teszik a markerekre alapozott szelekciot
(MAS) a szdlében. A sz6l6 genom telitése molekularis markerekkel, kapcsoltsagi térképek
szerkesztése, és a kivant genotipusra torténd direkt szelekcié ma mar mind megvalosithato.
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 kialakitasanak egyik
modszere a rezisztencia gének halmozasa (piramidalasa) a legertékesebb genotipusokba, ami
megbizhatd molekuléaris markerek nélkul csak tébb évig tartd utoddvizsgalattal valdsithatd
meg.

A PTE Szoblészeti és Boraszati Intézetében Kozma Pal és munkatarsai a rezisztencia
gének kombinalasara kiilonbozo hibridpopuléacidkat 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 eurdpai V. vinifera fajtdk nem rezisztensek a lisztharmat és a
peronoszpéra ellen, azonban a fajtak fogékonysaga kozott eltérések vannak. Az 1960-as évek
kdzepéig nem azonositottak ellendllo V. vinifera fajtakat, ezért vad Vitis fajokat alkalmaztak
rezisztenciagén forraskent. Az egyik ilyen vad faj a Muscadinia rotundifolia Michx. Small,
amely dominans lisztharmat (Runl) és peronoszpéra (Rpvl) rezisztencia génekkel
rendelkezik. A Bouquet (1986) altal eldallitott M. rotundifolia x V. vinifera BC,4 hibridet
Kozma és munkatarsai V. vinifera fajtakkal keresztezték rezisztens fajtak eléallitasara.

A ‘Dzsandzsal kara’-t irtak le elszor lisztharmat ellenalld fajtaként, késébb azonban
tobbet is azonositottak, koztiik a ‘Kismis vatkana’-t, amelyben a dominans Renl gén felelés a
rezisztencidért. A tartds rezisztencia elérése céljabdl kombinaltak a rezisztencia géneket: a M.
rotundifolia x V. vinifera BC, hibridcsaladot (Runl és Rpvl gén) keresztezték a *Kismis
vatkana’-val (Renl), melynek eredményeképpen az utédnemzedekben olyan egyedeket
szelektalhatunk, amelyek mindharom gént hordozzak (Runl/Rpv1/Renl genotipusok).

Munkénk soran kiilonb6z6 eredeti (Muscadinia rotundifolia-Runl, Rpvl, V. vinifera-
Renl, és ‘Seyve-Villard® PM QTL-ek) lisztharmat és peronoszpéra rezisztencia geneket
tartalmazd egyedeket szelektaltunk a hasado 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
alkalmazasaval 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.



ANYAG ES MODSZER

A vizsgélatok névenyanyaga

A PTE Szélészeti és Boraszati Kutato Intézetében Kozma és munkatarsai kiilonb6z6
hibridpopuléciokat allitottak eld abbol a célbol, hogy a lisztharmat és peronoszpora
rezisztencia géneket kombinaljak. A vizsgalt hibridcsaladok a kovetkezok: BC4 (VRH 3082-
1-42) x Vitis vinifera “Kismis vatkana’, (BC, 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’).

PM QTL analizishez, az 4&zsiai szarmazasu fajtdk genetikai tavolsaganak
meghatarozasdhoz, valamint a V. vinifera specifikus markerrendszer kidolgozasahoz
alkalmazott novényanyag: interspecifikus hibridek, magyar nemesitésii rezisztens fajtak,
azsiai eredett lisztharmat ellenalld és érzékeny fajték, szenzitiv V. vinifera fajtak (referencia
fajtak), vad Vitis fajok, alanyfajtak.

DNS izolélas

A novények fiatal leveleib6l a DNS-t DNeasy Plant Mini Kit-tel izolaltuk (Qiagen), a
gyarto leirasa szerint. A DNS koncentraciojat NanoDrop spektrofotometerrel mertiik, majd a
torzsoldatokbdl 10 ng/ul koncentracidju higitasokat készitettlink, amelyeket templatként

hasznaltunk fel a PCR reakcidk soran.

PCR koérulmények és a vizsgalatokban szereplé markerek

A polimerdz lancreakcidkat iCycler készllékben (Bio-Rad) végeztik, 10 pl
végtérfogatban. A reakcidelegy Osszetevdi: 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.
SSR analizis és CB markerek alkalmazasa:

Run1/Rpv1l rezisztencia genekkel kapcsolt markerek:
VMCB8g9 és VMC4f3.1 markereket alkalmaztunk a Runl gén oroklédésének kovetésére,
Barker et al. szerint (2005) és VMC1g3.2 markert az Rpvl gén kdvetésére Wiedemann-
Merdinoglu et al. szerint (2006). Az Rpvl gén kdvetésére teszteltiik a VMC1g3.2 kdzvetlen
kdzelében talalhatdo VVim1l es 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).



Renl rezisztencia génnel kapcsolt markerek:
A VMC9h4.2, UDV20a és VMCNg4el10.1 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 elészor 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 SCORAT7-760 SCAR markert Akkurt et al. (2007) szerint.
Dendrogram szerkesztéséhez alkalmazott SSR markerek:
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 (Thomas és Scott 1993, Bowers et al. 1996, 1999, Sefc et al. 1999).
Fajspecifikus markerrendszer kidolgozasahoz alkalmazott markerek:
A V. vinifera specifikus markerek azonositasahoz a kovetkez6 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).
PCR kdérulmények
A CB primerek felszaporitdsahoz a reakcio korilmények a kovetkezok: 2 perces 94°C-0s
eléciklus, denaturalas 94°C-on 10 mp-ig, primerkapcsolédas 57°C-on 30 mp-ig, DNS-
szintézis 72°C-on 1 percig — 40 cikluson keresztiil, majd végul 5 perces 72°C-on torténd
utopolimerizacio.
Az SSR primerek felszaporitasahoz a reakcio koriilmények a kovetkezok: A 65°C-0s touch
down PCR lépései: 2 perces 94°C-os el6ciklus; 10 ciklus 94°C-on 30 mp-ig — denaturalas,
62°C-on 30 mp-ig — primerkapcsolddas, 72°C-on 1 percig - DNS-szintézis. A kapcsolodasi
hémérséklet ciklusonként 1°C-kal csokken. 24 ciklus 94°C-on 30 mp-ig, 56°C-on 30 mp-ig,
72°C-on 1 percig. Majd 5 perces 72°C-on torténd utopolimerizacio.
A mikroszatellit allélméretek meghatarozasa, detektalas

A mintakat 1,2%-0s, etidium-bromiddal festett agar6z gélen futtattuk, majd a

mintazatokat 313 nm-es UV fényben digitalis kameraval fényképeztiik és értékeltiik. Azokat a



reakciotermékeket, amelyekben a mikroszatellit régiokat sikeresen felszaporitottuk, ALF-
Express II. késziilékben 8%-os poliakrilamid gélen (ReproGel™ High Resolution, GE
Healthcare BioSciences, AP Hungary Kft, Budapest) valasztottuk el a pontos allélésszetétellik
és méretilk meghatarozasa céljabol. Ehhez a forward primereket Cy-5 fluoreszcens festékkel
jeloltik.

Az eredmény kiertékelését és dokumentélasat a Fragment Analyser 1.0 szamitogépes
szoftver (GE Healthcare BioSciences) segitségével vegeztik. Az ismert nukleotidhosszusagu
kiilsé és belsdé standardek segitségével, majd a szdmitdgépes programmal meghatdroztuk az
egyes allélok pontos bazisméretét.

A CB markerekkel felszaporitott termékeket 1,2%-os, etidium-bromiddal festett
agardz gélen értekeltik Ki.

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

elvalasztottuk.

Mikroszatellit allélméretek 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 oOsszedllitott matrix alapjan csoportositja az objektumokat, es
kapcsolatukat dendrogram forméajaban abradzolja. Ezzel szemléletesen bemutathaté az
objektumok kozétti hasonldsag vagy tavolsag (Hajésné Novak 1999).
A mikroszatellitekkel kapott allélméreteket binarisan kodoltuk, az adott méretii fragmentum
meglétét 1-gyel, mig hianyat O-val jeloltik. Az adatokat bevittik 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 ¢sszehasonlithatjuk a
fajtakat. Az eredmények szemléltetésére dendrogramot szerkesztettiink, melyet a program

hasonldsagi matrix alapjan keszit el.



EREDMENYEK

Marker alapu szelekcié alkalmazasa kiilonb6z6 hibridpopulaciokban

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

A VRH 3082-1-42 BC, hibridet (Bouquet, 1986) Kozma és munkatarsai kereszteztek
a ‘Kismis vatkana’-val abbol a célbdl, hogy a Runl/Rpvl és a Renl gének kombinalasaval
multi-rezisztens sz616 genotipusokat nyerjenek. Az azonos fenotipust mutato, tunetmentes
Runl+, Renl+ vagy Runl+/Renl+ genotipusokat molekularis markerek segitségével
azonositottuk. A marker alapt szelekciohoz (MAS) a hasadd populacid 440 egyedét
vizsgaltuk, ebb6l 410 lisztharmat tlinetmentes és 30 fogékony.

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 I6kusztol. Mindharom marker egyértelmii diagnosztikus értékii eredményeket adott (1.
tablazat). A harom Renl-gyel kapcsolt marker allél minden esetben egyiitt 6roklodott,
megerdsitve a szoros kapcsoltsagot (Hoffmann et al. 2008). Az 0sszes ndvény, amely
hordozza a Renl génnel kapcsolt markerallélt, PM rezisztens, mig a 30 szenzitiv minta egyike
sem tartalmazza ezt az allélt.

1. tablazat: A rezisztencia génekhez kapcsolt, a vizsgalataink soran alkalmazott SSR
markerekkel felszaporitott pontos allélméretek a 06-1-es populacidban

Renl Runl Rpvl

VMC VMC VMC VMC VMC

oha2 | YPV20R | \se101 | 8ge 413.1 1g3.2
Kismis | 560086 | 138:164 | 240:260 | 167:174 | 160:186 | 122:140

vatkana S S S
BC, 282:298 | 148:148 | 260:260 | 160:167 | 184:186 | 122-140
‘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 | 286:298 148:164 260:260 160:174 186:186 122:122
Szenzitiv | 262:282 _ _ 167:167 | 160:184 | 122:140
genotipusok | 262:208 | 138148 | 240260 | 465994 | 184186 | 140:140

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhuzéssal és vastag betiivel jeloltiik.

Runl génnel kapcsolt markerként a VMC8g9 és a VMC4f3.1 SSR primereket és 3 BAC
konyvtar alapjan tervezett primert (CB191.192, CB69.70, CB137.138) hasznaltuk Barker et
al. (2005) szerint.



A VMCB8g9-cel kapott allélok (1. tdblazat) egymastol jol és egyértelmiien
elkiilonithetéek voltak. A VMC8g9 alkalmas a Runl rezisztencia gent hordozd egyedek
szelektalasara. A VMC413.1 markert detektalasi nehézségek miatt kizartuk a vizsgalatokbol.
Adataink bizonyitjak a VMC8g9 és a CB markerek szoros kapcsoltsagat. Azok a névények,
amelyek nem tartalmazzak a Runl gént és mégis tiinetmentesek a lisztharmatfertézésre, a
‘Kismis vatkana’-tol 6rokolték az ugyancsak PM rezisztenciaért felelés Renl gént. Azok az
egyedek, amelyek mindket rezisztencia gént tartalmazzak értekes alapanyagul szolgalnak a
ndvénynemesités szdméra, mivel két, kiilonboz6 genetikai forrasbol szarmazo, és kiilonb6z6
kromoszéman 1év6 dominans PM rezisztencia gént hordoznak.

Az Rpvl geén jelenlétének kimutatasara alkalmazott VMC1g3.2 marker (Merdinoglu et
al. 2003) a BC,4 és a ‘Kismis vatkana’ sziilokben azonos méretii allélokat eredményezett
(122:140 bp), ezért Rpvl+ genotipusként csak azokat a ndvényeket azonosithattuk, amelyek
homozigotak a 122 bp méretli allélre. Azok az egyedek, amelyek homozigétdk a 122-es
allélre, tehat Rpvl+-ak, egyben mind Runl+-ak is. Megerésitettiik a Merdinoglu et al. (2003)
altal mas anyagon megfigyelt jelenseget, miszerint a Runl és Rpv1 gének szorosan kapcsoltan
oroklédnek. A heterozigotdk elemzése Ujabb marker bevonésat tette szlkségessé. A
VMC1g3.2 marker l6kusz kdzvetlen kdzelében talalhaté két Gjabb markerrel (VVIm1l és
VV1b32) kezdtik el a vizsgalatokat (Doligez et al. 2006). Eredményeink alapjan a VVim11
SSR marker alkalmasnak bizonyult (a BC4 x “Kismis moldavszkij’ hibridcsalad vizsgalata
alapjan) az Rpvl peronoszpora rezisztencia gén kovetésére. A VVImll-et korabban még nem
hasznéltdk MAS-ra, mi alkalmaztuk el0szor a szenzitiv és rezisztens genotipusok
elkilonitésére.

A szelekcios folyamat tovabbfejlesztésének céljabol, kidolgoztunk egy multiplex PCR-
en és agaroOz alapu gélelektroforézisen alapulé maddszert. A kivalasztott primerek alkalmasak
multiplex PCR reakcioban a Runl és Renl gén egyiittes vizsgalatara. Az eredményeket mind
8%-o0s poliakrilamid gélen, mind pedig 4%-os Metaphor gélen értékeltiik, igy lehet6vé valt a
lisztharmat ellenallo és fogékony egyedek agaroz gélen torténd rutinszer(i elkilonitése. A
BAC konyvtar alapjan tervezett primerek az 1,2%-os agar6z gélen torténd elvalasztast és
értékelést is lehetové teszik.

A lisztharmat fertézés bonitaldsi eredményei alapjan fogékony egyedekben a
molekularis vizsgalatok a vizsgalt rezisztencia gének hianyéat 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 génhalmozott (Runl és Renl gén), mind pedig az egyes
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rezisztencia géneket kilon hordozd 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

maodszerekkel nem azonosithatdak.
06-3-as populécio: Vitis vinifera ‘Génuai zamatos’ x Vitis vinifera ‘Kismis vatkana’

Az egyes rezisztencia gének térképezéséhez hasznalt SSR markerek jol és megbizhat6an
alkalmazhatdak marker alapu szelekciora. A Renl génnel szorosan kapcsolt markerek maés, a
‘Kismis vatkana’-t sziiléi partnerként tartalmazo hibridpopulaciok szelekciojara is
alkalmasak. Mivel a sz616 rezisztencianemesités soran a vad fajokbdl szamos poligénikusan
oroklodo kedvezodtlen tulajdonsagot is atvisznek az interspecifikus hibridekbe, fontos
elorelépést jelent V. vinifera eredetii rezisztencia gének alkalmazasa.

A “‘Génuai zamatos’ x ‘Kismis vatkana’ keresztezés analizise, 78 tunetmentes es 68
fertézési tiineteket hordozé mintan a Renl-gyel kapcsolt VMC9h4.2 SSR markerrel tortént. A
tinetmentes egyedekben megtalélhat6 volt a rezisztencidval kapcsolt allél. Azért a VMC9h4.2
markert alkalmaztuk ennél a keresztezésnél, mert a kapott allélméretek lehetdvé teszik a rutin
agar6zon valo detektalast is. gy koran, mar par lombleves allapota utédpopulacional lehetdvé
valik a szelekcid, nem sziikséges a hosszadalmas ¢€s koltséges mesterséges fert6zést, majd
bonitalast elvégezni, illetve a nagyméretii hasadd populaciot fenntartani. Gyorsan, hatékonyan
és az agardz alapu gélelektroforézisnek koszonhetden koltségtakarékosan szelektalhatok a

rezisztens egyedek.

07-12-es populacio: (Vitis vinifera ‘Dzsandzsal kara” x ‘Laszta’) x (Vitis vinifera *Katta

kurgan’ x Vitis vinifera ‘Perlette’)

A (Vitis vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x (Vitis vinifera ‘Katta kurgan’ x Vitis
vinifera ‘Perlette’) hibridpopulacié 126 egyedét (ebbdl tiinetmentes volt 96 és 30 fert6zési
tlineteket mutatott) ismert rezisztencia génekkel (Renl, Runl, Rpvl) és PM QTL-ekkel
kapcsolt markerekkel (3 SSR-VMC4d9.2, UDV15b, VViV67 és 1 SCAR-ScORA760)
teszteltik. A populacié alkalmas volt arra is, hogy 6sszehasonlitsuk a két kdzép-azsiai
csemegeszO10 fajta, a ‘Kismis vatkana’ €és a ‘Dzsandzsal kara’ rezisztencia génjeit molekularis
markerek alapjan.

A szenzitiv és a rezisztens fenotipust egyedek nem véalogathatéak szét a Runl/Rpvl

kapcsolt markerekkel, ez arra utal, hogy a hibridpopulacié nem tartalmazza ezeket a géneket
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(2. tblazat). Mind a ‘Kismis vatkana’, mind pedig a ‘Dzsandzsal kara’ Renl-gyel kapcsolt
alléljer pontosan megegyeznek, és mind a hibridpopulaciot létrehozo rezisztens sziild
(‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’), mind pedig a hasadd utdédpopulacio lisztharmat rezisztens
egyedeinek Renl-gyel kapcsolt allélméretei is. Eredményeink azt mutattak, hogy csak a Renl-
gyel kapcsolt allélméretek hasadnak egyutt a lisztharmat rezisztens fenotipussal, ez alapjan
megallapithatjuk, hogy a két kozép-azsiai fajta, a ‘Kismis vatkana’ és a ‘Dzsandzsal kara’
azonos lisztharmat rezisztencia gént, allélt hordoz. Eredményeinket irodalmi adatok is

alatamasztjak (Coleman et al. 2009).

2. tablazat: A (‘Dzsandzsal kara’ x “Laszta’) x (‘Katta kurgan’ x “Perlette”) hibridpopulacio
allélméretei a Renl-gyel és a Run1/Rpv1-gyel kapcsolt SSR markerekkel

Renl Runl/Rpvl
VMggh“' upvaoa | YMENEHIO| 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 = | ,86.590 | 150:164 260:268 162:174 124:128
kara’ x ‘Laszta I
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

PM QTL analizis
Lisztharmat QTL-lel kapcsolt SSR markerek alkalmazasa

A ‘Laszta’ lisztharmat és peronoszpora rezisztens fajta, a pedigréjében megtalalhatd
‘Seyve Villard® sziil6kt6l 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 populécidban. Az
UDV15b marker, amit Di Gaspero et al. (2005) fejlesztettek ki, multilékuszos marker, ezért
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eléfordul, hogy egyes genotipusoknal tobb allélt kapunk, ami nehézkessé teszi az eredmények
kiértékelését, nehezen kovethetdek az allélok, igy ezt a markert kizartuk a késobbi
vizsgalatokbol. A masik két markerrel (VMC4d9.2 es VViV67) kapott allélméretek szortak a
rezisztens és a szenzitiv fenotipusu utodok kozott, illetve a rezisztens sziild, a ‘Dzsandzsal
kara’ x ‘Laszta’ mindkét markerre nézve homozigéta (3. tdblazat). Az irodalomban ‘Regent’
fajtara leirt PM QTL-lel kapcsolt markerek nem alkalmasak a “Laszta’ és a hasadd populacio
vizsgalatara, ezért olyan uj térképezési populaciot volna célszeri 1étrehozni (‘Laszta’-t egy
szenzitiv fajtaval keresztezve), ami alapja lehet annak, hogy a ‘Laszta’ PM QTL-jeivel

kapcsolt markereket azonositsunk.

3. tablazat: A 15-6s kapcsoltsagi csoporton 1évé PM QTL-lel kapcsolt SSR markerekkel
kapott allelméretek

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
BC4 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
‘Dzsaﬁggzjtligrsaézf 1‘(I)_.aszta’ 240:240 352:352
‘Kattg iir:élat:]\/ iZPF{:rlette’ 226:240 352:364

Lisztharmat QTL-lel kapcsolt SCAR marker alkalmazasa; magyar nemesitésii rezisztens

fajtak jellemzése a SCORA7-760 markerrel

Lisztharmat QTL-lel kapcsolt SCAR marker (SCORA7-760) tesztelésével jellemeztiink
kiilonboz6 vad Vitis fajokat, lisztharmat rezisztens azsiai fajtdkat (‘Kismis vatkana’,
‘Dzsandzsal kara’, ‘Tagobi’, ‘Gordin’, ‘Alexandrouli’, “Tsitska’, ‘Bazaletouri tsolikouri’,
‘Kabarcik’, ‘Rezisztens magvatlan’), interspecifikus hibrideket, ‘Seibel’, *Seyve Villard’
fajtakat, illetve ‘Seibel’/’Seyve Villard’ eredetii, magyar nemesitésii rezisztens fajtakat (‘Duna

gyongye’, ‘Viktoéria gyongye’, ‘Csillam’, ‘Nero’, ‘Zala gydngye’, ‘Palatina’, ‘Bianca’,
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‘Gocseji zamatos’ és ‘Medina’). Arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy mely fajtakban,
fajokban kovethetd a 15-0s kapcsoltsagi csoporton 1€vé lisztharmat QTL, amit a PCR soran
felszaporodd 760 bp méretli fragmentum jelez.

A kovetkez6 fajtakban 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°. Eredményeink alapjan azokat a rezisztens
fajtakat javasoljuk tovabbi nemesitési programokban felhasznalni, illetve rezisztencia gének
halmozasanak céljabol keresztezési partnerként alkalmazni, amelyekben a lisztharmat QTL
kovethet6 a ScORA7-760 markerrel, igy esetiikben alkalmazhaté a MAS. A ‘Viktdria
gyongye’, a ‘Nero’ eés a ‘Zala gyongye’ nemcsak rezisztens fajtak, hanem kivalo
tulajdonsagokkal rendelkezd csemegeszOlo fajtaink, érésiiket tekintve koraiak, amit a méltan
vilaghirii ‘Csaba gyongyétdl’ orokoltek. Ezeket a fajtdkat keresztezve a ‘Dzsandzsal kara’-
val, vagy a ‘Kismis vatkana’-val, génhalmozassal tartds rezisztenciat érhetink el. Marker
alapu szelekcioval ki tudjuk valogatni a keresztezést kovetden azokat az egyedeket, amelyek
tartalmazzak mind a dominans lisztharmat rezisztencia gént (Renl), mind a ‘Seibel’/’Seyve
Villard’ eredeti PM QTL-t. Tovabba a 06-1-es populécié azon egyedeit, amelyek mind a
Runl, mind a Renl géneket tartalmazzak, tehat Runl+/Renl+ genotipuslak, keresztezve a
PM QTL-t tartalmazd, és a rezisztenciat markerekkel kdvethetd fajtakkal, olyan 11j, rezisztens

fajtak allithatok el6, melyeknek rezisztencidja szinte attorhetetlen.

Kiilonbozo fajtak jellemzése rezisztencia génekkel kapcsolt markerekkel

Kiilonb6z6 sz616 fajtakat jellemeztiink a Runl/Rpvl és Renl rezisztencia génekkel
kapcsolt SSR markerekkel. A célunk az volt, hogy ellendrizziik, hogy a szenzitiv fajtak
allélméretei megegyeznek-e a rezisztenciat jelz6 allélokkal (BCy4, ‘Kismis vatkana’), illetve
hogy a kiilonbozd eredetli rezisztens fajtak rezisztencia génjeit Osszehasonlitsuk a mar ismert
(Run1/Rpvl, Renl) rezisztencia génekkel.

A szenzitiv sz6l0 fajtak egyike sem hordozta a rezisztencidval kapcsolt allélokat. A M.
rotundifoliabdl a BC, hibridbe introgresszalodott Run1/Rpvl gént egyik rezisztens V. vinifera
fajta sem tartalmazza, illetve a ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’ eredetii fajtak (‘Regent’, ‘Laszta’)
sem. Az azonos helyr6l szarmaz6 ‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara’ rezisztencidval
kapcsolt alléljai viszont megegyeztek (Coleman et al. 2009). A ‘Rezisztens magvatlan’ Renl-
gyel kapcsolt allélméretei szintén megegyeznek a ‘Kismis vatkana’-éval. A ‘Rezisztens

magvatlan’ eredetére nézve nincs adatunk, de eredményeink alapjan Kozép-Azsiabol
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szarmazhat, mint az ugyancsak magvatlan és lisztharmat rezisztens ‘Kismis vatkana’. A tdbbi
azsiai eredetti V. vinifera lisztharmat rezisztens fajta nem tartalmazza a mar ismert
rezisztencia géneket (Runl/Rpvl, Renl), tehat Uj rezisztencia-forrasnak tekinthetdk a
nemesités szempontjabol. Jovobeli terveink kozott szerepel a ‘Kabarcik’ fajta rezisztencia
génjének vizsgalata, illetve egy szenzitiv fajtaval keresztezve a rezisztenciara nézve hasado
populécié létrehozasaval a rezisztencia gének térképezhetok (A kiillonbozo fajtak
rezisztenciagénekkel kapcsolt SSR markerekkel kapott allélméreteit a Mellékletek 1., 2.

tadblazata tartalmazza).

Azsiai szarmazésu fajtak mikroszatellit analizise

A GrapeGene06 Eurdpai Unios program altal javasolt 9 mikroszatellit markerrel
(VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VVS2, ssrVrZag62,
ssrVrZag79) SSR analizist végeztiink az azsiai fajtadkkal, 2 referencia fajtaval, vad Vitis
fajokkal és amerikai alanyfajtakkal (az allélméreteket a Mellékletek 3. tablazata
tartalmazza). Célunk az volt, hogy a kapott allélméretek alapjan dendrogramon szemléltessiik
a referencia fajtdk (‘Chardonnay’, ‘Pinot noir’), a kiilonb6z6 azsiai lisztharmat rezisztens és
fogékony fajtak, a vad Vitis fajok és az amerikai alanyfajtdk genetikai tavolsagat (1. abra).
Eredményeink alapjan az (izbég fajtak kilon (koztuk a lisztharmat rezisztens fajtak is)
alcsoportba tomoriltek, az 6sszes azsiai fajta, és a V. vinifera referencia fajtdk egy
focsoportba tartoztak. Kiilon fécsoportokat alkottak a vad Vitis fajok és az amerikai
alanyfajtak.

Eredményeink nem tamasztjak ala azt a feltételezest (Wan et al. 2007), miszerint a
‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara’ Renl rezisztencia génje, egy véletlenszerl
interspecifikus hibridizacié atjan kerult a fajtdkba amerikai alanyfajtakbdl vagy vad Vitis
fajokbol megerdsitik viszont Coleman et al. (2009) megallapitasait. A dendrogram jol
szemlélteti, hogy az tizbég fajtak (V. vinifera convar. orientalis) és a tébbi V. vinifera fajta (V.
vinifera convar. occidentalis €s convar. pontica) kozott kisebb a genetikai tavolsag, mint

akarmelyik vad Vitis fajhoz, illetve az amerikai alanyfajtdkhoz képest.

15



Ak x » * HT ERARCHICAL CLUSTER ANALYSTIS™* * * & % %

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

CASE 0 5 10 15 20 25
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‘Tsitska’ 8
‘Bazaletouri tsolikouri’ 9 J
‘Tagobi’ 5
‘Alexandroulii’ 7
‘Kismis vatkana’ S |
‘Szultanina’ 15
‘Rezisztens magvatlan® | 11
“‘leskimar’ 12 |
‘Iszpiszar’ 13
‘Nimrang’ 14 —
‘Katta kurgan’ 16 |
‘Kismis moldavszkij’ 17
‘Dzandzsal kara’ 4
‘Chardonnay” 1 |
‘Pinot noir’ 2
‘Gordin’ 6
‘Kadarka’ 29
‘Laszta’ 18 |
‘Dzsandzsal kara’x‘Laszta’ 19
‘Kabarcik’ 10 ‘
V. silvestris 23
V. coignetiae ' 21
V. romanetii 20 |
V. amurensis 22
25
e | |
27
e — |
24

1. abra: 9 SSR l6kusz klaszteranalizisével 6sszedllitott dendrogram.
A fonosabb blokkokat szinessel jel6ltik.
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V. vinifera specifikus markerrendszer kidolgozasa

A V. vinifera sz6l6fajtak eredetileg fogékonyak a lisztharmat és a peronoszpoéra-
fertézésekre. A rezisztencianemesitési munkakban kiilonb6z6 vad Vitis fajokat hasznalnak fel,
amelyek hatrdnya, hogy mas agronomiailag kedvezdtlen tulajdonsdgot is atvisziink a
hibridekbe. A mult szazad kozepén Kozép-Azsiaban olyan csemegeszdld fajtikat talaltak,
amelyek ellenélldak a lisztharmatra. Ezekrdl a fajtakrél DNS szinten még nem bizonyitottak,
hogy V. vinifera vagy méas 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 sz6léfajtak vad Vitis fajoktol
torténd elkiilonitésére.

A Vitis fajok filogenetikai kapcsolatait leggyakrabban a kloroplasztisz kodolo és nem
koédold szakaszainak szekvenciaszintli 0sszehasonlitasaval végezték el (Soltis et al. 2000).
Ezekben azonban a szekvenciakiilonbségek 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
génekre (GAI1)(Wen et al. 2007) tervezett PCR primerek agardz gélelektroforetikus mintazata
teljesen azonosnak bizonyult, nem tették lehetévé a fajok megkiilonboztetését. Az esetleges
kilonbségek csak szekvencia szinten detektalhatdak.

Sikeriilt azonban talalnunk egy olyan BAC (bakteridlis mesterséges kromoszéma)
konyvtarbdl szarmazd, a bogyd antocian bioszintézisben szerepet jatszé Vvmyb génnel
kapcsolt markert (20D18CB9) (Walker et al. 2006), amely kismértékli hossz polimorfizmust
mutatott a V. vinifera és vad Vitis fajok kozott. A PCR termékek pontos méretének
meghatdrozasat az agardéz gélelektroforézis nem tette lehetdvé, ezért azokat az SSR
analizisekben alkalmazott automata Iézer fluorométerrel (ALFexpress Il. készilék) végeztik
el, nagyobb méretli belsd és kiilsd standardeket készitve és alkalmazva, mint a mikroszatellit
elemzéseknél szoktunk (4. tablazat).

A referencia V. vinifera fajtakban (1-3 mintak) a 20D18CB9 markerek egy 582 bazispar
hosszisagl DNS szakaszt amplifikaltak, ugyanugy, mint a lisztharmat ellenallé kdzép-azsiai
fajtakban (4-9 mintak). A vizsgalt vad fajok kozil csak a V. coignetiae fajban kaptuk
ugyanezt a fragmentum méretet. A tobbi vad fajban eltéré méretii és/vagy szamu PCR

terméket kaptunk. Az Gsszes azsiai eredetli vad Vitis fajban (V. romanetii, V. coignetiae, V.
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amurensis) felszaporodott az 582 bp méretii fragmentum, mig az amerikai vad Vitis fajokban
nem kaptunk ilyen méretii fragmentumot. A V. silvestris 6shazija Kozép-Azsia és a Kaukazus
kornyéken talalhato, illetve a lisztharmat rezisztens V. vinifera fajtak szintén azsiai eredetliek

(Uzbegisztan, Grazia).

4. tablazat: Kiilonboz6 V. vinifera fajték, 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 jel6ltik az azsiai Vitis fajokat, lila szinnel az észak-amerikai Vitis fajokat, z6lddel
a Muscadinia nemzetség tagjat és a Parthenocissust, feketével a V. vinifera fajtakat, ill. a V.
silvestrist, narancssargaval az

A BAC konyvtarbol szarmazo 20D18CB9 marker tehat alkalmas a V. vinifera fajtak
vad sz6l6fajoktol vald elkllonitésére szekvenalds neélkul, egy PCR-t, és poliakrilamid
gélelektroforézist kovetden. Bizonyitottuk, hogy a Kozép-Azsiabol szarmazo, lisztharmat
ellenallo fajtak a V. vinifera fajhoz tartoznak.

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

nyUjtanak lehetdséget a rezisztencia és a kivald mindség kombinalasara.
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Uj tudomanyos eredmények

1.

10.

A BC, 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 térképezéséhez hasznalt
SSR markerek alkalmasak marker alapu szelekcidra.

Olyan multiplex PCR mddszert dolgoztunk ki, mely alkalmas a Runl/Rpvl/Renl
genotipusok elkiilonitésére egy 1épésben, tovabba agardz alapu, rutinszertien kivitelezhetd
szelekcios eljarast dolgoztunk ki az egyes rezisztencia géneket egyittesen vagy kulon-
kilon hordozé egyedek kivalogatasara.

Bizonyitottuk, hogy a VVim1l SSR marker alkalmas a peronoszpora rezisztencia gén
(Rpvl) kdvetésére (BC4 x Vitis vinifera *Kismis moldavszkij” populécié alapjan).
Igazoltuk, hogy a rezisztencia génekkel kapcsolt SSR markerek a rezisztencia donort
sziil6i partnerként tartalmazd, mas hibridpopulaciokba is atvihetdek.

A 07-12 hibridpopulacié (V. vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x Vitis hibrid ‘Laszta’) x (V.
vinifera ‘Katta kurgan’ x V. vinifera ‘Perlette’) vizsgalataval megerésitettiik, hogy a
lisztharmat rezisztens ‘Kismis vatkana’ és ‘Dzsandzsal kara’ fajtak ugyanazt a
rezisztencia gént (Renl) hordozzak.

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

Els6ként igazoltuk, hogy a magyar nemesitésii ‘Viktoria gyongye’, a ‘Nero’, a ‘Zala
gyongye’ és a ‘Bianca’ fajtak 15-6s kapcsoltsagi csoportban talalhaté lisztharmat QTL-je
molekularis markerekkel kovethetd, igy MAS-sal, rezisztencia genhalmozasi
programokban hasznalhatoak keresztezési partnerként.

A GrapeGen06 program altal javasolt mikroszatellit markerekkel végzett analizis alapjan
igazoltuk, hogy a lisztharmat rezisztens kdzép-azsiai fajtak genetikailag kdzelebb 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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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy az azonos fenotipusu, de kiilonb6z6 lisztharmat
rezisztencia géneket hordozo egyedek a rezisztencia génekkel szorosan kapcsolt markerekkel
szétvalogathatoak. Modszeriinkkel rutinszerlin, koltségtakarékosan szelektalhatjuk a hasado
hibridpopulaciokbol 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 BC4 x ‘Kismis vatkana’ 06-1
populaci6é létrehozasanal és molekularis vizsgalatandl a lisztharmat rezisztencia gének
halmozésa egy genotipusba volt a cél, javasoljuk a populéacié peronoszpoéra ellenallésaganak
felvételezéset is, hogy a VVimll SSR marker alkalmazhatosagat ezen a populécion is
bizonyitani tudjuk.

A ‘Génuai zamatos’ x ‘Kismis vatkana’ keresztezés létrehozasaval és a populéacié Renl
génnel kapcsolt markerekkel torténd vizsgalatdval sikeriilt megvaldsitani a kitlizott célt, a
lisztharmat ellenallosag és a kivaldo mindség kombinalasat intraspecifikus keresztezéssel, majd
a rezisztenciagén kovetését MAS-sal.

A (V. vinifera ‘Dzsandzsal kara’ x Vitis hibrid ‘Laszta’) x (V. vinifera ‘Katta kurgan’ x
V. vinifera ‘Perlette’) 07-12-es hibridpopulacio molekularis vizsgalata igazolta, hogy az
azonos szarmazasu, PM rezisztens fajtak, a ‘Kismis vatkana’ és a ‘Dzsandzsal kara’ azonos
lisztharmat rezisztencia gént hordoznak. A populaci6 masik, rezisztenciat hordoz6
sziil6partnere, 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 terkepezték, ezeért javasoljuk olyan terkepezési populacio létrehozasat, amellyel a fajta
rezisztencia QTL-jeivel kapcsolt markerek azonosithatoak.

Eredményeink alapjan javasoljuk a magyar nemesitésti, rezisztens ‘Seibel’ és ‘Seyve
Villard’ eredetli fajtakban, amelyek PM QTL-jei a SCORA7-760 markerrel nem kovetheték
(‘Duna gyoéngye’, ‘Csillam’, ‘Palatina’, ‘G0Ocseji zamatos’, ‘Medina’), tovabbi markerek
azonositasat.

SSR analizis (VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VVS2,
VrZAG62, VrZAG79) alapjan szerkesztett dendrogramon mutattuk be a vizsgalt azsiai
szarmazasu, 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 alanyfajtdkhoz. Eredményeink megbizhatdsagat referencia
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fajtak bevonasaval igazoltuk. Bizonyitottuk, hogy a tobbi V. vinifera fajtatol morfoldgiailag
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 fajtak a vad Vitis fajoktol
elkiilonithetoek.

Az ismert rezisztencia génekkel kapcsolt markerekkel kiilonbozd, azsiai eredetil,
lisztharmat ellenalld 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 esetében nem talaltunk allél-egyez6séget,
igy megallapithatjuk, hogy ezek a fajtdk eddig még nem azonositott rezisztencia géeneket
hordoznak. Szenzitiv fajtdkkal keresztezve, térképezési populéacio létrehozasaval a
rezisztencia gének térképezhetdk, ezzel lehetdség nyilik a jovében Uj rezisztencia forrasok
azonositasara és bevonasara a rezisztencianemesitésbe. A torokorszagi ‘Kabarcik’ fajta
igéretes lehet ebben a tekintetben.

Eredményeink alapjan olyan MAS alapu rezisztencia génhalmozési nemesitési
programot allithatunk 6ssze, melyben a Renl, Runl, Rpvl, PM QTL-ek megbizhat6an
kovethetéek molekularis markerekkel. Példaként emlithetjilk: a 06-1 populdcié mindkét
lisztharmat rezisztencia gént (Renl+/Runl+ genotipusok) hordozo 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.

21



IRODALOMJIEGYZEK

Akkurt, M., Welter, L., Maul, E., Topfer, R., Zyprian, E. 2007. Development of SCAR
markers linked to powdery mildew (Uncinula necator) resistance in grapevine (Vitis vinifera
L. and Vitis sp.). Mol. Breeding 19: 103-111.

Barker, C.L., Donald, T., Adam-Blondon, A.F., Pauquet, J., Ratnaparkhe, M.B., Bouquet, A.,
Adam-Blondon, A.-F., Thomas, M., Dry, I. 2005. Genetic and physical mapping of the
grapevine powdery mildew resistance gene, Runl, using a bacterial artificial chromosome
library. Theor. Appl. Genet. 111: 370-377.

Bouquet, A. 1986. Introduction dans I’espéce Vitis vinifera L. d’un caractére de resistance a
I’oidium (Uncinula necator Schw. Burr) issu I’espece Muscadinia rotundifolia (Michx.)
Small. Vignevini 12 (suppl): 141-146.

Bowers, J.E., Dangl, G.S., Vignani, R., Meredith, C.P. 1996. Isolation and characterization of
new polymorphic simple sequence repeat loci in grape. Genome 39: 628-633.

Bowers, J.E., Boursiquot, J.M., This, P., Chu, K., Johanssen, H., Meredith, C. 1999.
Historical genetics: The parentage of Chardonnay, Gamay and other wine grapes of
Northeastern France. Science 285: 1562-1565.

Coleman, C., Copetti, D., Cipriani, G., Hoffmann, S., Kozma, P., Kovécs, L., Morgante, M.,
Testolin, R., Di Gaspero, G. 2009. The powdery mildew resistance gene REN1 co-segregates
with an NBS-LRR gene cluster in two Central Asian grapevines. BMC Genetics 10: 89.
doi:10.1186/1471-2156-10-89

Di Gaspero, G., Cipriani, G., Marazzo, M.T., Andreetta, D., Prado Castro, M.J., Peterlunger,
E., Testolin, R. 2005. Isolation of (AC)n-microsatellites in V. vinifera L. and analysis of
genetic background in grapevines under marker assisted selection. Mol. Breeding 15: 11-20.

Doligez, A., Adam-Blondon, A.F., Cipriani, G., Di Gaspero, G., Laucou, V., Merdinoglu, D.,
Meredith, C.P., Riaz, S., Roux, C., This, P. 2006. An integrated SSR map of grapevine based
on five mapping populations. Theor. Appl. Genet 113: 369-382.

Eibach, R., Zyprian, E., Welter, L., Topfer, R. 2007. The use of molecular markers for
pyramiding resistance gene in grapevine breeding. Vitis 46: 120-124.

Hajosné Novak, M. 1999. Genetikai variabilitds a ndvénynemesitésben. Mez6gazda Kiado,
Budapest.

Hoffmann, S., Di Gaspero, G., Kovacs, L., Howard, S., Kiss, E., Galbacs, Zs., Testolin, R.,
Kozma P. 2008. Resistance to Erysiphe necator in the grapevine ‘Kishmish vatkana’ is
controlled by a single locus through restriction of hyphal growth. Theor. Appl. Genet. 116:
427-438.

Jaccard, P. 1908. Nouvelles recherches sur la distribution florale. Bull. Soc. Vaud. Sci. Nat.
44: 223-270.

22



Katula-Debreceni, D., Lencsés, A.K., Széke, A., Veres, A., Hoffmann, S., Kozma, P.,
Kovacs, L.G., Heszky, L. Kiss E. 2010. Marker-assisted selection for two dominant powdery
mildew resistance genes introgressed into a hybrid grape family. Sci. Horticult. 126: 448-453.

Merdinoglu, D., Wiedeman-Merdinoglu, S., Coste, P., Dumas, V., Haetty, S., Butterlin, G.,
Greif, C., Adam-Blondon, A.F., Bouquet, A., Pauquet, J. 2003. Genetic analysis of downy
mildew resistance derived from Muscadinia rotundifolia. Acta Horticult. 603: 451-456.

Sefc, K.M., Regner, F., Turetschek, E., Glossl, J., Steinkellner, H. 1999. Identification of
microsatellite sequences in Vitis riparia and their applicability for genotyping of different
Vitis species. Genome 42: 367-373.

Soltis, D.E., Soltis, P.S., Chase, M.W., Mort, M.E., Albach, D.C., Zanis, M., Savolainen, V.,
Hahn, W.H., Hoot, S.B., Fay, M.F., Axtell, M., Swensen, S.M., Prince, L.M., Kress, W.J.,
Nixon, K.C., Farris, J.S. 2000. Angiosperm phylogeny inferred from 18S rDNA, rbcL, and
atpB sequences. Bot. J. Linn. Soc. 133: 381-461. doi:10.1006/bojl.2000.0380.

Thomas, M.R., Scott, N.S. 1993. Microsatellite repeats in grapevine reveal DNA
polymorphisms when analysed as sequence-tagged sites (STSs). Theor. Appl. Genet. 86: 985-
990.

Walker, A.R., Lee, E., Robinson, S.P. 2006. Two new grape cultivars, bud sports of Cabernet
Sauvignon bearing pale-coloured berries, are the result of deletion of two regulatory genes of
the berry color locus. Plant Mol. Biol. 62: 623-635.

Wen, J., Nie, Z-L., Soejima, A., Meng, Y. 2007. Phylogeny of Vitaceae based on the nuclear
GAI1 gene sequences. Can. J. Bot. 85: 731-745. d0i:10.1139/B07-071

Verries, C., Bes, C., This, P., C. Tesniére, C. 2000. Cloning and characterization of Vine-1, a
LTRretrotransposon-like element in Vitis vinifera L., and other Vitis species. Genome 43:
366-376.

Wan, Y., Schwaniniger, H., He, P., Wang, Y. 2007. Comparison of resistance to powdery
mildew and downy mildew in Chinese wild grapes. Vitis 46: 132-136.

Wiedemann-Merdinoglu, S., Prado, E., Coste,P., Dumas, V., Buttarelin, G., Bouquet, A.,
Merdinoglu, D. 2006. Genetic analysis of resistance to downy mildew from Muscadinia
rotundifolia. 9th Int. Conf. Grape Genet. Breed., Udine, Italy.

http://www.montpellier.inra.fr/grapegen06

23



MELLEKLETEK

M/1. 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 Oliver’ 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
‘Kirélylednyka’ 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.

M/2. tblazat: Azsiai szarmazasa sz616 fajtak és két interspecifikus rezisztens hibrid
(‘Laszta’ és ‘Regent’) 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
‘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 jeloltiik.
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MELLEKLETEK

M/3. tablazat: Az azsiai fajtak genetikai tavolsaganak vizsgalatahoz alkalmazott fajtak, fajok, alanyfajtak 9 SSR markerrel kapott allélméretei

VVMD5 | VWMD7 | VVMD25 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 kurgan’ 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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