EEE‘LHEEEEE

Szent Istvan Egyetem
Godollo
Novénytudomanyi Doktori Iskola
Doktori Iskola vezetoje: Dr. Heszky Laszlo
Novénynemesités genetikai és biotechnologiai modszerekkel
Programvezet6: Dr. Heszky Laszlo

DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

Szolofajtak mikroszatellit alapu ujjlenyomatanak és
pedigréjének meghatarozasa

Galbacs Zsuzsanna

Godollo
2009



Doktori iskola: Szent Istvan Egyetem Novénytudomanyi Doktori Iskola

Vezetdje:

Tudomanyag:

Dr. Heszky Laszlo,
egyetemi tanar, akadémikus
Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasag és Kornyezettudoményi

Kar, Genetika és Biotechnologiai Intézet, Godollo

novénytermesztés,  kertészet, ndvénynemesités,  genetika,

novényvédelem és korélettan

Doktori Program: Novénynemesités genetikai és biotechnoldgia modszerekkel

Vezetdje:
Témavezetok:

Dr. Heszky Lészlo,
egyetemi tanar, akadémikus
Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasag és Kornyezettudoményi

Kar, Genetika és Biotechnoldgiai Intézet, G6do116

Dr. Kiss Erzsébet,
egyetemi tanar, a mezégazdasagi tudomany kandidatusa
Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasag és Kornyezettudoményi

Kar, Genetika és Biotechnologiai Intézet, Godollo

Dr. Kozma Pal,
Intézetigazgato, a mezdgazdasagi tudomany kandidatusa

PTE Szolészeti és Boraszati Kutatointézet, Pécs

Dr. Heszky Laszlo Dr. Kiss Erzsébet
doktori iskola vezetdje témavezeto

Dr. Heszky Laszlo
Programvezeto



A MUNKA ELOZMENYEIL KITUZOTT CELOK

A sz0616 az egyik legfontosabb, széles korben termesztett novény a vilagon. A
vilag szOlotermesztési teriilete megkdzelitéleg 8 millid hektar, amelynek 68%-a
Europaban taldlhato.

A sz0106t és a termésebdl készitett bort mar a torténelem eldtti idokben ismerték és
kedvelték. Megismerése €s termesztésbe vétele hosszu folyamat eredménye.

Az Ormény birodalomban mar i.e. 2000 évvel ezel6tt nagyon fejlett volt a
szOlotermesztés, €s valdszintileg itt alakult ki a ligeti sz016bdl (Vitis sylvestris GMEL.)
a kerti sz6l6 (Vitis vinifera L.). Irasos emlékek bizonyitjdk, hogy ekkor mar a
telepiilések kozelében nagyobb Osszefiiggd kertekben termesztették és apoltak a szolot.

A tobb ezer éves szOlOkultira tobb ezer fajta létrejottét eredményezte. A
fajtaszerkezet meghatarozésa rendkiviil nehéz részben a nagyszdmu valtozat miatt,
részben, pedig azért, mert az 1j teriileten meghonositott fajtdk sok esetben 1) nevet
kaptak, igy nem ritka, hogy két kiilon név ugyanazt a szOl6fajtat takarja. A régi
sz6ldfajtaknak nagyon sok szinoniméja van, igy a nevek alapjan nagyon nehezen lehet
rabukkanni a lehetséges eredeti fajtara. A megkiilonbdztetésre iranyuld munkak a XX.
szazad elején gyorsultak fel az ampelografia fejlédésével parhuzamosan, elsésorban a
foldrajzi elhelyezkedés és morfoldgia alapjan.

A DNS szintli azonositds elészor RFLP modszerrel, majd a PCR technika
kifejlesztését  kovetden  véletlen, génspecifikus ¢€és mikroszatellit primerek
alkalmazaséval tortént.

A mikroszatellit vagy SSR (Simple Sequence Repeats) ujjlenyomatok a
kiilonbozd sz616 fajtdk molekularis jellemzésének hatékony eszkozeivé valtak, midta
Thomas és Scott 1993-ban leirtdk az elsd, a szOl0 fajtak genotipizalasra alkalmas
mikroszatellit szekvencidkat.

A mikroszatellit markereket nemcsak fajta-azonositdsra, hanem klonok
megkiilonboztetésére ¢és szinonimdk, homonimak felderitésére is alkalmazzak. A
mikroszatellitek lokusz-specifitasa és kodominans mendeli 6roklédése lehetové teszi a
szOlofajtak pedigréjének meghatdrozasat. A sziil6-utdéd kapcsolatok akkor is
egyértelmiien levezethetdek, ha a vélt vagy valods keresztezési partnerek heterozigdtak
az adott mikroszatellit lokuszban, mivel a diploid utdéd az egyik allélt az egyik, a

masikat, pedig a masik sziil6tol kapja.



Mikroszatellit elemzéssel allapitottdk meg néhany olyan hires nemzetkozi fajta
eredetét, mint a Cabernet Sauvignon’, ’Chardonnay’, Miiller-Thurgau’. Fontos helyi
fajtdk szarmazasat is sikeriilt kideriteni SSR elemzéssel: példaul a ’Posip bijeliét’
Horvéatorszagban, az *Ansonicat > Olaszorszagban, a ’Cornalin du Valaisét’ Svajcban.

Eurdpéaban a sz616fajtak mikroszatellit DNS markerekkel torténd jellemzése 1997
¢s 2002 kozott egy nemzetkozi egylittmiikodés, a GENRES 081 keretén beliil indult el.
A fajték jellemzésére 6 mikroszatellit primerpart hatdroztak meg €s ajanlottak.

Hazankban a PTE Szdlészeti és Borédszati Kutatointézete és a Szent Istvan
Egyetem Genetika és Biotechnologiai Intézete egyiittmiikodve végzi ezt a munkat,
melynek eredményeképpen tobb mint 100 karpat-medencei, nemzetkdzi, génbanki és
magyar fajta mikroszatellit ujjlenyomata készilt el. A GENRES 081 projekt
folytatasaként utjara indult eurdpai egyiittmiikodés, a GrapeGen06 keretében tovabbi
DNS mikroszatellit markereket vontak be a vizsgalatokba. A sz6l6 géncentrum
kozelében 1évd, de még nem Eurdpai Unids tagorszagok Osi fajtainak vizsgalata is
fontos szerepet kap ebben a programban.

Napjainkban egyre nagyobb méretekben érvényesiil a szoéldtermesztésben a
»vilagfajtak” - ’Cabernet franc’, ’Cabernet Sauvignon’, ’Chardonnay °, ’Merlot ’,
’Rajnai rizling’ - térhdditasa. A nemzetkdzi piacok kereslete az ismert fajtdk felé
iranyul, hattérbe szoritva a kisebb régiok fajtait, aminek kdvetkezménye a fajtavalaszték
elszegényedése. A magyarorszagi ,,hungarikum” sz6l6fajtak is egyre inkabb elveszitik
jelentéségliket a szamtalan termesztésben 1évo sz6lofajta kozott.

Az Osi magyar fajtak a megdrzése, termesztésben tartdsa fontos feladatunk lenne.
A Pécsett taldlhatd gylijtemény létrehozasa Németh Marton 1967-ben elkezdett
rendszerez6 munkéjanak koszonhetden indult, a Karpat-medencében 6shonos ¢és
évszazadok oOta termesztett szOlofajtak felkutatasaval. Ma mar a PTE Szdlészeti ¢€s
Boraszati Intézet fajtagyiijtemény katalogusaban tobb mint 1400 tétel szerepel.

A szOlofajtak genotipizalasa céljabol, mikroszatellit markerekkel folytatott
vizsgalatainkba a Karpat-medencében évszazadokon keresztiil termesztett (autochton),
magyar, valamint nemzetkozi fajtakat vontunk be.

2005-ig 101 fajta DNS ujjlenyomatat hataroztuk meg 6 mikroszatellit markerrel,

amelynek eredményeként sikeriilt elkiiloniteniink egymastol a fajtakat.



CELKITUZESEK

1. A pécsi génbankban taldlhatd dshonos, illetve évszazadok ota termesztett magyar
szOlofajtak  molekularis  jellemzése, SSR  ujjlenyomatdnak  elkészitése,
szarmazasanak igazolésa tovabbi 6 marker bevonasaval.

2. Az ismeretlen pedigréjli szOl6fajtak lehetséges rokoni kapcsolatainak feltarasa,
genetikai tavolsaganak meghatarozasa.

3. Pedigré meghatarozas céljabol tovabbi mikroszatellit markerek bevondsaval a
’Csabagyongye ’ és a ’Kirdlylednyka ’ eredetének, illetve a *"Matrai muskotaly’ és az
"Irsai Olivér’ sziil6-utdd kapcesolatainak bizonyitésa.

4. Homonimadk és szinonimak azonositasa.

5. A vizsgalt fajtak rokoni kapcsolatait szemlélteté dendrogram elkészitése.

6. A mikroszatellit allélméret adatok mas laboratériumokkal vald 6sszehasonlitasat

leegyszertisitd DNS ,,vonalkod” elkészitése.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatok novényanyaga
A pécsi Szoblészeti és Boradszati Kutatointézetbdl szarmazo 115 szolofajtat
vizsgaltunk. A vizsgalt fajtakat a kovetkezd 5 nagy csoportba osztottuk:
= Karpat medencében dshonos fajtak (86).
=  Kozép-azsiai fajtak (6).
=  Génbanki fajtak (5).
=  Magyar nemesitési fajtak (8).
» Nemzetkozi fajtak (10).
A vizsgalatok modszere
DNS extrakcio
A fiatal sz6l6levelekbdl a DNS-t Plant DNeasy® mini kittel (Qiagen, Biomarker

Kft., G6dol110) izolaltuk a gyarto eldirdsait kovetve.

PCR reakcio és mikroszatellit elemzések

A PCR reakcidt a Bio-Rad iCycler késziilékben végeztiik 25 ul végtérfogatban. A
reakci6 elegy templatként 10-20 ng genomi sz6l6 DNS-t, 10-10 pM forvard és reverz
mikroszatellit primert, 2,5 pl 10x-es puffert, 2 mM MgCl,-ot 75 uM dNTP-t és 1,2 U
WestTeam  Tag  polimerazt tartalmazott (WestTeam  BioTech, Pécs).A

reakciokoriilmények a kovetkezOk voltak: 2 perc 94°C, amit kovetett 40 cikluson
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keresztiil 10 masodperc 94°C, 30 mésodperc 57°C, 1 perc 30 mésodperc 72°C, az utolsd
ciklus utan 5 perc 72°C.

A mikroszatellit elemzéseket Haldsz et al. (2005) szerint hajtottuk végre. A PCR
reakciokhoz a forward primereket CY-5 fluorszcens festékkel jeldltettiik (Metabion,

Merck Kft., Budapest).

A vizsgalathoz hasznalt mikroszatellit markerek

A mikroszatellit analizis sordn alkalmazott fluoreszcensen jelolt primerek a
kovetkezok voltak: ScuO8vv, SculOvv, ssrVIZAG47, sstVrZAG62, sstVrZAGT9,
sstVIZAG83, ssrVIZAG112 (Scott et al. 2000), VVMD21, VVMD25, VVMD?28,
VVMD31, VVMD36 (Bowers et al. 1996, 1999). A ssrVrZAG62, sstVrZAG79
mikroszatellit markercket GENRES 08, illetve a VVMD28 mikroszatellit markert a
GrapeGen06 Eu projektek ajanldsa alapjan valasztottuk, a tobbi mellett pedig a sajat

vizsgalataink eldzetes primer tesztjei alapjan dontottiink.

ALF-Automata Lézer Fluorométer elemzések

A PCR termékeket 8%-os denaturdld poliakrilamid gélen (Reprogel, GE
Healthcare Bio Sciences, AP Hungary Kft., Budapest) valasztottuk el. Az allélméreteket
ALFexpress II DNS analizatorral (Amersham Biosciences, AP Hungary Kft., Budapest)

hatéroztuk meg ALFexpress™ sizer molekulatomeg standard alkalmazaséaval.

Az allélméret adatok kiértékelése
Az adatok elemzése Identity 1.0 programmal
A sziil6-utod kapcsolatok valdszintsitésére az Identity 1.0 (Wagner €s Sefc 1999)
programot hasznaltuk, ami elsdsorban az allélméret adatok statisztikai elemzésére
alkalmas. A program a lehetséges sziil6-utdod kapcsolatokrol listat készit, amelynek
alapja a kodominans 6roklésmenet, vagyis az utdd az egyik allélt az egyik sziil6tdl, a

masik allélt a mésik sziil6tdl kapja.

K-kozép (k-means) klaszterezo algoritmus
A klaszterek szama elOre adott, vizsgalataink soran az adatokat eldszor k darab
(esetiinkben 3-3) ,,nem iires” osztalyba osztjuk, majd hozzéarendeliink minden pontot a
hozzé legk6zelebbi kozépponthoz.

Ezeket a 1épéseket addig folytatjuk, amig egy osztalyba azok a fajtak keriilnek,

amelyek a vizsgalt lokuszok tekintetében a leginkabb hasonlitanak egymashoz.



A modszer alkalmas a 12, 11, 10 és 9 mikroszatellit lokuszban k6zos allélméret

adatokkal jellemezhetd fajtacsoportok kialakitasara.

Dendrogram szerkesztés SPSS 11.0 for Windows programmal

Els6 1épésként az adatokat binarisan kodoljuk, majd az SPSS 11.0 for Windows

program tablazataba torténd beillesztésével megszerkesztjiik a dendrogramot.

A rokoni kapcsolatok valdszintségének (p-érték) Kkiszamitasa SPSS 11.0 for
Windows programmal

A K-kozép elemzéssel parba rendezett fajtdk kozott a rokoni kapcsolatok
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elfogadhatjuk, amely azt jelenti, hogy van korrelacid a parba rendezett két fajta kozott.

EREDMENYEK

A sz016 fajtak mikroszatellit allélmintazata

A 115 fajta elemzése, 106 esetben egyedi, diszkriminativ mikroszatellit
ujjlenyomatot eredményezett (1. és 2. tablazat), tehat a fajtdk egyértelmiien jellemez-
hetéek az SSR allélszerkezet alapjan. Csak a ’Piros-’ és ’Sarga muskotaly’, *Bakator’
(piros-tiidészin), a ’Gohér’ (piros-fehér-valtozd) és a ’Lisztes ’ (piros-fehér) fajtak
bogyoszin valtozatai adtak azonos allélmintazatot a kivalasztott 12 primerparral.
Hasonl6o eredményrdl szamolt be Sefc et al. (2000) is, 100 fajtdit 10 SSR primerrel
vizsgalva a szinvaltozatok elkiilonitése nem volt lehetséges.

A ’Fodroslevelli’ és a ’Betyarsz6l6’ esetében is azonos allélméreteket kaptunk.
Ezek a fajtdk mas genotipusok esetében polimorf mikroszatellit primerekkel sem
bizonyultak megkiilonbdztethetonek. Ennek valdszintileg nyilvantartasi hiba az oka.

A kozép-azsiai fajtak allélméret adatai mind a 12 lokuszban a karpat-medencei
fajtakkal azonos tartoméanyba estek. A vizsgdlt 6 fajta kozott nem sikeriilt rokoni
kapcsolatokat feltarni. Az allélméret adataik tekintetében nagymértékii variabilitast
mutatnak, nem taldltunk 9-12 lokuszos egyezést egy, mas csoportba tartoz6 fajtaval

s€m.



1. tablazat: Nemzetkozi fajtak, génbanki fajtak allélméret adatai

Mikroszatellit lokusz
Fajtanév Scu8vv* SculOvv* VrZAG47 VrZAG62 VrZAG79*% VrZAGS83 VrZAG112 VVMD21* VVMD25 VVMD28 VVMD31 VVMD36*
Nemzetkozi fajtak
Cardinal 185:192 208:214 159:165 189:189 254:258 191:197 237:245 250:267 259:259 248:268 211:215 252:262
Chardonnay 185:192 205:214 161:169 191:199 242:246 191:203 243:243 250:250 243:259 218:228 211:213 254:276
Chasselas rouge 185:185 205:214 165:169 197:207 254:262 193:203 243:245 250:267 245:259 218:268 209:213 264:296
Grenache 185:192 205:205 159:174 189:189 258:258 191:208 232:232 267:267 245:259 244:260 211:218 262:268
Merlot 185:185 202:217 165:167 197:197 260:260 197:203 232:245 244:248 243:253 228:234 209:213 252:252
Muscat of 185:185 208:208 159:174 189:207 250:258 191:191 237:251 257:267 253:253 244:268 213:221 254:264
Alexandria
Muscat Otthonel /85:/85 208:214 159:169 191:197 258:262 193:203 237:245 267:267 253:259 258:268 209:213 2064:276
Oportd 185:185 202:208 161:174 191:207 252:262 193:197 232:243 250:259 253:253 228:260 201:207 264:276
Pinot noir 185:192 205:217 165:169 191:197 242:248 191:203 243:245 250:250 243:253 218:236 213:213 254:254
Superior seedless 185:185 208:214 159:161 189:191 258:262 191:197 237:237 244:250 259:259 234:248 209:209 264:276
Génbanki fajtak
Aubin 185:185 202:202 169:174 197:207 252:254 203:214 232:241 244:257 241:247 258:258 213:213 248:262
Bronnerstraube  185:185 202:214 165:169 197:207 248:254 191:193 243:245 250:250 259:259 218:234 209:213 244:296
Heunisch weiss ~ /85:185 208:214 159:161 199:207 240:246 191:197 243:245 250:250 243:259 228:246 209:211 2064:276
Madeleine 185:185 202:205 161:174 197:207 252:262 193:203 234:243 244:250 245:259 218:244 209:221 264:296
Angevine
Muscat Lierval 185:185 205:211 159:169 191:207 258:260 193:193 237:243 257:267 245:245 218:258 209:213 276:288




2. tablazat: Ko6zép-azsiai és magyar nemesitésii fajtak allélméret adatai

Fajtanév ScuSw*  SculOvw*  VrZAG47 VrZAG62 VrZAG79* VrZAG83 VrZAGl12 VVMD21* VVMD25 VVMD28  VVMD31  VVMD36*

Kozép-azsiai fajtak

Afuz Ali 185:192 208:214 165:165 180:189 246:254 191:197 245:245 257:257 253:259 234:258 201:209 270:270
Dzsandzsal kara 185:185 202:208 159:174 191:207 250:264 193:193 237:266 250:257 243:243 218:234 209:209 250:250
Icskimar 185:185 208:208 165:174 197:199 252:262 197:208 237:266 244:250 253:259 234:244 207:207 270:270
Iszpiszar 185:185 205:208 174:174 191:191 254:260 197:208 237:237 250:257 249:259 244:244 209:209 270:270
Kismis vatkana  185:192 202:208 159:174 191:207 250:262 191:208 237:266 250:257 243:243 218:234 209:209 250:250
Nimrang 185:185 202:208 165:174 191:199 254:258 191:197 232:237 250:257 253:259 234:244 207:207 268:276

Magyar nemesitésii fajtik

Bianka 185:185 205:208 165:169 197:197 242:264 191:193 232:243 230:250 245:253 218:236 211:213 254:270
Csabagyongye  /85:185 205:214 159:161 189:207 258:262 191:203 243:243 244:267 245:245 218:268 213:221 264.296
Ezerfurtii 185-185  205-208  159-169 191-197 240-248 191-191 232-237 244-250 245-253 234-248 211-213 264-264
Favorit 185:185  205:208 159:165 189:197 242:254 191:193 243:243 267:267 259:259 218:234 209:213 276:296
Irsai Olivér 185:185 205:214 159:161 207:207 254:258 197:203 243:245 244:244 245:259 218:268 211:221 264:296
Kossuth 185:185 205:208 161:161 207:207 262:262 191:203 234:237 244:257 259:259 244:246 209:209 264:288
Matrai muskotaly 185:185 214:214 159:159 191:191 240:258 197:203 237:237 244:267 259:259 258:268 209:209 264:276
Sz616skertek 185:185  208:214  159:165 189:207 254:258 191:197 243:245 257:267 245:259 234:268 209:213 264:276
kiralyndje




Sziilo-utod kapcesolatok elemzése Identity 1.0 programmal

Vizsgalataink sordn ismert pedigréjii referencia fajtdkat haszndltunk, amelyek
sziil6-utdod kapcsolatait vagy nemesitési adatok (’Irsai Olivér, Matrai muskotaly’),
vagy mikroszatellit elemzések (*Chardonnay’) tamasztjdk ald. A mikroszatellit
allélméret adatokra alkalmazott Identity 1.0 program 32 Ilehetséges sziil6-utdd
kombinéciot azonositott.

1. Betyarsz6l6 = Fodrosleveli x Kéklopiros

Betyarsz616 = Fodroslevelt x Tokszolo
Bihari = Agasfark x Fiirjmony
Bihari = Flirjmony x Vékonyhéju
Furmint = Agasfark x Balafant
Furmint = Balafant x Gorombasz616
Furmint = Balafant x Kovacskréger

Gorombasz616 = Kadarka x Kodos

A A o B

Kadarka = Gorombaszol6 x Tétika

—
=)

. Koveérszolo6 = Kiralysz6lé x Heunisch weiss

—
—

. Lanysz016 = Banati rizling x Furmint

—
N

. Lanysz016 = Bénati rizling x Kadarka

—
[98)

. Lanysz616 = Banati rizling x Szerémi

—_—
N

. Lisztes fehér = Csomorika x Rokafarku

—
)]

. Lisztes fehér = Juhfark x Szagosbajnar

—
[©))

. Lisztes piros = Csomorika x Rékafarku

—
3

. Lisztes piros = Juhfark x Szagosbajnar

—
o0

. Piros muskotaly = Pécsi szagos x Sarga muskotaly

—
O

. Piros muskotaly = Sarga muskotaly x Alexandriai muskotaly

[}
=]

. Raksz616 = Jardovany x Vordsdinka

\]
—

. Toksz616 = Betyarszol6 x Lisztes fehér

N
N

. Toksz016 = Betyarszo616 x Lisztes piros

[\
[98)

. Toksz616 = Fodroslevelu x Lisztes fehér

[\
I

. Toksz616 = Fodrosleveli x Lisztes piros

[\
N

. Tiikorsz616 = Agasfark x Heunisch weiss

. Uromidinka = Bakarka x Izsaki

NN
N

. Vékonyhéju = Agasfark x Heunisch weiss

[\
[0¢]

. Vékonyhéju = Bihari x Heunisch weiss



29. Matrai muskotaly = Izsaki x Ottonel muskotal

30. Irsai Olivér = Pozsonyi x Csabagyong

31. Chardonnay = Pinot noir x Heunisch weiss

32. Csabagyongye = Szoloskertek kiralyndje x Madeleine Angevine

Mivel az alkalmazott 12 mikroszatellit marker a bogydszin varians parokat és a
"Fodroslevelll’ és ’Betyarszold® fajtdkat nem kiilonitette el (Galbacs et al. 2009),
ezeknek a paroknak a tagjai azonos kombinacidkban szerepelnek a felsorolasban. A
listaban szinezéssel emeltiik ki igazolt pedigrét képviseld kombinacidkat.

Eredményeink egyértelmiien alatdmasztjdk a °Matrai muskotaly’ és az °Irsai
Olivér szarmazasat. A *Matrai muskotaly’ az °Ottonel muskotaly’ x Izsaki’ (Hajdu
2003, Kiss et al. 2005) az °Irsai Olivér’ pedig a "Pozsonyi fehér’ x *Csabagyongye’
(Hajdu 2003, Kiss et al. 2005) keresztezésébdl szadrmazik. SSR analizis alapjan
bizonyitottdk a *Chardonnay’ eredetét is (Bowers et al. 1999). A mi eredményeink is
Osszhangban vannak a *Gouais blanc’ x 'Pinot noir’ pedigrével, ahol a *Gouais blanc’, a
nalunk "Heunisch weiss’ néven ismert fajtaval azonos.

Vannak azonban ellenpélddk is, néhany esetben a feltételezett sziilo-utod
kapcsolatot a mikroszatellit adatok megcafoltak. Ezek kozé tartozik, a "Kiralyleanyka’,
amelyet a "Kovérsz6l6® és 'Leanyka’ spontan hibridjének tartanak (Csepregi és Zilai
1988). Ezt az megallapitdsunkat Bisztray et al. (2005) és Jahnke et al. (2007) is
alatdmasztja, ok is kizarjak a 'Kovérszolo® x ’Leanyka’ = *Kirdlylednyka’ sziil6-utod
lehetdséget. Az SSR adataink a *Csabagyongye’ feltételezett pedigréjét sem igazoltak,
miszerint ez a korai fajta a *Bronnerstraube’ x ’Ottonel muskotaly’ keresztezésbol
szarmazik (Csepregi ¢s Zilai 1988, Hajdu 2003). Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a "Madeleine angevine’ a *Csabagyongye’ egyik lehetséges sziiloje.
Ennek lehetdségét Bauer (2002) is felveti. Az Identity 1.0 programmal kapott lehetséges
szarmazasi listdban egyaltalan nem szerepel ez a lehet6ség. A 32. pontban a
"Csabagyongye’ = °’Szdldskertek kirdlyndje muskotdly’ x °Madeleine Angevine’
kombinaci6 arra utal, hogy kapcsolat van e fajtdk kozott. A *Szdldskertek kiralyndjét’ az
"Erzsébet kirdlyné emléke’ és a *Csabagyongye’ keresztezésével allitotta eld Mathidsz
Janos 1916-ban (Csepregi ¢és Zilai 1988, Kozma 1972), a "Madeleine Angevine’ tobb
szerz szerint is lehet a *Csabagyongye’ egyik sziiléje. A mikroszatellit eredmények is
alatdmasztjak ezt a feltételezést. A lista eredményei az Identity 1.0 program az allé¢lok
hasonlosagan alapul6 csoportositasabol adodik, ugyanis minden fajtdhoz csak azt a két

leginkabb hasonlé partnert rendeli, amely mind a 12 lokuszban azonos allélméret
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adatokkal jellemezhet6. A program altal kihozott kombindciok tovabbi elemzéseket
igényelnek, a biztos pedigré meghatarozasara 12 lokuszndl tobb, legalabb 30
bevonasara van sziikség. Az ’Irsai Olivér’, Matrai muskotaly’ esetében mar tobb mint

30 lokusz adatait hatdroztuk meg.

Sziiloi, féltestvéri kapcsolatok elemzése SPSS K-kozép elemzéssel

Az adatok tovabbi elemzésével probaltunk Gjabb rokoni kapcsolatokat feltarni. Az
SPSS 11.0 for Windows program K-kozép klaszter elemzésével, az altalunk vizsgalt
fajtdk csoportokra bontasaval és a csoportok tovabbi szilikitésével tarsithattuk az
altalunk vizsgalt 12 lokuszban egyméshoz leginkdbb hasonlo fajtakat.

Osszesen 29 esetben taldltunk teljes egyezést mind a 12 lokuszban. A
kapcsolatokat  valoszinliségek szdmitasaval is aldtdmasztottuk. A  modszer
alkalmazhatdsagat, megbizhatdsagat igazolja az elsd tiz fajtaparositas, hiszen a koztiik

1év0 sziilé-utdd kapcesolatot irodalmi adatok is aldtdmasztjak.

1. Chardonnay - Heunisch weiss p=0,581
2. Chardonnay - Pinot noir p=0,502
3. Csabagyongye - Madeleine Angevine p=0,582
4. Irsai Olivér - Csabagyongye p=0,702
5. Irsai Olivér - Pozsonyi p=0,523
6. Kossuth - Madeleine Angevine p=0,491
7. Leanyka - Kiralyleanyka p=0,502
8. Matrai muskotaly - Izsaki p=0,579
9. Matrai muskotaly - Ottonel muskotaly p=0,662
10. Széléskertek kiralyndje - Csabagyongye p=0,582

Az egyes fajtaparokhoz szamitott p-értékek is minden esetben a fajtdk kozotti
nagyobb értéket vesznek fol, amely a Hy hipotézis elfogadésat is lehetdvé teszik.

A vizsgalt 115 fajta kozott az Identity 1.0 program 32 esetben mutatott ki sziild-
utod-kapcsolatot, a K-kozép kluszter elemzés 29 esetben adott a ,,fajta-parok” kozott
egyezést mind a 12 lokuszban, 20 esetben 11, 40 esetben 10, 42 esetben pedig 9
lokuszban. Az allélméret adatok ilyen mértékli hasonlosaga feltételezhet rokonsagot, de

mind az Identity 1.0 szoftverrel kapott pedigrék valdszintisége, mind pedig a féltestvéri
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kapcsolatokra utal6 statisztikai eredmények valodisdga, realitdsa tovabbi vizsgalatokat

¢s szakmai mérlegelést igényel.

Homonimak és szinonimak azonositasa

Az adatok bizonyitjak, hogy a °'Leanyka’ ¢és °Leanyszdlé® két kiillonbozd
genotipus, tehat nem szinonim elnevezésrdl van szo (Csepregi €s Zilai 1988). Két masik
fajta, a ’Betyarsz6lo® ¢€s °Fodroslevel’ egymas szinonimdinak bizonyultak annak
ellenére, hogy ezeket mar a késéi XIII. szazadtol két kiilon fajtaként emliti az irodalom
(Csoma 1994). A mikrosaztellit mintdzat egyezésének valdszinilileg az egyik fajta
elveszitését kovetd nyilvantartasi hiba az oka. A ’Bakator kék’ fajtanév esetében a
’Bakator’ név homonima, mivel az egymassal teljesen azonos SSR mintazattal

jellemezhetd "Piros’ és "TiidOszinili bakatortol” a "Kék bakator’ egyértelmiien elkiilontil.

Rokoni kapcsolatok abrazolasa dendrogrammal

Az SSR markerek széleskorii alkalmazasanak eldnye a nagyfoka polimorfizmus, a
megbizhaté  elemezhetéség mellett a  fragmentumok  pontos  méretének
szamszerusithetésége. A 115 fajtara a 12 SSR primerparral 6sszesen 2760 adatot
kaptunk, amelyek objektiven jellemzik a genotipusokat, valoban alkalmasak is a fajtak
megkiilonboztetésére, de elmélyiilt tanulmanyozast igényelnek, paronkénti
Osszehasonlitassal lehet csak meggy6zddni arrdl, hogy az egyes lokuszokban egyeznek-
e, vagy eltérnek-e az allélméretek.

A rokonsagi viszonyok szemléltetésére szerkesztett dendrogram, bizonyitja, hogy
a 12 mikroszatellit markerrel a fajtak tulnyomd tobbsége megkiilonboztethetd (a
dendrogram nem szerepel a tézisekben).

A dendrogram ugyanakkor jol szemlélteti az azonossagokat, egyes genotipusok
megkiilonboztethetetlenségét is. A  sziil6-utod kapcsolatok ,leolvashatosaga™ a
dendrogramrol csak  korlatozottan érvényesiil. Az °Irsai  Olivér csak a
"Csabagyongyével’, a ’Chardonnay’ pedig csak a ’Heunisch weissel” keriilt egy
alklaszterbe. A 'Madeleine Angevine’ ¢és a *Csabagydngye’ kozti rokoni kapcsolat
ugyanakkor alatdmaszthato a dendogram segitségével. A nemesitdi feljegyzéssel
egyez0, illetve SSR adatokkal is bizonyithato sziil6-utod kapcsolatot a dendrogram csak
a *Matrai muskotaly’ = "Izsdki ° x *Ottonel muskotaly’ esetében tiikrozi, ugyanis
mindharom fajta (sziilék és utdd) egy klaszterbe keriilt. A dendrogram a 115 szdl6fajtat

harom nagy csoportba sorolta. A ’Piros’- €s a ’Sarga muskotaly’, *Bakator’ (piros-
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tiiddszin) a *Gohér’ (piros-fehér-valtozo) és a 'Lisztes’ (piros-fehér) fajtak bogydszin
valtozatai a dendrogramon megkiilonboztethetetlenek. A ‘Bakator kék’ fajta esetében a
’Bakator’ név homonima.

Az allélméret adatok objektiven jellemzik a genotipusokat, valoban alkalmasak is
a fajtdk megkiilonboztetésére, de elmélyiilt tanulméanyozést igényelnek, paronkénti
Osszehasonlitdssal lehet csak meggy6zddni arrdl, hogy az egyes lokuszokban egyeznek
vagy eltérnek az allélméretek. Annak eldsegitésére , hogy egyetlen pillantassal is
lathassuk, hogy a mikroszatellit markerekkel valoban a genotipusra jellemz6 egyedi
DNS ujjlenyomatot kapunk, az adatokbol a fajtdkat azonositd6 vonalkodot
szerkesztettiink (1. abra). A DNS vonalkédon minden vonal egy bizonyos allélméret
adatnak felel meg, ahol két kiilonb6z0 lokuszban ugyanazt az értéket kaptuk, atfedést
tapasztaltunk, a vonalkodon egy kettes als6 indexszel jeloltiik. Az esetek tobbségében a
VrZag62-VrZag83 lokuszok kozott tapasztaltunk leggyakrabban ilyen atfedéseket.

A mikroszatellit allélméreteknek ebben a formaban vald &brazoldsa a
fajtavédelemben, azonositdsban konnyen attekinthetd és kezelhetd megoldast jelent,
amely vitas kereskedelmi helyzetekben is gyorsan, megbizhatéan alkalmazhato.

Osszefoglalasképpen a 2. dbran szemléltetjiik a vizsgilataink 1épéseit a DNS

izolalastol a vonalkdd szerkesztésig.
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1. abra: Az elemzésekben felhasznalt kozép-azsiai, génbanki, magyar nemesitésii és
nemzetkdzi sz616fajtak DNS vonalkodja
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2. A DNS minoségi és mennyiségi
elemzése NanoDrop
1 spektofotométerrel

1. DNS izolalis

—
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A DNS mintik abszorpciés spektrumai a Nano Drop spektrofotométer kijelzéjén

3. PCR reakcié CY-5 fluoreszcens 1 4. APCR termek
festékkel jelolt primerekkel elvalasztasa agaroz gélen

5. A PCR termékek elvalasztasa poliakrilamid gélen, méretének
meghatarozasa ALFwin Fragment Analyzer programmal

o>-
b &
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\ wvizAG47
759

95 275 Matrai
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VIZAG47
95 AI 59 ey
/\ / 174 Kismis
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6. Kiértekelés utin kapott allélméret adatok tablazatba foglalasa

Scuvy | Senlowy | VTEG | VIZAG | VIZAG | VIEAG | VIZAGH | yynma) | vVMD2S | VVMD2S | YVMD3L | VVMD36

Tzsaki 185:185 | 208:214 | 159:169 | 191:207 | 240:246 | 197:203 | 237:245 | 244:250 | 245259 | 236:258 | 209:211 | 254:276
Ottﬂmﬂ 185:185 | 208:214 | 159:169 | 191:197 | 258:262 | 193:203 | 237:245 | 167:267 | 253:259 | 258:268 | 209:213 | 264:276
Méh-a,i 185:185 | 214:214 | 159:159 | 191:191 | 240:258 | 197:203 | 237:237 | 244:267 | 159:259 258:268 | 209:209 | 264:276
3:;::: 185:192 | 202:208 | 159:174 | 191:207 | 250:262 | 191:208 | 237:266 | 250:257 | 243:243 | 218:234 | 209:209 | 250:250

!

7. Az allélmeéret adatok alapjin megszerkesztett vonalkad
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2. abra: A DNS vonalkod szerkesztés folyamatabraja: a novénytdl a vonalkodig
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Osszesen 115 szoléfajta DNS ujjlenyomatat készitettik el 12, illetve 7
mikroszatellit lokuszban.

a. A fajtak koziil 12 SSR primerparral meghataroztuk 6 karpat-medencei, 5
magyar nemesitésii, 6 kdzép-azsiai és 4 génbanki fajta allél-Osszetételét.
Az allélméretek validalasa céljabol 8 nemzetkozi fajtat is bevontunk a
vizsgalatokba.

b. 80 karpat-medencei, 3 magyar nemesitésii és 1 génbanki fajtat 7
mikroszatellit markerrel jellemeztiink. 2 nemzetk6zi fajta SSR
eredményeivel bizonyitottuk az elemzések megbizhatosagat.

Alatamasztottuk az ’Irsai Olivér’ és ’Matrai muskotaly’ irodalmi adatokkal
dokumentalt pedigréjét mikroszatellit adatokkal.

a. Bizonyitottuk, hogy a Stark Adolf nemesitette ’Kossuth’ fajta egyik
sziilgje valdban a Madeleine angevine.

b. Igazoltuk a *Csabagyongye’ és a ’Sz0loskertek kirdlyndje’ kozotti sziilo-
utod kapcsolatot.

SSR adatokkal bizonyitottuk, hogy a ’Csabagyongye’ = ’Bronnerstraube’ x
Ottonel muskotaly’, a ’Kiradlylednyka’ = ’Lednyka’ x ’Kovérszold’
feltételezések nem igazolhatdak.

a. Kimutattuk hogy a ’Csabagyongyénél’ a ’Madeleine angevine’, a
’Kirdlylednykéanal® pedig a Leanyka lehet az egyik sziild.

Azonositottunk 12, 11, 10 és 9 lokuszban azonos allélméret adatokkal
jellemezhetd fajtakat, ezzel ismeretlen pedigréjii fajtak kozott rokoni
kapcsolatokat valoszintsitettiink, ami tovabbi vizsgalatok alapjat és teremti meg.
Bebizonyitottuk a *Bakator kék’ fajta esetében, hogy a ’Bakator’ név homonima,
nem a ’Bakator piros’-’Bakator tiid6szinii’ bogydszinvariansa.

A 115 sz6lofajtaval igazoltuk, hogy a 12 mikroszatellit lokuszban azonositott
2760 allélméret alapjan megszerkesztett dendrogram alkalmas a fajtdk kozotti
genetikai tavolsagok vizualis abrdzoldsara, az azonossag ¢s a kiilonbozég
szemléltetésére.

A fajtak adatbazisokban, génbankokban torténd egyszeri azonositdsa céljabol
elkészitettiik a sz6l6fajtak DNS vonalkodjat, ami a mas laboratériumokkal valo

adatcserét is eldsegiti.
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