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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABI: Applied Biosystems

AcP: Acid phosphatase

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism

ALF: Automated Laser Fluorometer

AP-PCR: Arbitrarily Primed PCR

ASAF: Allele Specific Amplified Fragment

Bp: Bazispar

CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequences

CO: Catechol Oxidaz

DAF: DNA Amplification Fingerprinting

DNS: Dezoxiribonukleinsav

EST: Expressed Sequence Tag (izoenzimeknél: EST: észteraz)

EU: European Union

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations

FVM: Foldmiivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium

GDR: Genom Database for Rosaceae

GMC: Grape Microsatellite Collection

GVD: Greek Vitis Database

H: Heterozigozitas

HiDRAS: High-quality Disease Resistant Apples for a Sustainable Agriculture
IASMA: Istituto Agrario S.Michele all’ Adige, Olaszorszag - www.ismaa.it
INDEL: Inszercid, Delécio

INRA: Institut National de la Recherche Agronomique, Franciaorszag-www.international.inra.fr
IPGRI: International Plant Genetic Resources Institute - www.cgiar.org/I[PGRI/index.htm
IRAP: Inter-Retrotransposon Polymorphism

ISSR: Inter Simple Sequence Repeat

LRR: Leucine-Rich Repeat

LTR: Long Terminal Repeat

MAS: Marker Assisted Selection

NBS: Nucleotide-Binding Site

OIV: Organisation Internationale de la Vigne et du Vin - www.oiv.int
PCR: Polymerase Chain Reaction

PD: Power of Discrimination

PER: Peroxidaz

PI: Probability of Identity

PIC: Polymorphism Information Content

PTE SZBKI: Pécsi Tudoméanyegyetem Szolészeti és Boraszati Kutatointézet (kordbban FVM SZBKI)
QTL: Quantitative Trait Loci

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA

REMAP: Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

RGA: Resistance Gene Analog

RNS: Ribonukleinsav

S-SAP: Sequence-Specific Amplification Polymorphism

SCAR: Sequence Characterised Amplified Regions

SNP: Single Nucleotid Polymorphism

SSR: Simple Sequence Repeat

STMS: Sequence Tagged Microsatellite Site

SVMD: Swiss Vitis Microsatellite Database - http://www1.unine.ch/svmd/
TRIM: Terminal-Repeat Retrotransposon in Miniature

UPGMA: Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Means
UPOV: The International Union for the Protection of New Varieties of Plants - www.upov.int
VIVC: Vitis International Variety Catalogue - www.vivc.bafz.de



1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A természetben meglévd genetikai variabilitas, a biodiverzitds megdvasa ¢és kiakndzasa
rendkiviili jelentéségli minden gazdasagi novény, igy a sz6l6 és az alma esetében is. A modern
genetika és biotechnologia olyan megoldasokat ad az emberek kezébe, amelyek lehetdvé teszik a
»tulajdonsagok”, feno- ¢€s genotipusok rendszerezését, megdrzését ¢&s sziikség esetén
felhasznalasat.

Nyilvanvalo, hogy az egyre ndvekvd létszamli emberiség, az intenziv gazdalkodas, a
folyamatosan alakuld igények egyre tobb teret hdditanak el a félintenziv vagy extenziv
gazdalkodas eldl. Az eloregedd falvak a vidéken eluralkodo rossz kozbiztonsadg, még a meglévod
kiskerteket is veszélyeztetik, amelyek pedig sok esetben hozzajarultak a véltozatos sz0l6 vagy
almafajtak fennmaradasahoz az évszdzadok soran. Ezért van oridsi jelentdségiik azoknak az
intézeteknek és kutatoknak, amelyek, és akik faradsagos munkaval elvégezték és biztositjak
ezeknek a fajtaknak az 6sszegytijtését, rendszerezEését, valamint fenntartasat.

Az ampelografiai bélyegekkel torténd azonositas mellett a XX. szdzadban olyan
molekularis genetikai moddszereket is kifejlesztettek, amelyekkel a novényfajtdkat DNS
szekvencia alapjan, tigynevezett DNS markerekkel is jellemezziik. A DNS szekvencia alapu
fajtaleirast a PCR technika forradalmasitotta. Lehetdvé tette, hogy a genom kodold vagy nem
kodolo szakaszait felszaporitva ezeket dsszehasonlitsuk. Az egyik ilyen PCR technikén alapul6
genotipizalasi modszer, a ndvényi genomok jelentds részét alkoto, ismétlddd szekvencidk
analizis nagymértékben hozzéajarulhat a gyiijtési, fenntartasi munkdkhoz, de a nemesitési
programokban is hasznos.

Ez a disszertacio az aldbb ismertetett célkitlizésekhez kapcsoldddan, azokat az
eredményeket foglalja 6ssze, melyeket a vizsgalt sz016- (Vitis vinifera L.) és almafajtak (Malus

x domestica Borkh.), fajtavaltozatok DNS-szintli azonositasa soran értiink el.

1.1. A sz616 fajtak, valtozatok azonositasanak, megkiilonboztetésének

jelentosége

A sz6l6 (Vitis sp.) ma a legfontosabb, széles korben termesztett gyiimolcsfajok kozé

tartozik a vildgon. Becslések szerint a termdteriilet 2010-re eléri a 8,1 millid hektart, amibdl



Europa kozel 70%-kal részesedik. A sz6l6 gazdasagi jelentdsége meghatarozo a mezdgazdasagi
szféraban ¢€s jelen van sok mas kapcsolddo iparagban is.

Az Eurdpai Unids kozds borpiaci szabalyozas jelentds tdmogatasokkal igyekszik a
szerepe van a szerkezetatalakitasnak, fajtavaltasnak, illetve az iiltetvények végleges kivagasanak.
Az europai orszagok kozott Magyarorszagnak is a kiilonleges mindségli termékek vagy a
specialis fajtak, a régi és/vagy az 0j nemesitésii ,,hungarikum” fajtdk jelenthetnek, jelentenek jo
perspektivat a szdlétermesztésben. ,,Elokeriilnek” a ,,régi” fajtak, mint kiilonleges ,,termékek”,
vagy az itthon nemesitett, a karpat-medencei kornyezethez jol alkalmazkodé fajtdk. A bor- és
csemegeszOlok termesztésének sikerét alapvetden meghatarozza a megfeleld fajtak kivalasztasa.

Az 1800-as években megindult vilagméretli filoxéra (Dactulosphaira vitifoliae Fitch),
lisztharmat (Erysiphe necator Schwein) és peronoszpora (Plasmopara viticola (Berk. és Curt.)
Berl. és Toni) jarvanyok a mindségi, illetve a fagytlirésre torténd nemesités mellett
l1étfontossaguva tették a rezisztencianemesitést is. Az europai szOlofajtak a tobb ezer éves
torténetiik soran szamottevoen veszélyes kartevovel, korokozdval nem talalkoztak és az ujonnan
megjelent karositokra rendkiviil fogékonynak bizonyultak. Nagy intenzitdssal indult meg a
kiilonboz6 rezisztenciaforrasok felkutatdsa és bevondsa a nemesitési programokba.

Mind a mindségi, mind a rezisztencianemesités tekintetében jelentds szerep jut a
genetikai hattér ismeretének, amely a sz6l6nél meglehetésen hianyos volt. A nemesitési
programok hatékonysdgat és lehetdségeit minden esetben meghatirozza az adott fajon beliili
genetikai variabilitds. Ahhoz, hogy a sz6l6 esetében is jol ki lehessen hasznalni az evolucio és a
tobb ezer éves tudatos termesztéssel tortént kivalogatas soran 1étrejott kedvezo tulajdonsagokat,
nagyon fontos ismerniink a meglévd fajtakat, valtozatokat, illetve azok karakterét. A genetikai
alapok azonositasa, a fajtak, valtozatok Osszegylijtése, szarmazasuk ¢és tulajdonsagaik vizsgalata
— idegen kifejezéssel: germplasm management — kiemelt kutatési teriilet Eurépaban. A fajtak,
valtozatok korrekt ismerete nemcsak a sz6l6nemesitoknek, termesztéknek és a kereskedOknek
fontos, hanem a modern kereskedelmi szabalyozasok és a termékek szdrmazasara vonatkozd
torvények is megkovetelik a fogyasztok érdekében. Ahhoz, hogy megfelelden fel tudjuk
hasznalni, ismerniink kell tulajdonsagaikat, meg kell tudnunk kiilonboztetni a fajtakat egymastol,
ami bar magatdl értet6do, sok esetben nem is annyira egyszert.

Egyes adatok szerint napjainkban 5-6 ezer sz6l6fajtat tartanak szdmon, tobbek szerint a
vildgon ez a szam eléri a 20 ezret is, amelyek koziil 8000 fajtit termesztenek. A vilag
legnagyobb fajtagylijteménye jelenleg az INRA (Institut National de la Recherche Agronomique,

Franciaorszag) Vassal-i gazdasagaban van, koriilbeliil 5000 azonositott fajtaval.



Magyarorszagon is megtalalhatdak — elsdsorban a szdlészeti kutatdintézetekben Pécs,
Badacsony, Eger, Kecskemét — azok a fajtagylijtemények, ahol d4ldozatos munkéval
Osszegylyjtottek a Karpat-medencében, az évszazadok soran kialakult, illetve bekertilt, egykor
termesztett fajtakat. Ezeket és a jelenleg termesztett, valamint az uj nemesitésti fajtakat egyiitt
Orizik meg az utdkor szamara. A sz6lofajtak Gsszegyiijtésének €s rendszerezésének uttdrdje volt
Németh Marton (1967), akinek a Karpat-medence 0Osi szoélofajtdinak rendszerezését is
koszonhetjiik. Mara a PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatdintézetének Fajtagyiijteményében tobb
mint 1200 tétel szerepel (http://www.szbki.pte.hu/menu/19). Az 0Osszegyljtott régi karpat-
medencei fajtdk szama pedig meghaladja a 100-at, amelyeket Ifj. Kozma Pal vezetésével a

nemzetkdzileg elfogadott OIV kodok alapjan (szamkulcsos rendszerben) leirtak.

1.2. Az alma fajtak, valtozatok azonositasanak, megkiilonboztetésének

jelentosége

Az alma (Malus sp.) szintén a legfontosabb gyiimdlcsok kozé tartozik, felhasznaldsanak
sokrétlisége €s mezOgazdasagi jelentdsége jol ismert. JO tarolhatdsaga és szallithatésaga miatt a
vilag minden részébe eljuthat. Tapanyag-Osszetétele (pl. fehérjetartalma) egyediilallo a
gyiimolcsok kozott. A frissfogyasztas mellett jelentds még az alma egyéb forméaban torténd
feldolgozasa (gytimolcslevek, szeszesitalok, bébiételek, kozmetikumok stb.).

A FAO jelentése szerint, 2007-ben a vilagon 91 orszdgban kortilbeliil 4,8 millié hektaron
65,9 milli6 tonna almat termesztettek. Kina almatermesztése mellett (amely meghaladta a 27
millié tonnat), Eurdpa is jelentds, 14,9 milli6 tonnédval részesedik a vilag almatermesztésébol.
Ebbdl évente 8-9 millid tonna almat tiz nagy almatermeszté orszag allit el6. A ’Golden
Delicious’ (30% felett), a ’Jonagold’, a ’Red Delicious’, a ’Gala’, és a ’Granny Smith’
tekinthetOk a legelterjedtebb fajtaknak. Fontos szerep jut ezért a tobbi fajta megoérzésének, hiszen
a fenti fajtak mellett hattérbe szorulnak.

Az alma termesztésben, fajtafenntartisban is problémat jelent az almafajtdk gyors és
megbizhatd azonositasanak nehézsége. A vilagon tobb mint 15 ezer almafajta 1étezik, ezek koziil
mintegy 1200 fajtat termesztenek.

Magyarorszdgon a masodik vildghdborat kovetden alapitottdk az jfehértoi
Gyiimdlcstermesztési Kutato és Szaktanacsado Kht.-t
(http://www.ujfehertokutato.hu/index.html), melyben eléviilhetetlen szerepet jatszott Probocskai

Endre professzor és a Kutatd Allomas elsé vezetSje Daniel Lajos. Az allomas egyik feladata egy



fajtagylijtemény létrehozésa és fenntartasa lett. Az akkor 604 almafajtaval indult gyiijteményben
jelenleg tobb mint 950 almafajtat és 180-nal is tobb alma hibridet tartanak fenn.

A fajtahasznélat kérdése rendkiviil fontos, a telepitésnél évekre-évtizedekre meghatarozo.
Rengeteg tulértékelt fajta koziil kell kivalasztani a valéban jo6 mindséglit vagy a
rezisztens/tolerans  fajtdkat. Egyszeri, jol definidlhatdé azonositdsi rendszer esetén
kikiiszobolhetéek a vegetativ szaporitasbol eredd hibdk, meghatarozhatoak az utddok sziilei
(szarmazas vizsgalat), megteremthetdek az 1) fajtak bejegyzésének keretei. A hatékony
nemesitési programok kidolgozésa, végrehajtasa szempontjabdl is fontos a fajtdk genetikai

hatterének ismerete és a fajtdk gyors €s pontos azonosithatésaga.

1.3. A fajtak azonositasanak, elkiilonitésének nehézségei és lehetséges

megoldasa

Megbizhatd genetikai markerek kifejlesztése fontos a fajtdk megkiilonboztetéséhez,
ugyanakkor a hatékony nemesitési 1épések kialakitdsaban is jelentds szerepet jatszhatnak. Az
almanal és a sz616nél kiemelt szerep jut a szaporitdbanyag azonositasanak, mivel egy tobb évre
(akar évtizedre) tervezett iiltetvénynél gazdasagi jelent6sége van a fajtdk betegség-
ellenallosaganak, alkalmazkodoképességének, gylimolcsmindségének, valamint a fak, tokék,
alanyok novekedési jellemzdinek.

Gazdasagi novényeknél a fajtdk azonositdsanak problémaja mar évszédzadok Ota
foglalkoztatja a termesztoket, nemesitoket. Magatol értetddd lehetdség az elkiilonitésre a kiilso,
lathato bélyegek leirasa, vagyis a morfologiai jellemzés volt, amellyel sikeresen kiilonboztették
meg a fajtakat. Igy alakult ki a fajtaleiras (ampelografia, pomoldgia), ami a megfigyelt és mért
morfolégiai jellemzdk alapjan differenciélta a fajtakat, fajtavaltozatokat. A morfologiai bélyegek
azonban sok esetben nem adnak Iehetdséget egységes, nemzetkozileg is megbizhatéan
alkalmazhatd diagnosztikai rendszer Iétrehozasara. Nagymértékben fliggenek a kornyezeti
hatasoktol, a ndvények fenoldgiai fazisatdl, illetve a tulajdonsagok megitélésében a megfigyeld
szubjektivitasa torzithatja az adatokat. Nem nyilik tovabba lehetdség minden esetben a
morfoldgiai elkiilonitésre egyes novényi részeknél vagy kiilonbozo feldolgozottsagnal (oltvany,
dugvany, gyliimdlcs, fiirt, bor stb.), ami eredetiség-vizsgalat szempontjabol is fontos lehet. A
nemesitési programok kidolgozasanal fontos lehet a sziilé-utdd kapcsolatok megéllapitésa is, igy
nyomon kovetve példaul, hogy a kiilonboz6 tulajdonsagok mely sziilok keresztezOdése soran

alakultak ki.



Ezekre a problémakra jelenthet megoldast a molekuldris markerek alkalmazasa, amelyek
a DNS-molekula szintjén nyujtanak lehetdséget a megkiilonboztetésre, polimorfizmus
kimutatdsdra. A morfoldgiai, biokémiai jellemzOk leirdsa mellett a gazdasagi ndvények
molekularis (DNS szintill) jellemzése jelentds eldrelépés a genetikai hattér megismerésében. A
molekularis markerek megjelenése (RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR, stb.) a kapcsoltsagi-,
genetikai térképezés, a marker segitette szelekcid, diverzitds-, homogenitas-, evolicids- €s
eredetvizsgalatok mellett nagy lendiiletet adott az azonositdsi munkéknak is. A molekularis
markerek megteremtik a lehetdséget a megbizhatobb szarmazéasvizsgalatokra, a taxondmiai
besorolasok helyességének ellendrzésére, pedigréelemzésekre. Tobb nemzetkozi és magyar
eredmény tdmasztja ald alkalmazhatdsagukat. Ezen a teriileten a mikroszatellit markerek, mas

néven SSR markerek, kiilondsen hasznosnak bizonyultak.

1.4. Célkitiizések

1. A régi karpat-medencei Vitis vinifera L. sz616fajtak megkiilonboztetése, mikroszatellit
markerekkel.
2. A kapott DNS ujjlenyomatok felhasznalasa genetikai diverzitas, rokonsagi kapcsolatok

megallapitasara, valamint lehetséges sziil6-utdd kapcsolatok feltarasara.

3. A Magyarorszagon nemesitett, vilagszerte koraisdgarol ismert €s a nemzetkozi
szOlonemesitésben igen fontos szerepet jatszo ‘Csaba gyongye’ sz0l6fajta szarmazasanak
megallapitasa.

4. A mikroszatellit elemzések megbizhatosagadnak bizonyitdsdra olyan fajtak vizsgalata,
amelyek szarmazasa ismert, ezek a ‘Matrai muskotaly’, ‘Irsai Olivér’.

5. Magyar sz616 mikroszatellit adatbazis l1étrehozéasa €s publikalasa.

6. A Magyarorszagon is megtalalhato, jelenleg koztermesztésben 1évd, fontos alma fajtak

(Malus * domestica Borkh.) DNS ujjlenyomatanak meghatarozasa mikroszatellit

markerekkel.
7. A kapott adatokkal rokonsagi, sziil6-utod kapcsolatok elemzése.
8. Magyar alma mikroszatellit adatbazis 1étrehozéasa és publikalasa.
9. Az elemzésekbe bevont mikroszatellit markerek jellemzése, melyek koziil az almaban

felhasznaltakat, illetve a sz616nél a Scu8 és SculO primerparokat mi alkalmazunk elészor,

nagyszamu fajta vizsgalataban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sz0l6 szarmazasa, elterjedése, leirasa, csoportositasa

A sz016 (Vitis vinifera L.) botanikailag a Bengefélék (Rhamnaceae) rendjébe tartozik.
Ezen belill a Sz616félék csaladjanak (Vitaceae) Vitis nemzetségébe. A Vitis nemzetség fajai az
egész vilagon elterjedtek. Két alnemzetsége koziil az Euvitis adta a mai szdlétermesztés
alapanyagat.

Lérincz szerint (1999) a szOl6félék legrégibb képviseléi a Cissites nemzetség fajai
kortlbeliil 100 millié éve jelentek meg a Foldon. Ebbdl a nemzetségbdl szarmaztatjak a ma is
meglévé 10 szélonemzetséget: Cissus, Ampelocissus, Clematocissus, Parthenocissus,
Rhoicissus, Ampelopsis, Landukia, Tetrastigma, Pterishanthes, Vitis. A Vitis nemzetség torténete
60 millio évvel ezel6ttdl kovethetd nyomon. A harmadidészakban tobb szdlofaj is élt
Magyarorszag teriiletén (V. hungarica Andr., V. tokajensis Stur.). A Vitis nemzetség foldrajzi
csoportjainak kialakulasdban elsddleges szerepet jatszottak a kontinensvandorlasok, igy harom
nagy foldrajzi fajtacsoport alakult ki: észak-amerikai, eurdpai-nyugat-dzsiai (eurazsiai), kelet
azsiai. A harmadiddszak elején alakult ki két alnemzetsége a Muscadinia és az Euvitis. A
negyediddszak elején a jégkorszakot kovetden megmaradt egy vagy tobb sz6l6fajbol alakult ki
az eurazsiai Vitis silvestris L. (ligeti sz016), amely az Euvitis alnemzetségbe tartozik.

A ligeti sz6lot koriilbeliil 6-8 ezer éve vették termesztésbe és 2-3 ezer éves termesztés
hatasara alakult ki beldle a Vitis vinifera L. (kerti sz6l6, bort termd sz616) (Lérincz 1999). A
termesztett szoléfajtak legtobbje az eurdzsiai Vitis vinifera L. fajhoz tartozik. A dolgozatban
szerepld, valamennyi vizsgalt szol6fajta is ehhez a fajhoz tartozik. A Vitis vinifera L. diploid
(2n=38), kromoszomalis genomja koriilbeliill 0tszdz megabazispar, amelynek mar a teljes

A 5z816- és borkultira 3000 éve Nyugat-Azsia feldl terjedt at Gorogorszagba, innen a
Krisztus elotti romai hoditasokkal jutott el Kozép-Eurdpaba. Késobb a frankok tdmogattak a
szOlotermesztést, majd a kozépkorban a kolostorok és a nemesi birtokok kornyékén alakultak ki
a szoloskertek (Lorincz 1999).

A sz6l6termesztés tehat tobb évezredes multra és hagyomdnyokra tekint vissza.
Elterjedése soran, a vilagon szamos fajta, illetve valtozat alakult ki. Az akér tobb szaz éves fajtak
sokféleképpen johettek létre: vad fajok haziasitasa, spontan keresztezddések vad fajok €s fajtak
kozt, fajtak kozotti keresztezOdések. Kezdetben foként a klimahoz valé alkalmazkodas, iz, szin,

termésmennyiség alapjan szelektalodtak a fajtak, késobb tudatos nemesités indult meg,
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keresztezésekkel, kivalogatassal, klonszelekcidoval. A ndvénynemesités fejlodésével, illetve
tovabbi fejlodéséhez sziikségessé valt a termesztésben 1€vo vagy valaha termesztett, esetleg csak
génbankokban meglévd fajtdk, valtozatok pontos ismerete, elkiilonitése, szakszerli fenntartdsa,
kezelése.

A mai termesztett fajtdk, valtozatok fajtarendszere rendkiviil szertedgazo, melyhez
kapcsolodoan tobbféle rendszerezés is napvilagot latott. A fajtak rendszerezése szarmazasukkal,
valamint morfologiai, biologiai tulajdonsagaikkal kapcsolatos.

Az ampelografusok elsdsorban a foldrajzi kialakulas helye szerint kezdték a
rendszerezési munkakat, ennek alapjait a francia Odart tette le 1841-ben (Csepregi 1998).

Késobb Gabor (1913) keleti, déli, északi és nyugati szdrmazasi csoportokat alakitott ki. A
szintén magyar Andrasovszky (1926) dolgozta ki az elsé tudoményos rendszert. A Vitis vinifera
L. faj helyett a fajtakat 6t onallo fajba sorolta: V. byzantina (nyugatdzsiai csemegefajtak), V.
alemannica (kdzép-eurodpai fajtak), V. deliciosa (nyugat-dzsiai muskotaly fajtak), V. antiquorum
(nyugat-azsiai csemegefajtak), V. mediterranea t6ldkozi tengeri fajtak). Csepregi (1998) kiemeli
még Martont (1944), aki a fajtdkat nyugati-, pontuszi- és keleti csoportokra osztotta.

A jelenleg elfogadott rendszert Negrul (1946) alakitotta ki, részben Andrasovszky (1926)
munkdjara épitve (Csaky 1993). Alapja, hogy a fajtdkat, harom nagy foldrajzi-okoldgiai
csoportba (proles) sorolta, tobbek kozott az eltérd kdrnyezeti hatasokra kialakult kiilonbségeik
alapjan. Ezek a pontica (pontuszi, Fekete tenger melléki, pl.: ‘Furmint’, ‘Ezerjo’, ‘Kadarka’),
occidentalis (nyugati, pl.: ‘Cabernet franc’, ‘Pinot noir’, ‘Bronnerstraube’, ‘Alanttermd’) és
orientalis (keleti, pl.: ‘Afuz ali’, ‘Chasselas’, ‘Juhfark’) csoportok. A besorolasndl az eredeti
eléfordulasi hely mellett alapvetd szerep jut a morfologiai (vitorla, levél fondka, levél széle, flirt,
bogy0, bogyoszin, mag) €s a bioldgiai jellemzokben (magvatlansag, termékenység, flrtképzodés,
fagytlirés, mindség, savtartalom) megjelend kiilonbségeknek. Negrul tovabbi subproles-eket,
azokon beliil pedig, tipusokat is elkiilonit. A pontica proles-t a georgica (kevésbé szOrds levelu
gruziai fajtak) és balcanica (kelet mediterrani sz6rosebb levell fajtak) subproles-ekre osztotta. A
balcanica-n belil macrocarpa (nagybogyoju) és chorintiaca (magvatlan bogydju) tipusokat
kiilonboztet meg. Az occidentalis proles-t nem osztotta tovabb. Az orientalis-ban szerepel a
caspica €s antasiatica subproles. A caspica subroles-t pedig, tovabbi tipusokra bontotta: apiana
(muskotalyos sz610k), aminea (Chasselas-fél€k), apirinea (magvatlan).

Németh Marton (1967) ezt a rendszert fejlesztette tovabb. Sikeresen bevezette a sz616nél
a részletes taxonOmiai besoroldst (1. tablazat). A valtozatcsoport (comvarietas) mellett,
szerepelnek a  valtozat-alcsoport  (subconvarietas), valtozat (provarietas), alvéltozat

(subprovarietas), fajtacsoport (conculta), fajta-alcsoport (subconculta), fajta (cultivar), alfajta
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(subcultivar) taxonok. Az 1. tablazatban bemutatott Németh féle rendszerben a kiilon nem jelolt

rendszertani egységek megfelelnek a Negrul féle proles (=convarietas), subproles

(=subconvarietas) és tipus (=provarietas) kategoridknak.

1. tablazat: A szolofajtak rendszerezésének Németh (1967) altal tovabbfejlesztett valtozata (forras:

Csepregi 1998)

Convarietas pontica (pontuszi valtozatcsoport)

subconvar. balcanica (kelet-mediterrani valtozat-
alcsoport)

subconvar. georgica (gruziai valtozat-alcsoport)

provar. macrocarpa

subprovar. globosicarpa
(Németh)

subprovar. oblongicarpa
(Németh)

provar. mesocarpa

(Németh)

subprovar. Hungarica
(Németh)

subprovar. banatica
(Németh)

subprovar. pannonica
(Németh)

subprovar. dalmatica
(Németh)

subprovar. tacica
(Németh)

subprovar. italica
(Németh)

subprovar. macedonica
(Németh)

provar. microcarpa
(Németh)

subprovar. zemplenica
(Németh)

subprovar. moldavica
(Németh)

subprovar. carpatica
(Németh)

provar. corinthiaca

nagybogyoju
csemegeszoOl6- valtozat

‘Okorszem’ alvaltozat

‘Kecskecsecsli’ alvaltozat

kozépnagy bogyoju
borsz616-valtozat

‘Gohér’ alvaltozat

‘Szlanka’ alvaltozat

‘Sarfehér’ alvaltozat

‘Kadarka’ alvaltozat

‘Ezerjo’ alvaltozat

‘Bakator’ alvaltozat

‘Dinka’ alvaltozat

kisbogydju borsz616-
valtozat

‘Harslevel’ alvaltozat

‘Mustos’ alvaltozat

‘Kovidinka’ alvaltozat

magvatlan bogyoju
csemegeszolo-valtozat
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1. tablazat folytatasa: A sz016fajtak rendszerezésének Németh (1967) altal tovabbfejlesztett valtozata
(forras: Csepregi 1998)

Convarietas occidentalis (occidentalis viltozatcsoport)

subconvar. gallica (Németh) (francia valtozat-alcsoport) | subconvar. iberica (Németh) (ibériai valtozat-alcsoport)

provar. microcarpa kisbogydju borsz616- provar. microcarpa kisbogyo6ju borsz616
(Németh) valtozat (Németh) valtozat

provar. Mesocarpa koézépnagy bogyoju provar. mesocarpa kozépnagy bogyodju
(Németh) borsz616 valtozat (Németh) borsz616 valtozat

Convarietas orientalis (keleti valtozatcsoport)

subconvar. caspica (kaszpi valtozat-alcsoport) subconvar. antasiatica (el6azsiai valtozat-alcsoport)

megnyult bogyoju
muskotaly valtozat

gombolyti bogydju

muskotaly-véliozat provar. deliciosa (Andras.)

provar. apiana

provar. antiquorum megnyult bogyoju

. ami ongysz0l6 valtozat PR
provar. aminea EYOngyszolo vatto (Andras.) csemegesz016 valtozat

subprovar. vulgaris  kozonséges gyongyszo16

(Andras.) alvaltozat
subprovar. versicolor szinevaltd gyongyszo16 ) )
(Andras.) alvaltozat

.. magvatlan bogyoju
provar. apirinea 1z - -
csemegeszO16-valtozat

Ezek a rendszerek azonban magukban hordozzak, hogy rendszerezni csak az eredeti
tertiletiikon kialakult 6shonos fajtdkat lehet. Napjainkban viszont szdmtalan keresztezéssel
1étrejott vagy létrehozott inter- €s intraspecifikus fajtat termesztenek, illetve tartanak fenn.

A fajtdk természetes rendszerbe soroldsa mellett tobbféle mesterséges rendszer is
napvilagot latott, mint példaul a morfologiai bélyegekre alapozott rendszer, ampelometriai
mérdszamok szerinti csoportositds, szamkulcsos rendszerezés, €érés szerinti csoportositds, a
termés felhasznalasa szerinti csoportositas (Csepregi 1998).

Napjainkban a szamkulcsos rendszerezésen alapulnak a fajtaleirasok uniformizaldsara
torekvé nemzetkozi szervezetek (OIV, IPGRI, UPOV) mddszerei, amelyekben a mérhetd
paraméterek mellett az ampelografiai jellemzdket is szamkulcsok jelzik (Varga 2009).

A fajtak leirdsa és természetes rendszerbe soroldsanak ismerete nélkiilozhetetlen, viszont
néhany — a bevezetdben felvazolt — problémat nem old meg. Ezért is indokolt a fajtaleiras és
rendszerezés mellett egy azonositasi rendszer kidolgozasa, amelynek alapja a DNS-szintli
elkiilonités lehet.

Az Eurdpai Uni6 egyik legatfogobb szdl6fajta megdrzési €s azonositdsi programjaban a
GenRes CT96 No 81 keretében, elsé megkozelitésben a sz6lofajtak, fajtavaltozatok morfologiai

és agronomiai tulajdonsagait irtdk le. A projektben résztvevd 18 partner szolészeti
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gylUjteményekben megléve 27 ezer egyedét regisztraltdk és irtdk le 12 IPGRI-,utlevél”
jellemzdvel 2002-ig (Dettweiler és Eibach 2003). Mindemellett a program célja volt az egységes
eurdpai szO6l0 adatbazis (The European Vitis Database - http://www.eu-vitis.de/index.php)
létrehozésa, amelyben a fajtakat OIV iranyelvek szerint leirjak, valamint megvizsgaljdk az
egységes mikroszatellit alapu azonositas lehetdségét is.

A projekthez csatlakozott az FVM pécsi SzOlészeti és Boraszati Kutatointézete (jelenleg
PTE Szo6lészeti és Boraszati Kutatointézet) is (,,A Kéarpat medence kertészeti ndvényei genetikai
diverzitdsdnak feltardsa, megOrzése és hasznositdsa a lakossdg életmindségének javitasara”,
Széchenyi terv, NKFP). A projekt folytatasaban, a GrapeGen06 EU sz6l6 génmegOrzési
konzorciumos palyazat keretében tovabb pontositottdk a leirdsokat, valamint a leiré modszer
valtozésait is kovették (Kozma Pal, nincs publikdlva). A részletes informaciok eldre lathatoan
2011-t6l lesznek nyilvanosan hozzéaférhetdek.

Jelenleg az adatbazisban a minél objektivebb fajtaleiras érdekében 74 OIV jellemzot
vesznek figyelembe. Ezeket 11 csoportba soroltak: bogyo, fiirt, virdg, ndvekedés, kifejlett levél,
fenologia, hajtas, termés, fiatal levél, fiatal hajtas és a GenRes CT96 No 81 egyik
eredményeképpen az SSR markerek (OIV801: VVS2, OIV802: VVMDS5, OIV803: VVMD7,
OIV804: VVMD?27, OIV805: ssrVrZag62, OIV806: ssrVrZag79).

2.2. Az alma taxon0miaja, szarmazasa, elterjedése, leirasa

A nemes alma (Malus x domestica Borkh.) rendszertanilag a rozsaviraguak (Rosales)
rendjén beliil, a r6ézsafélék (Rosaceae) csaladjaba tartozd almafélék (Pomoideae) alcsaladjanak
alma (Malus) nemzetségébe tartozik. Vildgszerte termd gyiimodlcs. Ebbe a nemzetségbe
kortilbeliil 30 faj tartozik. El6fordulasuk szerint kiilonboz6 alapfajokat kiilonithetiink el (1. dbra)
(Nyéki és Pethd 1984).

Europai alapfajok Kisazsiai és Kozép-azsiai Kelet-azsiai alapfajok Eszak-amerikai
kaukazusi alapfaj alapfajok alapfajok
Malus silvestris (L.) Mill.  Malus orientalis Uglitz. Malus sieversii (Ldb.) Malus baccata (L.) Borkh.  Malus coronaria (L.) Mill.
(Europai vadalma) (Keleti vagy kaukazusi M.Roem. (Bogyodalma) (Korona vadalma)
Malus dayphylla Borkh. alma) (Kizil alma) Malus prunifolia (Willd.)  Malus angustifolia (Ait.)
(Erdélyi vadalma) Malus turkmenorum Juz. Et Borkh. Michx.
Malus pumila Mill. M. Pop. (Szilvalevelii alma) (Déli v. keskeny levelii
(Paradicsomi alma) (Turkmén vadalma) Malus spectabilis (Ait.) alma)
Malus praecox (Pall.) Borkh. Malus ioensis (Wood)
Borkh. (Pompas v. aranyalma) Britt.
(Korai vadalma) Malus sieboldii (Regl.) (Prérialma)
Relid. Malus robusta (Carr.)
(Torino vadalma) Rehd.
(Bogyodalmahibrid)

1. abra: Almafajtak rendszere, eléfordulasuk szerint (Nyéki és Petho 1984).
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A nemes alma (Malus x domestica Borkh.) megnevezés altalanosan hasznalt fogalom, a
nemes alma szdrmazasa azonban a mai napig nincs tisztdzva. Evolucios-bioldgiai szempontbdl a
politipikus fajok multihibrid altipusaba soroljuk (Surdanyi 1998). Sok fajtajat tobb vadalmafajbol
nemesitették ki (Czimber 1995). Kialakuldsaban elsdsorban a M. silvestris Mill., a M. pumila
Mill., a M. dasyphylla Borkh., a M. praecox (Pall.) Borkh. és a M. orientalis Uglitz. fajok vettek
részt. Emiatt a nemes alma interspecifikus hibridnek tekinthetd (Nyéki €s Pethd 1984, Korban ¢és
Skirvin 1986). Az almafajtdkat nagymértékii heterozigotasag ¢€s jelentds genetikai variabilitas
jellemzi. A legtobb almafajta diploid (2n=34). A haploid genomméret viszonylag kicsi: 750
megabazispar.

Foldrajzi szempontbdl Forsline ef al. (1994) valamint Lamboy et al. (1996) Kazahsztant
¢s ezen beliil is Alma Ata-t (Almak atyja) jelolik meg géncentrumként. A korébbi irodalom,
azonban sok mas régiot is megjeldl. Vannak, akik Nyugat-Azsiat, Kozép-Azsiat, a Kozel-keletet
vagy Szibériat tartjadk az alma géncentrumanak (Zeven és Zhukovsky 1975, Zeven és de Wet
1982). Suranyi (1998) a korabbi elméleteket Terpd (1974) nyoman modositva tizenkét
géncentrumot hataroz meg, amelyek koziil az alma az 1. Kinai-Japan, V. Kozép-Azsiai, VI. El6-
Azsiai, IX. Europai-szibériai kozpontokban taldlhato meg.

A mintegy tizenotezer éve kezdddott domesztikacidval parhuzamosan az emberek mindig
torekedtek a kivalo egyedek elterjesztésére. A domesztikdcios kozpontokbol a fajtdk igy
mindenhova eljutottak a kereskedelmi ¢s diplomaciai Utvonalakon (karavanok, tengeri
utvonalak) keresztiil. Mindekdzben egyre értékesebb fajtak jottek létre alkalmazkodva az j
foldrajzi kornyezethez vagy az igényekhez (Surdnyi 1998). Az almat ma mar a vildg minden
részén termesztik, ahol az éghajlati és talajadottsagok ezt lehetové teszik.

Az alma termesztése Eurépaban mar a kdkor 6ta kimutathatd, a Karpat-medencében az
ujkdkor 6ta ismert gyiimdlcs. A gordg €s romai mitoldgia szdmos jo és rossz jelképévé tették,
példaul a gorogoknél a szerelem és a termékenység jelképe, mig a kozépkorban az Gsbiin
jelképévé valt. Mar a romaiak koraban is 29 fajtat tartottak szamon, eldszeretettel fogyasztottak
¢és bort is készitettek beldle (Wikipedia 2007). Magyarorszagon 1093-ban emlitik el0szor, alma
szavunk bolgar-torok eredetii. Oseink szamos téli és nyari almafajtat termesztettek a Karpat-
medencében. A nemes almak bearamlasa a 18. szazadtol indult nyugatrol (Rapaics é.n.).

Az almat tudatosan a 17. szdzadban kezdték nemesiteni. Magvetéssel eldallitott
csemetékbol kiilonitették el a fajtakat, és vegetativan szaporitottak tovabb. Franciaorszdgban
Venette volt az elsd, aki 1683-ban igy allitott el 1) fajtakat (pl.: ‘Kalvil’, ‘Renet’). Késébb az
1800-as évektdl Amerika jart élen a nemesitésben, ebbdl az idobdl szarmaznak tobbek kozott a

‘Delicious’, ‘MclIntosh’, ‘Jonathan’, ‘Golden Delicious’ fajtak (Nyéki ¢s Pethd 1984).
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A kiilonboz6é nemesitési eljarasokat a céloknak megfeleléen kombinaljak. A beltartalmi
értékeket, rezisztenciat és ontermékenytilést foképp keresztezéses nemesitéssel lehet valtoztatni,
mig pl. a ndvekedési jelleg vagy a gyiimdlcsok feddszine a mutaciok megfeleld hasznositasaval
valtoztathatd. A gylimolcsméret ndvelése pedig leginkabb a ploidiafok emelésével biztosithatd
(Soltész 1998). Habar az alma (Malus x domestica Borkh.) alapvetden diploid, felmeriil a
lehetdsége a komplex poliploididnak, amelyet az alma nemesitésben ki is hasznaltak (Williams et
al. 1975, Korban és Chen 1992).

Mara szdmos fajta alakult ki, melyeket vilagszerte termesztenek. ,,Fajtanak neveziink
minden almafaegyedet és annak vegetativ iiton szaporitott klonjait, amelyek eltérnek egymastol
¢s ez az eltérés morfologiai vagy biologiai alapon rogzithetd” (Nyéki és Pethd 1984).

A véletlen vagy tudatos keresztezések soran létrejott fajtak egyes riigymutansai tovabbi
kedvezd tulajdonsagokat mutattak, melyeket vegetativ szaporitassal rogzitettek. Az igy
létrehozott és elkiilonitett fajtdk csak néhdny fontos tulajdonsidgban térnek el az alapfajtatol
(gyiimoles szin, iz méret stb.), genetikailag rendkiviil kis mértékben kiilonboznek. Az
alapfajtakhoz kapcsolddoan létrejottek a legfontosabb fajtakordk, mint a ‘Jonathan’, ‘Golden
Delicious’, ‘Starking Delicious’.

A pomologia legsziikebb értelmezésben a fajtak leirasaval, rendszerezésével foglalkozik.
A fajtatulajdonsagok tekintetében az alma a leginkabb autondém fajok kozé tartozik, és nagy
genetikai valtozékonysaggal rendelkezik, ami segiti a fajtdk morfoldgiai hatdrozobélyegekkel
torténd leirdsat. A fajtameghatarozast segité bélyegeket csoportosithatjuk reproduktiv (virag,
gylimdlcs, maghéz jellege, magok) és vegetativ részek szerint (korona, torzs, agak, gallyak,
vesszOk, levélparna, lomblevél, riigyek). A fontos gazdasagi értékmérdk (gyltimodlecsméret, tomeg,
termesztési  jellemzok, ndvekedési erély) kevésbé hasznalhatok fajtaazonositdsra. Az
informdciok nemzetkoézi felhasznalhatosdga érdekében széles korben alkalmazzdk a
referenciafajtakkal torténd Osszehasonlitast (Dibuz 1998). Az almanal is jol hasznalhatdo a
szamkulcsos rendszerezés (Brozik és Regius 1957), amelyet a nemzetkdzi gyakorlatban is
alkamaznak (Dibuz 1998). Tobb a bevezetOben targyalt problémat azonban a sz6lonél leirtakhoz

hasonl6oan almandl sem lehet megoldani ezzel a rendszerrel.
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2.3. A markerek

A genetikai marker felismerhetd fenotipust, tulajdonsdgot meghatarozé gén (Kiss 2005).
A genetikai variabilitds vizsgalatara felhasznalhatunk morfologiai és/vagy biokémiai,
molekularis markereket.

A fajtak, valtozatok megkiilonboztetése, azonositasa, objektiv jellemzése ¢és
csoportositasa, rendszertani kapcsolatainak feltdrasa megkdveteli, hogy polimorf genetikai
markerek alljanak rendelkezésre. Az idedlis markerekkel szembeni elvarasok: nagyfoka
polimorfizmus, kodomindns 6roklédés, az allélek egyértelmii jelolése (megkiilonboztethetdsége),
reprodukélhatosag, koltségtakarékossdg, az adatok kicserélhetdsége a laboratoriumok kozott

(Bretting és Widrlechner 1995, Kiss 1999a).

2.3.1. Morfologiai markerek
A morfolégiai markerek tulajdonképpen fenotipusos kiilonbségek, melyek a genom

kodolo szakaszaiban meglévo allélvariacidk, polimorfizmus eredményei (Kiss 2005).

Markerként elsésorban morfologiai, agronomiai tulajdonsidgokat hasznaltak fel a
nemesitok egészen a XX. szazad végéig, ezeknek azonban sok kedvezdtlen tulajdonsaguk van,
pl.: dominans-recessziv 0roklodés, késdi expresszid, kornyezeti fliggés, pleiotropia, episztazis,
ritka polimorfizmus (Hajosné 1999). A szélonemesitést €s azonositast az is hatraltatta, hogy az
éveld fas novények felnevelése koltség- és iddigényes, ezen kiviil a borsz6lo fajtdk genetikai
hatterének ismeretei hidnyosak voltak (Reisch és Pratt 1996). Ugyanez a megallapitds az almara,
mint fas ndvényre, is helytallo.

A fajtak azonositasa, csoportositisa visszatérd probléma a nemesitési kutatasok teriiletén.
A fajtastruktira meghatarozasa rendkiviil nehéz feladat a tobb ezer év alatt kialakult nagyszamut
fajta, fajtavaltozat megléte miatt, és a helyi fajtdkndl a hianyos megnevezések miatt. Gyakran
eléfordult, hogy egy fajta 1j teriileten tOrtént meghonositasa sordn 10j nevet is kapott
(szinonimak), vagy mas fajtat ugyanolyan névvel kezdtek termeszteni (homonimak).

A fajtaleirds fejlodésével a 20. szdzad elején kezdddtek meg az elkiilonitésre valod
torekvések, foképpen a foldrajzi elhelyezkedés és morfologia alapjan. Ezekre épiilnek a
rendszerezési, besoroldsi munkik, amelyek a mai napig alapjai a novények taxondmiai
csoportositasanak, igy a sz6l0 €s az alma esetében is (Andrasovszky 1926, Negrul 1946, Németh
1967, Korban és Skirvin 1986, Dettweiler és Eibach 2003).

A morfologiai markerek tehat nélkiillozhetetlen részei nemesitési és génmegOrzési

kutatasoknak, a vilag kiilonb6zd teriiletein fellelhetd tobb ezer sz6ld- és almafajta, tobb szaz
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morfologiai bélyeg alapjan torténd elkiilonitése, dsszehasonlitdsa azonban rendkiviil idéigényes
€s tobb probléma megoldasara nem alkalmas.

A fajtaleirasok kiegészitéseként és a morfologiai markerek hatranyainak lekiizdésére a
tudomany a biokémiai, illetve a molekuldris markerek fel¢ fordult, hogy a nélkiilozhetetlen

morfoldgiai eredmények mellett i) megkozelitéseket tarjon fel.

2.3.2. Biokémiai, molekularis markerek
A morfologiai markerek korlatozott szama ¢és fejlédési  stadiumtol  fiiggd

alkalmazhatosadga vezetett a biokémiai markerek kifejlesztéséhez. A biokémiai markerek
lehetnek kis molekulatomegii vegyiiletek, makromolekuldk, szénhidratok, fehérjék (izoenzimek
vagy tartalékfehérjék) vagy DNS szakaszok.

Az DNS ¢és fehérje szintli biokémiai markereket Tanksley (1983) molekuléris
markereknek nevezte el. A DNS bazissorrendben rejlé genetikai variabilitds kimutatasara
novények esetén a kromoszomalis, a kloroplasztisz, illetve a mitokondridlis genom egyarant
lehetdséget ad.

A biokémiai markerek a morfoldgiai markerekhez hasonldan ugyantgy kiilonbozo allélek
megnyilvanuldsai, viszont azonositasuk a vizudlis értékelésnél bonyolultabb, analitikai
modszereket, laboratériumi felszerelést igényel.

Egy faj olyan multiplex molekularis enzimformait, amelyeknek a genomban tobb mint
egy enzim strukturgén felel meg, izoenzimeknek nevezziik (Markert és Moller 1959). Az
izoenzim formdkat 4ltaldban  keményitd-gélelektroforézis vagy  poliakrilamid  gél-
elektroforézissel frakcionaljak. Az enzim struktirgének legalabb harmada polimorfizmust mutat
(Hajosné 1999).

Az izoenzim markerek elényei koz¢ tartozik, hogy altaldban egyszeri mendeli
oroklésmenetet mutatnak, kodominans allélokkal és nem sziikséges bonyolult analitikai
eljarasokat alkalmazni (Bretting és Widrlechner 1995). A hatranyok kozt kiemelik az enzim-
koédolo régiok nem egyenletes eloszlasat a genomban, valamint ezek a markerek nem tarjak fel
teljes mértékben az aminosav-szekvencidkban meglévd tényleges variabilitast. Reisch (1998) ¢€s
Hajosné (1999) megemlitik a hatranyok kozt a kevés térképezett izoenzim 16kusz meglétét is.

Az izoenzim analizis (Subden et al. 1987, Weeden és Lamb 1985, Weeden et al. 1988)
jelentds elorelépést jelentettek a novények genetikai vizsgalatdban. A kutatds azonban
napjainkban a DNS szintli molekularis markerek fejlesztése, vizsgalata felé tolodott el.

A molekularis markerek nukleotid, vagyis DNS szintli variaciok, melyek kromoszomalis

lokalizdcidja azonosithatd. Legtobbszor ismeretlen funkcidju DNS szakaszok, melyek
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szekvenciajukban kiilonboznek az eltérd genotipusokban. A kodold régidkhoz, a génekhez,
hasonldan, ezeknek a szekvencidknak a valtozatait is alléloknak nevezziik (Kiss 2005).

Minden olyan 16kusz (DNS szakasz) polimorf, amelynek eltérd szekvencia-variansai
1éteznek az Gsszehasonlitand6 egyedekben (Fésiis et al. 2000). Mivel ezek a szekvencidk a
térképezési vizsgalatokban a génekre mint markerekre hivatkozunk (Weaver ¢s Hedrick 2000).

A molekularis markereket felhaszndlhatjuk polimorfizmus vizsgalatra, kapcsoltsag
keresésre, marker segitette szelekciora (MAS), genetikai térképezésre, evolucios vizsgalatokra
(génaramlas), extrakromoszomalis jellegek vizsgélatira, génazonositasra, korokozok
kimutatasara, transzgén kimutatasara (Bisztray és Velich 1999).

A DNS markerek torténete az RFLP modszer kidolgozasaval kezd6dott. Az RFLP a DNS
restrikcios emésztésén, a termékek elektroforetikus elvalasztasan és Southern hibridizacion

alapulo modszer (2. abra) (Staub és Serquen 1996).

1
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2. abra: RFLP (Staub és Serquen 1996).

A restrikcids hasitohelyek eloszlasa a genomban inszercid, deléci6 (INDEL) vagy
pontmutédcid kovetkeztében megvaltozhat. Botstein ef al. (1980) bizonyitottdk, hogy ezeket a
hasitasi fragmentum-hossz kiilonbségeket markerként lehet felhasznalni genetikai kapcsoltsagi
térképek szerkesztéséhez. Beckmann és Soller (1986) ramutattak hasznossdgukra mezégazdasagi
novények vizsgalatdban. A restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus markereket
felhasznaltdk mind sz616-, mind pedig almafajtdk Gsszehasonlitdsdra és megkiilonboztetésére is
(Bourquin et al. 1993, Tignon et al. 2001).

Az RFLP markerrendszer tobb szempontbdl is idealisnak tekinthetd. Nagy mennyiségii
informaciot szolgaltat, rendkiviil polimorf, kodominans allé¢lokat eredményez, génexpresszidtol
¢s kornyezettdl fliggetlen marker, a kédold és nem kodold régidkban egyarant kimutathatd a

genetikai variabilitas.



20

A moédszer hatranya, hogy meglehetésen munka- és iddigényes, az eredmények nehezen
ismételhetéek, uniformizalhatéak, ¢€és nagy mennyiségli ¢és tisztasagh DNS-t igényel,
viszonylagosan bonyolult, kdltséges vagy veszélyes (radioaktiv, toxikus) reagensek haszndlatat

teszi sziikségessé (Bretting és Widrlechner 1995, Nagy 1999).

PCR technikan alapulo markerek

A polimeraz lancreakcio (PCR) nukleinsav szekvenciak in vitro felszaporitasara alkalmas
modszer. A reakcid soran két primer, amelyek mesterségesen eldallitott oligonukleotid
molekuldk, kapcsolodik a denaturdlt templdt DNS ellentétes szalvégein (a primer a
komplementer szakaszhoz hibridizal). A primerek a természetben RNS indité molekulak, melyre
a DNS polimerdz enzimnek az 0j szal szintetizdldsdhoz sziiksége van. A reakcid lépései (3.
abra):
- denaturaci6 (denaturation) 90-94°C-on;
- a primerek kapcsolddasa (annealing) 36-72°C-on (a kapcsolodasi hOmérséklet a primer
olvadaspontjatdl fiigg);
- polimerizacid (extension) 72°C-on (amelyet a Thermus aquaticus baktériumbol izolalt hdstabil
Tag-polimeraz végez).
A Iépéseket 20-40 cikluson keresztil ismételve a célszekvencia nagy mennyiségben

amplifikéalhato. (Mullis és Faloona 1987, Saiki ef al. 1988).
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3. abra: A polimeraz lancreakcié sematikus abraja. (Kiss 1999a)

A PCR felfedezését kovetden hamarosan megjelentek a PCR alapu technikak, amelyek
koziil kezdetben a random amplifikaciés modszerek terjedtek el, a RAPD és a rokon technikak,
mint az AP-PCR, DAF, ASAF. Késobb felmeriilt az igény azokra a specifikusabb ¢és igy
megbizhatobb PCR-alapt eljarasokra, amelyek vagy eldzetes szekvenciaismeretet (SSR, STMS,
SCAR) vagy a PCR mellett restrikcios emésztést (CAPS), illetve a restrikcios fragmentumok
ismert szekvencidju adapterekkel torténd kiegészitését igénylik (AFLP) (Nagy 1999).

A RAPD modszert Williams et al. (1990) valamint Welsh és McClelland (1990) irtak le
eldszor. A technika a DNS szekvencia polimorfizmusat egy vagy tobb oligonukleotid primerrel
mutatja ki. A RAPD primerek 9-10 véletlenszerlien megvalasztott nukleotidbol allnak. Az
amplifikacié soran ezek a genom komplementer szekvenciajaval Osszekapcsolodnak. Ha a

kotodési helyek megfeleld ,,amplifikalhatd™ tavolsagban (20-2000 bp) vannak egymastol, az



22

adott 16kusz felszaporitasat eredményezi. Minden primer a genom tdbb pontjaban szaporit fel
diszkrét termékeket. Polimorfizmusrél akkor van sz6, ha a felszaporodott lokuszok szama
¢s/vagy mérete eltérd a kiilonbozd vizsgalt genomok kozott (Kiss 1999a). A technika eldnye,
hogy nincs sziikség eldzetes szekvencia-ismeretre, valamint kis mennyiségi DNS-sel konnyen és
gyorsan nyerhetlink nagy mennyiségli informaciot. Kivitelezésikk egyszerli, kevéssé
eszkozigényes. Hatranyai kozott megemlitendd az, hogy a RAPD markerek tobbsége dominéns
oroklésmenetet mutat, illetve a szennyezddésekbdl eredd ,,szellem™ savok zavardak lehetnek,
valamint eléfordulhat, hogy az azonos méret ellenére, a kapott fragmentumok szekvencidja nem
egyezik meg. Nagy (1999) kiemeli még, hogy feloldoképességiik és reprodukalhatdosaguk
esetenként nem megfeleld. Ezt a modszert alkalmaztdk a sz6l6 genotipizalasara,
fajtaazonositasra is (Grando et al. 1995, Ulanovsky et al. 2001, Bisztray et al. 2003, Gonzalez-
Horta et al. 2003), de az elmult években leginkabb térképezési és kapcsoltsagi vizsgalatokban
hasznaltak RAPD markereket (Doligez et al. 2002, Fischer et al. 2004, Mandl et al. 2006, Naik
et al. 2006).

Az AFLP technika a genomi DNS restrikcios emésztését kovetd szelektiv PCR
amplifikacion alapul, melyet elsdként 1995-ben irtak le (Vos ef al. 1995). Az AFLP mintazatot a
restrikcios fragmentumok hosszdban megnyilvanulé kiilonbség eredményezi (Kiss 2005). A
modszer eldnyei kozé tarozik, hogy nem igényel eldzetes szekvencia ismeretet, és sok
fragmentumot eredményez, ami viszonylag gyorsan nyudjt nagy informacidémennyiséget.
Hatranya, hogy elsésorban domindns markereket kapunk, és ha populécio egyedeit vagy fajokat
vizsgalunk, az azonos méretii fragmentumok nem jelentenek feltétleniil szekvencia-azonossagot
is (Staub és Serquen 1996). A moddszer onmagaban nem alkalmas uniformizalt azonositasi
rendszer kialakitasara, mivel restrikcios emésztésen ¢€s PCR-amplifikacion alapul, amit
nagymértékben befolyasolnak a DNS templat oldatban talalhato vegytiletek. Benjak et al. (2006)
kisérletei ezt dendrogramokkal is jol szemléltetik.

Ez a technika is elsdsorban a térképezési, kapcsoltsagi vizsgalatokban terjedt el (Sensi et
al. 1996, Xu ¢és Korban 2000, Pauquet ef al. 2001, Cevik és King 2002, Fischer et al. 2004), de
fajtaazonositasi vizsgéalatokban is felhasznaljak (Fossati ef al. 2001, Tignon et al. 2001).

A RAPD vagy AFLP markereket sok esetben tovabb finomitjdk SCAR (Yang és Korban
1996, Xu et al. 2001, Akkurt et al. 2007) és/vagy CAPS (Gianfranceschi et al. 1996)
markerekké, melyek specificitasuknak kdészonhetéen sokkal megbizhatobbak. Ezekkel a PCR
alapu tovabbfejlesztett technikdkkal a dominans jellegi RAPD markerekbdl kodomindns

markereket lehet eléallitani.
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Paran és Michelmore 1993-ban irtak le eldszor salataban a SCAR markerek kifejlesztését.
A kivant RAPD marker szekvencia-analizisét kovetéen hosszabb (20-25 b) oligonukleotid
primer-parokat terveztek, amelyek specifikus amplifikaciot tesznek lehetdvé. A restrikcids 1épést
is tartalmaz6 CAPS modszerrel még specifikusabba tehetd a random amplifikdciés mintazat
(Konieczny és Ausubel 1994). Kim et al. (2003) azt emelik ki eldnyként, hogy a SCAR
markerek kifejlesztése viszonylag egyszerli, az értékeléshez nem sziikséges kiilonleges, nagy
felbontasti gél. Ugyanakkor megjegyzik, hogy jellegébdl addddan nem elég hatékony a
polimorfizmus vizsgéalatokban.

Az eukaridta szervezetek, igy a ndvények genetikai allomanya nagy mennyiségli nem
kodolo repetitiv DNS szekvenciat tartalmaz. Magasabbrendli novényeknél ez kiteheti a teljes
genom 80-90%-4t is. A repetitiv szekvencidknak két f6 tipusa van: tandem elrendezésii és a
genom kiilonbdzd részein szétszort (interspersed) ismétlddések (Kiss 1999b). A tandem
elrendezésli ismétlddések kozé tartoznak a szatellit DNS-ek, a riboszomdlis RNS gének, a
telometrikus ismétlodések, valamint a mini- és mikroszatellit DNS-ek. A mini és a
mikroszatellitek kozds tulajdonsaga a kiilonb6zo tagszam, ezért VNTR-nek (Variable Number of
Tandem Repeat) is nevezik Oket.

A mikroszatellit DNS-eket el6szor emberi genomban jellemezték mint nagy
informaciotartalmi genetikai markereket (Weber és May 1989, Litt és Luty 1990). A
mikroszatellitek 1-5 bazispar méreti ismétldodé DNS szekvenciak (4. abra). Az angol egyszerl
ismétlddé szekvencia elnevezés utan SSR-nak is nevezik. A tandem ismétlédések szama
fajonként és fajtanként is eltéré lehet, ezért alkalmazhatdéak markerként polimorfizmus

kimutatasara, fajtaazonositasra, térképezésre (Kiss 1999a).

Forward primer Reverse pﬁ.mer
IEEEEEep -— Hossz l)l]]j.ll‘ll]l'ﬁZlIlllS - qd44444qay
tagittccactiticattgaaaagaaggatcictitctitcacacacacacacacacacacacacacacacacacaggaccttgtigggrtatge tgnetetgtigtgaaccttgeatgtt
cacacacacacacacacaca
cacacacacacacacacacacaca
cacatacacacacacacacacacacaca
= Leiris

- riivid nukleotid motirumolk tandem ismétlidése (1- 6 hp)

= alacsony szami ismétlidés (5-100 isméilodeés)

» véletlen eloszlis a g h

= 3 hosszpolimorfizmus detekitilhats PCR amplifiliicidval és elekiroforézissel

» Elinyik
» lokusz-specifikus amplifikicié = zyakori elifordulis
= nagyfoki polimorfizmus = kodominins Griklésmenet

= egyvenletes eloszlas a sejimagi genomban

4. abra: Egy dinukleotid mikroszatellit lokusz (Sefc et al. 2001).
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A mikroszatellitek leginkabb az eukariéta genom heterokromatikus, intergénikus
régidiban fordulnak elé. A tandem-ismétlédd szekvencidk eldtt és utdn konzervative DNS
szakaszok talalhatoak, amelyekre primert tervezve, a kozottiik elhelyezkedd mikroszatellit
szekvencia felszaporithatd (4. 4bra). Jellemzd rajuk a kodomindns Oroklésmenet, a genomban
nagy szamban ¢és jO eloszlasban fordulnak eld, a kornyezeti hatasoktdl fiiggetlenek,
génkolcsonhatasok nem befolydsoljak, a nagy mértékii polimorfizmus egyszeri méretbeli
kiilonbségként figyelhetd meg. A ritkdn hasznalt angol Simple Sequence Length Polimorphism
is azt fejezi ki, hogy az ilyen tipusu markerek 1ényege az egyszerli hosszpolimorfizmus (Kiss
2005). A polimorf mikroszatellitek detektalasanak moédszerét Weber és May irtdk le 1989-ben.
Emlosoknél és novényeknél egyarant jo genetikai markereknek bizonyultak.

Az SSR markerek kifejlesztésének tobb modja van. A legalapvetobb lehetéség DNS
klontar (kis inszertméretli genomi konyvtar) 1étrehozasa, majd hibridizéacio kiillonb6z6 probakkal
az ismétlédésekre (Merdinoglu er al. 2005). A ndvényekben leggyakoribb dinukleotid
ismétlodések az (AT)/(TA), (AG)/(CT) vagy az (AC)/(GT) (Lagercrantz et al. 1993, Thomas és
Scott 1993, Wang et al. 1994). Tovabbi lehetdség a meglévé EST szekvencidkra tervezni SSR
primereket (Scott et al. 2000), és/vagy a mas fajokban kifejlesztett mikroszatellit markerek
tesztelése (Agrawal et al. 2000).

Az elmult évtizedben a mikroszatellit markerek fejlesztésére és felhasznalasara szamos
kutatas indult gazdasagi novények, pl.: szoja (Glycine max (L.) Merr.), kukorica (Zea mays L.),
baza (Triticum aestivum L.), napraforg6 (Helianthus annus L.) esetében ( Brunel 1994, Devos et
al. 1994, Senior et al. 1996, Cregan et al. 1999). A rézsafélék (Rosaceae) koziil leginkdbb az
alma, cseresznye, kajszi- és Oszibarack esetében indultak meg az SSR vizsgalatok (Pedryc et al.
2002). Megbizhatosaguk, kedvezo tulajdonsagaik miatt vizsgalatainkhoz mi is ezt a markertipust
valasztottuk. Mivel a sz6l0 és az alma fajtakat vegetativ szaporitassal tartjak fenn, ezért a fajtak
SSR-mintazatuk alapjan jol elkiilonithetéek egymastol, mikozben az adott fajtdhoz tartozd
egyedek, a szomatikus mutécios esetek kivételével, azonos ,,ujjlenyomattal” rendelkeznek.

Az ISSR markerek szintén a genom ismétlddd szekvencidin alapulnak (Zietkiewicz et al.
1994), kevesebb fejlesztést igényelnek, mint az SSR markerek. Maguk az ISSR primerek
tartalmaznak ismétlédo szekvencia-elemeket, 3° vagy 5’ végiikon pedig, repetitiv szekvencidban
nem szereplé nukleotidot. Nagy (1999) a modszer elonyei kozott emeli ki, hogy az AFLP-hez
hasonlé komplexitasti fragmentummintazat allithaté eld, viszont nincs sziikség restrikcios
emésztésre, ligdlasra és szekvenciaismeretekre sem. Sefc ef al. (2001) tobbek kozt ezt a modszert
javasoljak sz6l6 klonok elkiilonitésére, amennyiben a mikroszatellit markerekkel ez nem

sikertilne.
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Az egyszerii nukleotid polimorfizmus (SNP) a genetikai variabilitds leggyakoribb
formdja. Az allélok kozott legtobbszor ilyen kiillonbségek vannak. Collins (1998) szerint az
emberi DNS polimorfizmus 90%-a ilyen jellegli. 300-1000 bazisparonként fordulnak eld a
huméan genomban. Az SNP alapi markereket els@sorban térképezési célbol hasznaljak fel.
Gyakori eléfordulasuk a genomban, illetve a kodold régidkban, alkalmassa teszik oket a klonok,
szinvaltozatok, riigymutansok molekularis megkiilonboztetésére is. Mind sz6lében, mind
almaban zajlanak az SNP azonositasi kisérletek (Faes et al. 2003, Newcomb et al. 20006,
Lijavetzky et al. 2007, Chagné et al. 2007).

A molekularis markerek kozott a retrotranszpozon alapuak is hasznalhatoaknak
bizonyultak a diverzitas ¢és kapcsoltsagi vizsgalatokban. A retrotranszpozon eredetli

markerrendszerek az inszercids polimorfizmust fedik fel (Antonius-Klemola ef al. 2006).

2.3.3. Molekularis markerek felhasznalasa a sz616 genomikai vizsgalatokban
A molekularis markereket a legkiilonbozébb lagyszara és fas szart kertészeti ndvények

genotipizalasara alkalmazzak. Az alabbiakban a sz616hoz kapcsoldoddan sorolok fel alkalmazott
modszereket, elért eredményeket, torekedve az idérend betartasara.

Bourquin et al. (1993) 46 szOlofajtat, illetve valtozatot hasonlitottak 6ssze RFLP
mintdzatuk alapjan. Sikeriilt fajtacsoportokat elkiiloniteniiik tobbek kozt a ‘Pinot’ valtozatokat,
valamint a ‘Gamay’ valtozatokat. Eredményeik, a kordbbi ampelografiai eredményekkel jol
korrelalva, megerdsitik a feltételezett kozeli rokonsagot. Mindemellett ramutatnak, hogy az
extrém ampelografiai hasonldsag ellenére a fajtdk RFLP mintazata eltérhet (példaul az ‘Altesse’
¢s a ‘Furmint’ fajtak). Kisérleteik ravilagitanak, hogy az ampelografianak nagyon j6 kiegészitdje
lehet a molekuldris szintli fajta-elkiilonités.

Collins és Symons (1993) elképzelései kozott mar egy adatbank 1étrehozésa is szerepelt,
mely a fajtak azonositdsara, rokonsagi kapcsolatok feltardsara lenne alkalmas, DNS szinten.
Sikeres kisérletiikben RAPD modszerrel (sz616nél els6ként) kiillonboztették meg a szoléfajtakat
egymastol. Nem sikeriilt azonban kiilonbséget tenniiik a ‘Pinot noir’ valamint ‘Skiral’ klénok
kozott. Az adatok 0Osszegyujtésével felvetik a fajtak kozotti filogenetikai kapcsolatok
feltarasanak lehet0ségét is. Ez a fajtaazonositasi modszer nem terjedt el széles korben vélhetéen
a megfeleld primerek kivalasztdsa és az értékelés nehézségei valamint az Uj moddszerek
megjelenése miatt.

M¢ég ugyanebben az évben Thomas és Scott (1993) szadmoltak be elséként szdl6-
specifikus mikroszatellit markerek eléallitasarol és genotipizalasra vald sikeres alkalmazasukrol.

A kifejlesztett STMS (elterjedt nevén SSR) markereik nevét (VVS markerek) a Vitis vinifera cv.
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Sultana kezddbetiikbdl alakitottak ki, mivel az eredeti mikroszatellit 16kuszokat ebbdl a fajtabol
klonoztak. Kisérleteikben bizonyitottak, hogy a kifejlesztett mikroszatellit markerek
kodominans, mendeli 6roklésmenetet mutatnak, és magas szinti DNS polimorfizmus adnak
szOloében. Az eredmények alapjan Thomas et al. (1994) méar javaslatot tettek egy nemzetkozi
Osszefogassal létrehozandd mikroszatellit adatbazisra, amely standardizalt mikroszatellit
markerek hasznélataval egy univerzalis fajtaazonositasi rendszer megalapozasat jelenti. Egyes
markereiknél (VVS5-FP, VVS19-JOE) kimutattdk null allélok jelenlétét, ami ezekben az
esetekben kissé bizonytalannd teheti a homozigdta genotipus meghatarozasat. Ez azonban
leginkabb a nem V. vinifera eredeti alanyfajtak vizsgalatdban mutatkozott meg. Adatbazisuk
tobb mint 80 szdl6fajta adatait tartalmazta 7 STMS lokuszban. Hatékonyan megkiilonboztették a
fajtakat (a Teleki 5SA ¢és Kober 5BB kivételével), és bemutattdk hogy a mddszer sikerrel
alkalmazhaté a sziilé-utdod kapcsolatok meghatarozasaban is. Eredményeik kizartdk a
feltételezést, hogy a vizsgalatban szereplé ‘Sylvaner’ a Németorszagban elterjedt ‘Miiller-
Thurgau’ fajta sziildje. A kapott informaciok alatamasztasara tovabbi vizsgalatokat javasoltak
kiilonboz6 helyekrdl szarmazo klonok bevonasaval. A tovabbiakra tekintve tehat bizonyitottak, a
mikroszatellit markerek egyszerli és sokoldall felhaszndlhatosagat. Késdbb tobben is
megerdsitették, hogy a ‘Miiller-Thurgau’ nem a ‘Rajnai rizling’ és ‘Sylvaner’ (azaz ‘Zold
szilvani’) keresztezésével, hanem a ‘Rajnai rizling’ x ‘Chasselas’ keresztezésbdl szarmazik (Sefc
et al. 1997, Dettweiler et al. 2000).

A sz016 genetikai térképének elkészitésére is megindultak a kisérletek. Az elsd
molekularis marker térképet sz6l6ben (Vitis, 2n=38) Lodhi et al. (1995) szerkesztették, amely
RAPD, RFLP ¢és izoenzim markereken alapult. A térképet egy egyszerli interspecifikus hibrid
populécid segitségével készitették. 19 kapcsoltsagi csoportot tudtak létrehozni, ami megfelel a
Vitis vinifera L. haploid kromoszémaszdmanak.

Bowers ¢és Meredith (1997) a ‘Cabernet Sauvignon’ vordsbort add szdlofajta eredetét
vizsgaltak. 51 fajta 30 polimorf mikroszatellit 10kuszban kapott adatai bizonyitottak, hogy a
‘Cabernet franc’ és a ‘Sauvignon blanc’ a sziild fajtak. Mas lehetséges kombinaciot nem kaptak.
A human biiniild6zésben mar ismert valosziniiségi (likelihood ratio) szdmitdsokat adaptaltdk az
eredmények statisztikai alatdmasztdsdra. A ‘Cabernet Sauvignon’ klonjainak vizsgélataval
megallapitottdk annak egy magoncbol eredd monofiletikus eredetét (a klonok mind azonos
genotipust mutattak).

A sz616nél fajtaazonositasi és térképezési munkakhoz felmeriilt az igény egyre tobb jol
hasznalhatdo marker irant. Tobbek kozt ez az igény hivta életre az 1997-ben megalakult Vitis

Microsatellite Consortium-ot (VMC), amely viladgszerte 21 kutat6 laboratoriumot fogott 0ssze az
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Agrogene magancég (Franciaorszag) iranyitasaval. Az évek soran, a konzorcium keretein beliil
333 1j Vitis mikroszatellit markert allitottak eld. Ezeket napjainkban is alkalmazzdk. A
nemzetkozi sz6l6 genom programban (International Grape Genome Program) kiemelt helyre
keriiltek az SSR markerek. Két ajanlasdban a mikroszatellitek térképezését, illetve a publikus
SSR markerek elhelyezését a GenBank UniSTS adatbazisaban ,,Vitis” cimsz6 alatt, fogalmazta
meg (Www.vitaceae.org).

52 szolofajtat vizsgaltak 32 SSR markerrel Sefc er al. (1998b). A fajtak kozott tobb
osztrak is szerepelt. Megcafoltdk a ’Jubildumsrebe’ eddig feltételezett eredetét (’Blauer
Portugieser’ x ’Blaufrinkisch’) és komplex genetikai rokonsagot sikeriilt feltarniuk 9 eurdpai
szOlofajta kozott. Vizsgalataikban szerepeltek az ‘Ottonel muskotaly’, ‘Csaba gyongye’,
‘Heunisch’, ‘Pinot noir’ fajtak is, azonban ezeknek az adatait nem kozlik, tovabba az ‘Ottonel
muskotaly’ és ‘Csaba gyongye’ fajtak kozotti sziilo-utdéd kapcsolatrél sem tesznek emlitést. A
felhasznalt markerek kozott szerepel a VVMD21, VVMD36, ssrVrZag64, és ssrVrZag79,
melyeket ebben a dolgozatban is felhasznaltunk. Amellett, hogy bizonyitottak a mikroszatellit
markerek alkalmazhatosagat pedigréelemzésekben, statisztikai analizist végeztek az SSR
markerek jellemzésére €s a kapott sziilé-utdd kombindciok valosziniiségének meghatarozasara.
Az elemzés eldsegitésére késziilt el az IDENTITY 1.0 program (Wagner és Sefc 1999).
Markerenként (l6kuszonként) meghatdroztdk az allélszamot, allélgyakorisdgot, vart ¢&s
megfigyelt heterozigozitast (Nei 1973), ,,sziildség”-kizarasi valoszinliséget (paternity exclusion
probability, Weir 1996), és null allél eléforduldasdnak valoszinliségét (Brookfield 1996). A
marker megkiilonboztetd képességének becslésére meghataroztak annak a valdszinliségét, hogy
két véletlenszertien kivalasztott egyed azonos genotipust mutat (PI, Probability of identity,
Paetkau ef al. 1995).

1999-ben szamoltak be Sefc et al. az elébb emlitett ,,ss7VrZag” markerek kifejlesztésérol.
Vitis riparia Mchx. genomi klontarat teszteltek (GA), tandem ismétlddé szekvencidkra. A
tervezett mikroszatellit markereket 14-120 Vitis vinifera L. fajtan tesztelték és 13 markert
(ssrVrZag7, ssrVrZagl5, sstVrZag2l, ssrVrZag25, sstVrZag29, ssrVrZag30, ssrVrZagd7,
sstVrZag62, ssrVrZag64, ssrVrZag67, ssrVrZag79) talaltak legalkalmasabbnak a
genotipizalasra. Annak az esélye, hogy két véletlenszerien kivalasztott egyednek azonos legyen
a genotipusa (PI) rendkiviil alacsony, 2,2x10™'° volt. Mar az 5 leginformativabb markerrel
sikeriilt megkiilonboztetnilik a 120 sz6l6fajtat, a szinvaltozatok kivételével. Ez eldrevetiti, hogy
a modszer nem alkalmas, a genetikailag nagyon kismértékben kiilonbozd, fajtavéltozatok

megkiilonboztetésére.
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Portugal fajtagylijteményt vizsgaltak Lopes et al. (1999), akik 49 egyedet genotipizaltak
11 mikroszatellit markerrel (VVS2, VVMDS5, VVMD6, VVMD7, ssrVrZag21, ssrVrZag47,
ssrVrZag62, ssrVrZag64, ssrVrZag79, sstVrZag83). 36 kiilonbozé SSR mintazatot kaptak, és
felfedtek szdmos szinonimat is, tobbek kozt a ‘Ferndo Pires’ (a legfontosabb portugal
fehérborszol6 fajta) = ‘Maria Gomes’ vagy a ‘Moscatel de Setubal’ = ‘Alexandriai muskotaly’
esetében. A fajtak bogyoszin-véltozatait nekik sem sikeriilt megkiilonboztetniiik a felhasznalt
mikroszatellit markerekkel. A sziil6-utdd kapcsolatok elemzése sordn, dsszesen 23 mikroszatellit
marker bevonasaval felfedték, hogy a ‘Boal Ratinho’ a ‘Malvasia Fina’ és ‘Siria’ fajtak
keresztez6désébol szarmazik. A szinonimak feltarasa ravilagit arra, hogy a modszer nemcsak a
szdrmazas vizsgalatokban, hanem a fajtafenntartdsi és gytijteménykezelési munkakban is
rendkiviil fontos szerephez juthat.

Maletic et al. (1999) 9 SSR 16kuszban hataroztak meg 22 horvat szol6fajta genotipusat.
Tobb szinonimat feltartak (pl. ’Plavina’ = ’Brajdica’), és fontos magyar vonatkozas, hogy a
horvat "Moslavac’ -ot azonosnak talaltak a magyar *Furmint’ fajtaval.

Bowers et al. (1999a) Eszakkelet-francia sz616fajtak sziil6-utod kapcsolatait deritették
fel. 32 mikroszatellit marker segitségével 16 fajtat azonositottak, amelyek a ‘Pinot’ és a ‘Gouais
blanc’ egyszerli keresztezésével johettek 1étre, kozottiik van a ‘Chardonnay’ is. A ‘Gouais blanc’
azonos a régen Kelet-Europaban széles korben termesztett ‘Heunisch weiss’ fajtdval, amit a
mikroszatellit markerek is alatdmasztanak.

Vidal et al. (2000) gyors fajtaazonositasi rendszer kialakitdsa céljabol RAPD
markerekbdl konvertdlt SCAR markereket terveztek. Az altaluk kivélasztott 5 RAPD
fragmentum alapjan tervezett SCAR marker koziil azonban, 3 (pl. az elvileg ‘Chardonnay’
specifikus is) mas fajtdkban is amplifikalta a vart méretii terméket és kettonél kaptak valoban
specifikus terméket (az egyiknél viszont a reakcidhdmérséklet valtoztatasaval csokkent a
specificitas). Amellett, hogy az eldallitasuk nehézségekbe litkozik, altaldnos fajtaazonositas
szempontjabol a megkozelitésnek tobb hatranya is van. Az ilyen tipusu markerek kizardsos
alapon mitkodnek. Nem nyeriink informaciot egy mintarol, ha abban nem amplifikdl az adott
fajtaspecifikus SCAR marker (megjegyzem, ha nincs reakciotermék az mindig bizonytalansag a
reakcid miikddését illetden). Ahogyan a szerzok is leirjak, ezeket konkrét esetekben lehetne
felhasznalni, mint pl. az elterjedt borszél6fajtak azonositadsara, amikor a szaporitdbanyagrol, vagy
termésrol gyorsan meg kell allapitani, hogy arr6l van-e sz6, aminek allitjak vagy sem. Az ilyen
tipust markerek altalanos fajtaazonositasi célu fejlesztése nem terjedt el.

124 mikroszatellit régiot azonositottak Scott et al. (2000) 5000 Vitis EST analizisével. 16

SSR primerpart terveztek, melyek koziil 10 szaporitotta fel a vart méretii fragmentumokat. A
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»cu” markerek megbizhat6 polimorfizmust mutattak fajtak, fajok, és/vagy nemzetségek kozott.
Véleményiik szerint megkdzelitéleg 1000 tovabbi hasznalhatdé mikroszatellit marker eldallitasara
lett volna lehetdség ebben a projektben. Ez elsOsorban a térképezési és kapcsoltsagi
vizsgalatokban lehet perspektivikus. A moddszer mindenesetre kivaléan alkalmas
mikroszatellit markerek eléallitasara. Ebben a tanulmanyban a Scu 8 és a Scu 10 mikroszatellit
markereket hasznaltuk fel, amelyek 5S’UTR régiobol amplifikdlnak. 7 egyed (koztik a 2 Vitis
vinifera L.) vizsgalata alapjan a Scu 8 marker a fajok kozott, mig a Scu 10 marker a fajtak, fajok
¢s nemzetségek kozott is polimorfizmust adtak (Scott et al. 2000).

A mikroszatellit hatarolo régiok nagyfoka (91%) konzervativizmusat figyelték meg Di
Gaspero et al. (2000) Vitis fajok kozotti vizsgalatukban. Megéllapitottak, hogy a fajok kozotti
eltérések legtobbszor nem az ismétlddé szekvencidk egyszerli szambeli eltérésébdl adodnak.
Kisérletiik ravilagit, hogy a mikroszatellit markerek fajok kozotti atvitele és alkalmazasa
lehetdvé teszi a nagyobb léptékli taxonomiai vizsgalatokat és felhasznalasukat a nemesitési
programokban, ahol nem ritkak az interspecifikus keresztezések.

Lefort ¢és Roubelakis-Angelakis (2000) Iétrehoztak a gorog szold adatbazist (GVD) a
fajtak mikroszatellit adatainak Osszegylijtésére. Az interneten elérhetd adatbazisban szerepel a
magyar ‘Csaba gyongye’ fajta is. Az ilyen adatbazisok nagy segitséget nyUjthatnak az
eredmények Osszehasonlitdsaban.

Lefort és Roubelakis-Angelakis (2001) 50 gordg szOlofajta mikroszatellit profiljat is
meghatdrozta 11 SSR l6kuszban (ssrVrZag2l, ssrVrZagd7, ssrVrZag62, ssrVrZag64,
sstVrZag79, ssrVrZag83, VVS2, VVMDS5, VVMD7, UCHI11, UCH29). Az adatok a fent
emlitett GVD adatbazisban elérhetéek (http://gvd.biology.uoc.gr/gvd/index.htm). A markerek
részletes jellemzése mellett a fajtak rokonsagi kapcsolatait is vizsgaltadk. Harom par esetében
azonositottak szinoniméakat. Megéllapitottdk, hogy a genetikai adatok, az ampelografiai és
torténeti leirasokkal Osszevetve, sziikségesek a fajtagylijtemények optimalis fenntartasdhoz és a
rosszul azonositott fajtak kisziiréséhez.

Hét 1j, hasznos SSR marker eléallitasarol és a Dél-Olaszorszagi szol6fajtak vizsgalatarol
szamoltak be (Pellerone et al. 2001). A fajtdkat sikeresen kiilonboztették meg (a klonok
kivételével), valamint egy (vélhetéen fenntartasi) hibara is fényt deritettek a gylijteményben.
Mivel a fajtagylijtemények fenntartasa meglehetdsen koltséges, ezért a fajtdk pontos azonositasa
nemcsak tudomanyos, hanem gazdasagi szempontbol is fontos, a felesleges redundanciak
elkertilése érdekében.

Grando ef al. (2002) az SSR markerekkel kapott sajat és nemzetkozi eredményeket
gytijtotték egybe. Igy jott 1étre az olasz GMC adatbazis (IASMA, Italy, 2002). Az internet alapt
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(http://meteo.iasma.it/genetica/gme.html)  adatbazis lehetévé teszi az adatok gyors
Osszehasonlitasat a korabbi eredményekkel.

24 polimorf mikroszatellit 10kusz alléljai igazoltak a ’PoSip bijeli’ szarmazasat
(’Zlatarica’ x ’Bratkovina’) abban a tanulmanyban, ahol 14 horvat sz6l6fajtat elemeztek (Piljac
et al. 2002). Mindossze VMC2B3 l6kuszban kaptak egy 2 bp-os eltérést, amelyet a lokusz
szomatikus mutacidja magyarazhat. Az ilyen eltérés nem egyediilallé az irodalomban (Bowers et
al. 1999a) és Osszeegyeztethetd a mikroszatellitek evoliicios modelljével (Jarne és Lagoda 1996).

Magvatlansaghoz ¢és bogyotomeghez kapcsolt QTL-eket hatdroztak meg szdlében
(Doligez et al. 2002). Harom egymast kovetd év termésvizsgalatanak felhasznalasaval és 301
marker (250 AFLP, 44SSR, 3 izozim, 2RAPD, 1SCAR, 1 morfoldgiai marker: bogydszin)
felhasznalasaval szerkesztették meg genetikai térképiiket. A felhasznalt mikroszatellit
primerparok koziil ketté tobb 16kuszbol amplifikalt fragmentumokat. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a sz6ld azonositasi vizsgalatokban azok az SSR primerek terjedtek el,
amelyek egy mikroszatellit 16kuszt hataroznak meg. Gyakran 0sszemosodik az irodalomban a
mikroszatellit (SSR) l6kusz és mikroszatellit (SSR) marker megnevezés, mivel az SSR 1okuszt
hasznaljuk genetikai markerként. Az SSR-eket tulajdonképpen a hatarolé konzervativ régiokra
tervezett SSR specifikus primerparokkal jelolik meg, amelyek amplifikdljak az adott
mikroszatellitet PCR reakcidokban.

A ‘Sangiovese’ 25 regisztralt klonjat genotipizaltak Vignani et al. (2002) 8 mikroszatellit
lokuszban (VVS2, VVS4, VVS29, VVMD3, VVMD6, VVMD7, VVMDI17, VVMD21).
Alatamasztottak az ampelografiara alapozott feltevéseket, hogy a GAS, CH6, LA4 jeltiek nem
valédi ‘Sangiovese’ klonok. A tobbi 22 esetben azonos mikroszatellit ujjlenyomatokat kaptak,
igazolva, hogy a markertipus nem alkalmas a valodi klonok megbizhatdo megkiilonboztetésére. A
klonok  megkiilonboztetéséhez ~AFLP  technikdt hasznéltak, amelynek eredményei
alatdmasztottak a fentieket is.

Interspecifikus keresztezéssel (V. vinifera ("Moscato Bianco’) x V. riparia Mchx.) nyert
F, populécié segitségével készitettek el a Vitis riparia Mchx. genetikai térképét Grando et al.
(2003) nagyrészt SSR ¢és AFLP markerekre alapozva. Ez tovabbi segitséget nyujt a
tulajdonsagok térképezéséhez, és a genomot megfelelden reprezentalé markerek kivalasztasahoz,
akar szarmazasi vagy dsszehasonlitasi kisérletekben is. J6 példa az AFLP , teljesitOképességére”,
hogy 63 primerpér tesztelése soran 48-cal kaptak értékelhetd eredményt a sziildknél. Osszesen
4300 fragmentumot kaptak. Primerenként 14-52 polimorfat, melyek tobb mint 60%-a

szegregalddott az utdédokban.
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Kozma et al. (2003) a ‘Csaba gyongye’ eredetvizsgalata soran 81 RAPD primert és 19
mikroszatellit markert hasznaltak fel. Ezek az el6zetes eredmények is arra utaltak, hogy a
’Bronnerstraube’ és az *Ottonel muskotaly’ keresztez€sébdl nem johetett 1étre a *Csaba gyongye’
fajta.

Bisztray et al. (2003) 96 RAPD primert hasznaltak fel, tobbek kozott ‘Harsleveld’,
‘Furmint’ fajték, illetve ‘Kocsis Irma’, ‘Thalloczy Lajos muskotaly’, ‘Kunbarat’ eredetli hibridek
elkiilonitésére. 7 ‘Sziirkebarat’ (‘Pinot gris’) klon megkiilonboztethetdségének lehetdségét is
figyeltek. 40 primerrel kaptak hasznalhatdé polimorfizmust, melyekkel sikeresen
megkiilonboztették a fajtakat és a klonokat is.

Olasz fajtadk masodlagos géncentrumanak meghatdrozasat tiizték ki célul Grassi et al.
(2003). 58 novény (23 V. vinifera ssp. sativa, 29 V. vinifera ssp. silvestris) adatait elemezték 6
SSR primerparral (VVS4, VVMDS5, VVMD6, VVMD7, VVMD21, VVMD32). A Grosseto és
Cosenza régiokban termesztett fajtdknal nem mutattak ki kapcsolatot a vad fajtakkal (V. vinifera
ssp. silvestris), ehelyett mas europai régiok befolyasa feltételezhetd. A Nuoro régio fajtai koziil
két nemes fajta ("Bovale Muristellu’, ’Bovale Murru’) nagy hasonlosdgot mutatnak a vad
valtozatokkal. Ez az elsé bizonyitéka egy masodlagos géncentrum jelenlétének lehetdségére.
Megallapitottak tovabba a mikroszatellit markerek alkalmazhatosagat a nemes és vad fajok
Osszehasonlitasara.

Az Europai Unid génmegOrzési programjanak keretében 1997-ben indult GenRes CT 96
No 81 projekt (European Network for Grapevine Genetic Resources Conservation and
Characterisation) résztvevoi a Vitis Microsatellite Consortium keretein beliil meghataroztak azt a
hat mikroszatellit markert (VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VrZag62, VrZag79),
amelyeket a fajtak jellemzésénél javasolnak felhasznaléasra, igy lehetOséget teremtve az adatok
Osszehasonlitdsara. Ennek koszonhetd, hogy ezek lettek sz6ldben a 6 leggyakoribb vizsgalt
lokusz (Ifj. Bodor et al. 2007). Mivel azonban a reakciokoriilmények, illetve a megfigyelés
modszere  laboratoriumonként — eltérd, ezért meghataroztak 33  referencia  fajtat

(http://www.genres.de/eccdb/vitis/), melyek DNS mintdzata alapjan referencia-allélokat

hataroztak meg, és kodoltak azokat (This ef al. 2004). A hét orszagban 10 partner részvételével
elvégzett kisérletek eredményei (46 szdlofajta, 6 SSR marker) az eltérd6 modszerek ¢és
koriilmények ellenére 97%-o0s egyezdséget mutattak a kodolast kovetden. Bizonyitva ezzel a
mikroszatellit markerek nyujtotta adatok nagyfoka Osszehasonlithatosagat és kicserélhetdségét a
kiilonb6z6 kutatocsoportok kozott.

2004-ben Fischer ef al. RAPD, SCAR, SSR markerek mellett 185 AFLP fragmentumot is

crer
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alatt a vizsgalt markerekkel készitett genetikai térkép felbontasat, a kiilonb6zo gomba
rezisztencia faktorok QTL analizise érdekében.

35 1) sz616 mikroszatellit markert fejlesztettek ki Arroyo-Garcia és Martinez-Zapater
(2004). A markereket 41 spanyol sz6l6fajtan (V. vinifera L.) tesztelték. A kisérlet soran 11 SSR
marker adott egyértelmti amplifikaciot és polimorfizmust. Mindegyik fajtat megkiilonboztették.
A polimorfizmus hasonlo6 volt a Spanyol fajtakkal kapott korabbi eredményekhez.

Mikroszatellit alapt genetikai térképet készitettek Riaz ef al. (2004). 152 SSR markerrel
¢s egy EST markerrel 20 kapcsoltsagi csoportot kaptak és megkozelitleg 65 %-ban lefedték a
genomot. Még ugyanebben az évben publikaltdk Adam-Blondon et al. (2004) 245 mikroszatellit
markert tartalmazo sz6lé genetikai térképiiket. 19 kapcsoltsagi csoportot hataroztak meg, ami
megfeleltethetd a szO616 haploid kromoszémaszdmanak. Ezek a térképek jo alapot nyujtanak a
kapcsoltsagi és QTL vizsgalatokhoz.

Bulgaridban Hvarleva et al. (2004) 74 nemzeti fajtalistdn szerepld fajtat vizsgaltak 9
mikroszatellit markerrel (VVS2, UCHI11, UCH29, ssrVrZag2l, ssrVrZagd7, ssrVrZag62,
sstVrZag64, ssrVrZag79, ssrVrZag83). 78 szazalékos genetikai diverzitast tapasztaltak valamint
tobb szinonimat (‘Tamyanka’= ‘Moscato Bianco’ (olasz) = ‘Moschato Kerkyras’ (gordg)) és egy
homonimat (‘Tamyanka’# Tamyanka tvarda’) is felfedtek.

Adam-Blondon et al. (2005) 4 BAC konyvtarat allitottak elé a ‘Cabernet Sauvignon’,
‘Syrah’ és ‘Pinot Noir’ sz6l6fajtakbol. A genom lefedettségének becslésére 74 SSR markert
valasztottak ki, amelyek reprezentaljak a V. vinifera L. 19 kapcsoltsagi csoportjat. Segitségiikkel
megallapitottak, hogy a 4 konyvtar 37 Vitis vinifera L. genomnak feleltethetd meg. A markerek
lehetéséget adtak tovabba a fizikai és genetikai tdvolsagok Osszehasonlitdsara is. A fizikai
tavolsag kisebbnek bizonyult, mint a térképezéssel megallapitott genetikai tavolsag.

Merdinoglu et al. (2005) 169 0j mikroszatellit markert (V'VI markerek) fejlesztettek ki
genomi konyvtar felhasznalasédval. A (CT)/(AG) (CA)/(TG) szekvencia motivumokban gazdag
genomi konyvtarakat ‘Cabernet sauvignon’ fajtabol készitették. Céljuk minél tobb multiplex
PCR-ben alkalmazhaté SSR primerpar eldallitasa volt. A kombinaciok elemzését kovetden
megallapitottdk, hogy 90 PCR reakcido elegendd a 169 primerparbol 4ll6 markerszett
alkalmazasédhoz. Ennyi markerre els6sorban térképezési, kapcsoltsagi vagy szarmazaselemzési
vizsgalatokhoz lehet sziikség, mivel fajtaazonositdsra joval kevesebb (akdr mindossze 6)
elegendo.

Dhanorkar et al. (2005) 43 indiai termesztett sz6l6fajtat jellemeztek 13 informativ ISSR
primerrel. 139 fragmentumot kaptak, melyek koziil 96 polimorf volt. Ezek alapjan a fajtakat
megkiilonboztették egymastol. A korabbi eredményekkel 0sszevetve az ISSR hatékonyabb volt,
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mint a RAPD analizis. Megjegyzik azonban, hogy mdas markerrendszerek, példaul
mikroszatellitek vagy AFLP markerek, sziikségesek lehetnek néhany fajta esetében, a
klaszteranalizis sordn létrejott csoportok valossdganak alatdmasztasahoz.

Kocsis et al. (2005) 12 kéarpat-medencei széldfajta (‘Bajor kék’, ‘Banati rizling’,
‘Demjén’, ‘Ezerjo’, ‘Furmint fehér’, ‘Gohér fehér’, ‘Harslevelii’, ‘Izsaki fehér’, ‘Kiralyleanyka’,
‘Kovidinka’, ‘Mézes’, ‘Sarfehér’) genetikai diverzitasat vizsgaltadk 28 RAPD primer
felhasznalasaval. 120 polimorf fragmentum segitségével megkiilonboztették a fajtakat és
tisztaztak, hogy nincs sz6 szinonimakrol. A fajtak taxondmiai besorolasa és a klaszter analizis
eredménye kozott nem taldltak 0sszefliggést.

Bisztray et al. 2005-ben, a budapesti Corvinus Egyetem fajtagyiijteményébdl 39
tradicionalis magyar, illetve karpat-medencei sz6léfajta DNS-ujjlenyomatat hatdroztdk meg
pontos allélméretekkel, 6 SSR marker (VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD?27, ssrVrZag62,
ssrVrZag79) felhasznalasaval. A klonok kivételével az egyedeket sikeresen megkiilonboztették
egymastol.

Gyorffyné Jahnke (2006) a Pannon Egyetem Szdlészeti és Bordszati Kutatdintézetében
(Badacsony) 48 szd6l6fajta izoenzim mintazatat (CO, PER, AcP, EST) és SSR-ujjlenyomatat
(VMC4al, VVS2, ssrVrZag79, VMC4g6, VVMD7, VVSI16) hatirozta meg. Sikeresen
kiilonboztette meg a fajtdkat egymastél. A Pinot fajtakdron beliil a ‘Pinot blanc’ ¢és a
‘Sziirkebarat’ fajtavaltozatokat is el tudta kiiloniteni. Igazolta, hogy a magyar ‘Kéknyelii’ és az
olasz ‘Picolit’ fajtdk az irodalmi feltételezésekkel ellentétben nem azonosak. Mindemellett
diszkriminancia analizissel megallapitotta a kapott izoenzim és DNS ujjlenyomatok nagyfoku
Osszefiiggését a fajtak szarmazasi csoportba soroldsaval (conmvarietas). Ezzel igazolta a
természetes rendszerbe sorolas genetikai hatterét (Gyorffyné Jahnke 2006, Jahnke et al. 2009).

A keszthelyi Pannon Egyetemrdél Podmaniczky et al. (2006) Teleki magoncokbol
szarmaz6 alanyok mikroszatellit ujjlenyomatdnak meghatdrozasardl szamoltak be. 7 SSR
primerparral (VVMDS5, VVMD6, VVMD7, VVMD28, VVMD31, VVS2, VVS29) 38 kiilonb6z6
alanyt vizsgaltak, mely lehetové tette a genetikai kapcsolatok megallapitasat. Négy alany
csoportot €s feltételezett klonjaik nagy részét (‘Teleki 5 C°, ‘Teleki-Kober 5 BB’, ‘Teleki-Kober
125 AA’, ‘Teleki 8 B’) meg tudtak kiilonboztetni mikroszatellit markerekkel.

A mikroszatellit primerek jol hasznosithatéak a nemesitési programokban is. Hazankban,
2005-ben a pécsi SzOlészeti €s Boraszati Kutatdintézet rezisztencia nemesitési programjaban
Kozma et al. (2006) alkalmaztak Oket sikeresen. {(Muscadinia rotundifolia x Vitis vinifera)
BC4} x Vitis vinifera ‘Cardinal’ keresztezéssel eldallitott BCs utddnemzedékben (Kozma 2002) a

Muscadinia rotundifolia eredetii Runl rezisztencia 16kusz o6roklodését kovették nyomon. A
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felhasznalt PCR-RFLP ¢s mikroszatellit markerekkel lehetdség nyilt a rezisztens és szenzitiv
utodok kivalogatasara, valamint az idegenmegporzas megallapitasara is (Kozma et al. 2006,
Molnar et al. 2007, Kozma et al. 2009).

2006-ban késziilt el az integralt sz6l6 genetikai térkép, amely 5 térképezd populacion és
515 térképezett 16kuszon alapul, ezek koziil 502 mikroszatellit lokusz (Doligez et al. 2006).

Ergul és Celik (2006) genetikai rokonsagvizsgalatot végeztek az ‘Alexandriai muskotaly’
¢s a torok muskotalyos sz6léfajtak kozott. Utdbbiak koziil 6 mutatott nagy genetikai
hasonlésagot az ‘Alexandriai muskotaly’ fajtaval. Kovetkeztetéseik szerint a kisérletek segitenek
megérteni a régié domesztikacidban jatszott szerepét.

Az ‘Olaszrizling’ sz6l6fajta magnézium-felvételi hibdjanak QTL analiziséhez készitették
el annak molekularis marker alapt (237 SSR, 14 RAPD) genetikai térképét. Meghataroztak,
hogy a magnézium hidnyossag tlinetei egy, a 11-es kapcsoltsagi csoporton talalhatd lokusz
oroklodéséhez kothetdek a legnagyobb mértékben (Mandl et al. 2006).

A ‘Sangiovese’ olasz borszOlofajtanal 50 mikroszatellit markerrel igazoltak, hogy a
‘Ciliegiolo’ x ‘Calabrese di Montenuovo’ keresztezésébdl szarmazik, ¢s nem a feltételezett
‘Calabrese di Montenuovo’ x ‘Negrello39’ sziiloktdl. Az utdbbi lehetdséget 8 SSR marker zarta
ki, mig az el6z6 kombinéaciot minddssze 1 marker nem tamasztotta ald (Vouillamoz et al. 2007).
A sziil6-utod vizsgalatokban a 2%-os eltérés meglehetdsen altalanos, aminek legvalosziniibb oka
a szomatikus mutacio lehet (Vouillamoz et al. 2003, 2007).

Akkurt et al. (2007) kifejezetten az észak-amerikai Vitis fajokbol szarmazo rezisztenciat
hordozd ‘Regent’ szOlofajtaban fejlesztettek ki RAPD markerekbdl szekvencia-specifikus,
lisztharmat rezisztenciaval kapcsolt SCAR markereket.

Eibach et al. (2007) a ‘Regent’ x ‘VHR 3082-1-42" vissza-keresztezésbol 1étrejott BC
utédpopulécio 175 egyedét vizsgaltak molekularis markerekkel és kaptak igéretes eredményeket.
Az utobbi sziil6 egy ‘Muscadinia rotundifolia Mich. x V. vinifera L.’ interspecifikus hibrid volt,
tehat az utddokban megtalalhatéak a ‘M. rotundifolia Mich.’, illetve az észak-amerikai Vitis
fajok lisztharmat (Erysiphe necator Schwein) és peronoszpora (Plasmopara viticola (Berk. és
Curt.) Berl. és Toni) rezisztencia génjei (Runl, Rpvl és QTL-ek a 18. és 15. kapcsoltsagi
csoporton) is. Felépitettek egy komplett marker segitette szelekcios rendszert, amelyben 8 SSR
markert (VMC 8g9, VMC 1g3.2, VMCNG 2f12, UDV 130, UDV _108, VMC 4d9.2,
UDV _15b, VViV67) és egy SCAR markert (ScCOR A7-760, Akkurt et al. 2007) hasznaltak.
Kisérletiikben sikeresen alkalmaztak dket piramidizalasi torekvéseikhez.

A pécsi Sz0lészeti és Boraszati Kutatdintézetbol Hoffmann et al. (2008) szamoltak be uj

lisztharmat rezisztencia forrasrdl, a ‘Kishmish vatkana’ szélofajtarol. A rezisztenciaért felelOs
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lokuszt (REN1-Resistance to Erisiphe necator 1) a 13. kapcsoltsagi csoportra térképezték, amely
szintén bizonyitja, hogy U0j rezisztencia génrél van szo. A szorosan kapcsolt mikroszatellit
markerek (VMC9H4-2, VMCNG4E10-1, UDV-020a, UDV-020b, UDV-020c) eldsegitik a MAS
megvalositdsdit a nemesitési programok soran, ezzel jelentésen meggyorsitva az j

rezisztenciaforras kiaknazasat.

2.3.4. Molekularis markerek az alma genomikai vizsgalatokban
Az izoenzim analizis az almanal is felhasznalhat6, de nem ad elegendd informaciot a

genomrodl, mivel az oldhaté fehérjékre korlatozodik, ezért nem terjedt el széles korben (Weeden
¢s Lamb 1985).

Tizenegy almafajtat (‘Arlet’, ‘CoxOrange’, ‘Florina’, ‘Gala’, ‘Glocken apfel’, ‘Golden
Delicious’, ‘Idared’, ‘Ingold’, ‘Ontario’, ‘Red Delicious’, ‘Spartan’) jellemeztek ¢és
kiilonboztettek meg RAPD mddszerrel Koller et al. (1993). Kiilonb6zd forrasbdl szarmazo,
azonos nevll mintdk vizsgalata soran, a fajtdkon beliil kaptak variabilitast. Talaltak olyan RAPD
markert, amely 14 kiilonb6z6 méretli fragmentum segitségével kiilonbséget tesz a 11 fajta kozott.
Felvetik a lehetdségét egy standard primer és fragmentum szett kivalasztasdnak, amelyekkel
megkiilonbozethetdek lennének az altaldnosan hasznalt almafajtak.

Hemmat et al. 1994-ben publikaltdk az elsé alma kapcsoltsagi térképet, amely izoenzim,
RFLP és RAPD markereken alapult.

Almaban 1997-ben azonositottdk Guilford et al.. az elsé mikroszatellit markereket a
‘Royal Gala’ fajtabol I1étrehozot kis inszert méreti genomi konyvtar segitségével. A
mikroszatellitek jelenlétének bizonyitdsat kolonia hibridizacioval végezték el, majd a
szekvenalast kovetéen SSR primerparokat terveztek. 14-et valasztottak ki tovabbi vizsgalatra,
mivel ezek amplifikaltak diszkrét, specifikus terméket a PCR sordn. 21 almafajtat vontak be a
markerek tesztelésére. Mindegyik marker amplifikélta a megfeleld mikroszatellit régiot, emellett
nagymértékli polimorfizmust mutattak a fajtak kozott. A fajtdk nagyfoku heterozigotasaga is
hozzajarult, hogy mar 3 SSR marker elegendé volt a 21 fajta megkiilonboztetéséhez.
Megallapitottak, hogy mar 6 (a vizsgéalatukban atlagosan 0,7 feletti heterozigozitas értéket
mutatd) SSR marker elegendd lenne az almafajtdk nagy tobbségének megkiilonboztetésére.

Gianfranceschi et al. 1998-ban szamoltak be SSR markerek eldallitasarol. A megtervezett
SSR primerparok koziil 16 hozott megismételhetd eredményeket, melyeket a kovetkezd 1épésben
19 almafajtan probaltak ki. Atlagosan 8,2 allélt szaporitottak fel és az atlagos heterozigozitas

0,78 volt. A ‘Red Delicious’ és a ‘Starking’ (a ‘Red Delicious’ riigymutaciojabol szarmazik)
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fajtak kivételével mindegyiket sikeresen megkiilonboztették. A kifejlesztett markereket
térképezték, amivel bizonyitottak jo eloszlasukat a genomban (Gianfranceschi et al. 1998).

Hokanson et al. (1998) 8 0j mikroszatellit marker eldallitasat irtdk le, amelyeket 66
génbanki alma mintdn teszteltek. A mikroszatellitekkel sikeresen elkiilonitették a fajtakat és
fajtakoroket. Az egyes fajtakorokhoz tartozo alapfajtdkat és riigymutdnsokat azonban nem
sikeriilt SSR-ujjlenyomatuk alapjan megkiilonbdztetniiik (‘Marshall Mclntosh’, ‘Kimball
Mclntosh’, ‘Wijcik Mclntosh’), (‘Delicious’, ‘Redspur Delicious’), (‘Jonathan’, ‘Smith
Jonathan’). Ezen kiviil fényt deritettek tévesen azonositott fajtak jelenlétére a gylijteményiikben,
ami segit a fajtafenntartdsi munkak pontosabb és koltséghatékonyabb végzésében.

Hemmat et al. (1998) 30 SSR primerpart vizsgaltak, melyek koziil tobbet térképeztek is.
Egy idében négy kiilonb6z6 laboratériumban végezték el a teszteket, melyek eredményei jol
egybevagtak. A markerekkel a ‘White Angel’ interspecifikus hibrid almafajta hatodik
kapcsoltsagi  csoportjan  azonositottak egy kromoszoma-atrendezddést, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy az azsiai Malus fajok kromoszéma-atrendezddéseket hordozhatnak. Az
eldallitott SSR-primerek koziil tobb kortében (Pyrus communis) is hasznalhatonak bizonyult.

A Maliepaard et al. (1998) altal vizsgalt RFLP markerek 30%-a, illetve az izoenzim
markerek minddssze 5%-a hasadt mint nagy informdcidtartalmi, kodominans marker. Ezzel
szemben az altaluk tesztelt SSR-markerek 75-90%-a felelt meg az eldbbi kritériumnak,
bizonyitva a mikroszatellit markerek elonyeit.

Az almanal kifejlesztett IRAP technikaval és/vagy a REMAP modszerrel nyert ,,DNS-
ujjlenyomatok” alkalmasak kapcsoltsagi és evolucios vizsgalatokra is (Kalendar et al. 1999).

Tignon et al. (2001) AFLP és RFLP moddszert hasznaltak fel a Belle-fleur fajtakorbe
tartozo harom almafajta megkiilonboztetésére. A pomoldgiai megfigyelések adatait 9sszevetették
a molekuléris markerekkel kapott eredményekkel, melyek jol korreldltak egymassal. Két fajtanal
azonban hasonld RFLP mintazatot kaptak a morfologiai eltérések ellenére. Ezzel szemben az
AFLP eredmények nagyobb egyezést mutattak a morfologiai 6sszehasonlitassal.

Goulao ¢s Oliveira (2001) az SSR ¢és ISSR technikakat hasonlitottdk 6ssze 41 altalanosan
elterjedt almafajta DNS ujjlenyomatanak vizsgalataval. 13 mikroszatellit primerrel dsszesen 84
polimorf allélt amplifikdltak, mig 7 ISSR primer reakcidtermékeibdl 252 fragmentumot
elemeztek, amelyek koziil 176 volt polimorf a fajtaszortimentben. Eredményeiket Osszevetették
korabbi RAPD ¢és AFLP adataikkal is. Megallapitottak, hogy az SSR markerekkel kaptak a
legnagyobb atlagos varhatd heterozigozitdst, mig az AFLP modszer nyujtotta a legnagyobb
informaciomennyiséget. A klaszter analizis eredményei megkozelitdleg megegyeztek a négy

moddszernél, valamint egyikkel sem tudtak kiilonbséget tenni a szomatikus mutansok kozott.
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Megallapitjak, hogy az SSR markerek kodominansak és a modszer megbizhatobb a RAPD
technikanal, tovabba ha mar ismert mikroszatellit markereket hasznalunk, akkor a gyorsabb ¢és
kevesebb laboratoriumi munkat igényel mint az AFLP és ISSR modszerek. Ez utdobbiak nagyobb
hatékonysaguk ellenére nehezebben értékelhetdek, és az adatok Gsszehasonlitasa nehézkesebb.
Végiil is a megbizhatdsag, a megfeleld polimorfizmus és az adatok konnyl kicserélhetosége
miatt az SSR markereket tartjak alkalmasabbnak a fajtaazonositasi elemzésekhez.

Oriasi attorést hoztak Liebhard et al. (2002) eredményei, akik 140 1j mikroszatellit
primerpar kifejlesztésérdl szamoltak be. Amellett, hogy azokat csak nyolc genotipuson
tesztelték, elorelépést jelentett, hogy a 140 markerbdl 115-nek a helyét térképezték egy ‘Fiesta’ x
‘Discovery’ térképezési populacioban. 17 kapcsoltsagi csoportot azonositottak, amelyek
megfeleltethetoek az egyes kromoszoméaknak. Az SSR és RAPD markerekkel elkészitették az
alma genetikai térképét.

Cevik et al. (2002) a levélpirositd almalevélteti (Dysaphis devecta WIk.) Sd-1
rezisztencia lokusz finomtérképezését végezték el AFLP technikaval. Harom kiilonb6z6 AFLP
markerrel hat olyan fragmentumot kaptak, amelyekkel kiilonbséget tudtak tenni a fogékony és
rezisztens fajtdk kozott. Az AFLP markerek szekvencia-analizise sordn azonositottak egy
mikroszatellit ismétlodést is. Az erre tervezett SSR primerparral kapott, kisebbik allél kapcsoltan
oroklédik az Sd-1 rezisztencia lokusszal.

Korbin et al. (2002) RAPD markerek mellett 7 ISSR primert valasztottak ki szamdca
(Fragaria x ananassa Duch.), alma (Malus x domestica Borkh.) és ribizli fajtak (R. nigrum L., R.
rubrum L., R. glossularia L.) megkiilonboztetésére és azonositdsara. A kapott dendrogramok
alatamasztottadk kovetkeztetéseiket, melyek szerint tanulmanyukban, az ISSR technika is
alkalmasnak bizonyult genotipizalasra és genetikai variabilitas vizsgalatra.

Liebhard et al. 2003-ban tovabb novelték az alma genetikai térképének felbontésat,
amikor 840 molekularis marker (475 AFLP, 235 RAPD, 129 SSR, 1 SCAR) felhasznalasaval
készitettek azt el. Ezzel lehetévé valik a markerek és gének még pontosabb elhelyezkedésének
megallapitasa és a kapcsoltsagi viszonyok feltarasa.

Almanal az oszlopos névekedés-forma génjéhez kapcsolt RAPD markert azonositottak
analizisiik sordn Kim et al. 2003-ban, a RAPD primerrel amplifikalt fragmentum szekvenalésa
utan szekvencia-specifikus primereket terveztek (SCAR). Tapasztalataik szerint a SCAR
markerek kevésbé hatékonyak polimorfizmus kimutatdsara, mint az SSR markerek, viszont a
RAPD markerekhez hasonldan, egyszeriien hasznéalhatoak.

Franciaorszagban megkozelitéleg 20 ezer alma fajtavaltozatot tartanak fenn 180

kiilonbozé helyen. Mivel a morfoldgiai €s agrondmiai adatok nem voltak elég informativak a
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rosszul azonositott fajtak vagy a szinonimak kisziirésére, ezért az INRA génmegOrzési programja
keretében elkezdték vizsgalni a molekularis markerek felhasznaldsanak lehetoségét. Laurens et
al. (2004) 142 helyi francia alman teszteltek 9 SSR primerpart (CH01h02, CH01d03, CH02c09,
CHO2c11, CH02d08, CHO04e05, CHO04c06). 122 fajta kozott tudtak kiillonbséget tenni egyedi
allélmintazatuk alapjan. Nagyfoka genetikai diverzitast fedtek fel. A foldrajzi szarmazas és a
genetikai diverzitas struktiraja kozott, azonban nem talaltak Osszefiiggést, ami arra utal, hogy
nincs jelentds genetikai eltérés a foldrajzilag kiillonb6zd szdrmazéast nemes fajtdk kozott. 7
csoportban az egyedek azonos SSR-ujjlenyomatot produkaltak, ezeket szinonimaként
azonositottak. A molekularis markerek nagyban hozzajarultak a fajtafenntartasi munkakhoz is.
Két rosszul azonositott fajtat fedtek fel, valamint tobb mutins szarmazdsat igazoltak.
Bizonyitottdk az SSR markerek hatékonysagat az alma fajtaazonositasban.

Elsdsorban alma alanyokat teszteltek Oraguzie et al. (2005) Japanban. 7 mikroszatellit
markerrel (05g8, 28f4, CHO1hO1, CHO1h10, CHO02b12, CHO1g12, CH01h02) készitettek DNS-
ujjlenyomatokat. Mindegyik lokuszon 1 vagy 2 fragmentumot kaptak, amelyekkel megfeleld
polimorfizmust értek el az alanyok megkiilonboztetéséhez. Csak a virusmentes klénokat nem
tudtak megkiilonboztetni sziileiktol. A fajtak kozott szerepeltek a ‘Cox’s Orange Pipin’ és a
‘Golden Delicious’ is, amelyek a klaszter analizis soran eltérd csoportba keriiltek a Malus
prunifolia Willd. és Malus sieboldii (Regel.) Rehd. kelet-dzsiai alapfajtaktol, kis mértéki
genetikai hasonldsagot mutatva. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy ezek nem vettek részt a fent
emlitett nemes fajtak (Malus x domestica Borkh.) héziasitasi folyamataiban.

TRIM elemeket azonositottak Antonius-Klemola et al. (2006), melyeket molekularis
markerként hasznaltak fel alma (Malus domestica Borkh.) és japan birs (Chaenomeles japonica
(Thunb.) Lindl.) fajtdk azonositasara, valamint genetikai kapcsolatok vizsgélatara. Hasonld
eredményeket kaptak, mint a vizsgalatukba bevont SSR markerekkel. Bizonyitottak, hogy a
retrotranszpozon alapi markerek alkalmasak lehetnek a vegetativan szaporitott gazdasagi
novények genotipizaldsara. Végsé céljukat, vagyis a standard fajtakat és azok riigymutacioval
kialakult fajtavaltozatainak megkiilonboztetését, azonban nem sikertilt elérniiik.

Azonositasra és genetikai kapcsolatok feltarasara hasznaltak fel 11 SSR markert almanal
és korténél Bassil et al. (2006). Az Amerikai-Egyesiilt-Allamokbol, Portugaliabol és az Azori-
szigetekrdl szdrmazo almafajtakat vontak be a kisérletbe. Az SSR-ujjlenyomatokkal elkiilonitett
fajtak mellett 5 szinonima-csoportot is azonositottak. Nem talaltak egyezdséget a portugal és az
azori-szigeteki fajtdk kozt. A 11 markerbdl 5-6t kortében fejlesztettek ki, de az almanal is jol

mikddtek. A klaszter-analizis jol elkiilonithetd két csoportra osztotta az alma és korte fajtakat.
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A génvandorlast vizsgaltdk abban a kisérletben, ahol megfigyelték, hogy egy egyed
pollenje hogyan, és milyen tdvolsagon beliil termékenyithet. A Malus sieversii var. Sieversii f.
niedzwetzkyana egyik leszdrmazottjat (TNR-31-35) hasznaltdk fel, mint pollenadd. Az ettdl
kiilonbozd tavolsdgokra eliiltetett 38 kiilonbdzd Malus x domestica Borkh. fajta, pedig mint
pollen befogadd szerepelt. A megtermékenyitett fakrol magot fogtak és a tobb, mint 11 ezer
magoncbdl kivalasztottdk a pollenadédtdl szarmazokat, morfologiai (a pollenadé domindns piros
elszinez8dést okozo gént hordoz) és SSR markerekkel. A mikroszatellit analizis jol
alatamasztotta az eredményeket, illetve négy eset kivételével, mindig tudtak a pollen ad6 vagy a
befogado fajtara jellemz0, specifikus allélokat azonositani (Reim et al. 2000).

2006-ban ujabb 148 mikroszatellit marker kifejlesztésérol és térképezésérdl szamoltak be
Silfverberg-Dilworth et al. (2006). 117-et genomi konyvtarbol, mig tovabbi 31-et EST
szekvencidkra alapozva készitettek. Kisérleteikbdl kideriil, hogy jol hasznalhatdo SSR markereket
tudtak eldallitani EST szekvencidk felhasznalasaval, igy pénz és id6 takarithatdo meg a genomi
konyvtarak eléallitasaval szemben. Megallapitottak, hogy a dinukleotid ismétlodéseket
tartalmazod mikroszatellit régiok nagyobb polimorfizmust mutatnak, ezért ezek értékesebbek a
genotipizalasi munkakban. A markerek 41%-at tudtdk mas Maloideae fajoknal is hasznalni, igy
lehetdség nyilik ezek kozott a szinténidk feltarasara is.

Az almafa felépitését meghatarozd, novekedéshez kothetd lokuszokat azonositottak
‘Telamon’ ¢és ‘Braeburn’ keresztezésben, mikroszatellit ¢s AFLP markerek segitségével.
Megallapitottak, hogy a kezdeti novekedési fazist nagyban meghataroz6 Co gén hatasat késébb
pleiotrop és kornyezeti tényezok erdsen befolyasoljak (Kenis és Keulemans 2007).

Ot szir almafajt és a ‘Golden Delicious’ fajta genotipizalasat végezték el Muzher et al.
(2007) RAPD, SSR ¢s AFLP analizissel. A technikdk Osszehasonlitasa soran megallapitottak,
hogy habar az SSR primerparokkal kaptak a legkevesebb kiilonb6zd allélt, azok 100%-os
polimorfizmust mutattak a fajtdk kozt. Mivel ezek az allélok rdadasul kodominans
oroklésmenetet mutatnak, ezért a szerzok az SSR markerrendszert tartjak a leghatékonyabbnak.

Szamos SSR marker (pl. a CH-SSR sorozat (Liebhard et al. 2002) vagy a Silfverberg-
Dilworth et al. éltal (2006) fejlesztett) megtalalhaté a http://www.hidras.unimi.it cimen a
HiDRAS SSR adatbéazisaban. Ezeken kivil a GDR (Genom Database for Rosaceae)
adatbazisban megtalalhatd szekvencia-adatok, EST-k lehetdséget nyujtanak tovabbi SSR
markerek tervezésére, a kodolo régiokban talalhaté mikroszatellit ismétlddések felhasznalasaval
(Jung et al. 2008).

Garkava-Gustavson et al. (2008) svéd almafajtdk molekularis jellemzéséhez a

mikroszatellit markerek mellett a termékenytilési viszonyokat meghatarozo S-l6kusz analizisét is
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bevontak. Megallapitasuk szerint az S-allélok nagy szama miatt ez az eljards hasznos
segédeszkoz polimorfizmus vizsgalatokban fajtaazonositdsra és pedigré-elemzésekre, de az
alacsony megkiilonboztetd képesség miatt onmagéban nem elegendo.

Az alma gylimdlcsok etilén termelését meghatarozo két gén két-két alléljanak oroklddését
kovették nyomon nemesitési keresztezésekben (Zhu és Barritt 2008). Minél kevesebb etilén
termelddik a gyiimolcsben annal keményebb és tartdsabb. A markerek felhasznalasaval az eldbbi
tulajdonsdgokat célzd6 nemesitési programokban meghatdrozhatdak az optimalis sziilo-
kombinaciok és MAS valdsithato meg.

Alma nemesitési programok szempontjabol fontos hazai eredményeket értek el Kiraly et
al. (2009), akik 8 SSR marker segitségével magyar almafajtadk és hibridek (‘Jonager’,
‘Kovauguszt’, ‘Kovelit’, ‘Kovmulti’, ‘Kovsztar’, ‘Nyari zamatos’, A-380, MR-09, MR-12, MR-
13) sziil6-utdd kapcsolatait tisztaztdk. A ‘Fertddi téli’ és A-75-nél a pollenadd partnert nem
lehetett azonositani. A 'Budai Domokos' esetében pedig megallapitottak, hogy a feltételezett "Téli
aranyparmen' és 'Jaszvadoka' egyike sem lehet sziild fajta. Eredményeik is bizonyitjak a

mikroszatellit markerek hasznosithatésagat a nemesitési programokban.

Az irodalmi eredményekbdl kitlinik, hogy az eléallitott molekularis markereket szinte
minden esetben térképezik is. Az igy megsziiletd genetikai térképek és térképezési populaciok
segitségével szamtalan tulajdonsdg elhelyezheté ezeken a térképeken, illetve sok esetben
talalhaté kapcsolt 6roklédési viszony valamely markerrel. fgy a QTL analizis vagy kapcsoltsag
keresés elvalaszthatatlanul Osszeforr a genetikai markerek térképezésével. Az esetek nagy
szazalékaban kifejezetten erre a célra allitjak eld és hasznaljak a markereket.

A mikroszatellit markerek alkalmazhatdsagat j6l mutatjak az eddig megjelent publikacidok
¢s kozlemények. Nagyfokt polimorfizmusuk Ilehetévé teszi, hogy hat ilyen markerrel
elkiilonithessiik egymastol az egyes fajtakat, bar kozeli rokonoknal ennél tobbre is sziikség lehet
(Guilford 1997, Crespan et al. 1999, Sanchez-Escribano et al. 1999, Meredith 2001, Zulini et al.
2002, This et al. 2004). Az SSR markereket tobb sz6l16- €és almatermesztd orszagban
fajtaazonositasra, klonok megkiilonboztetésére, fajtagylijtemények vizsgalatara, szinonimak,
homonimak azonositadsara hasznaltak fel, és szamos példa van szarmazésvizsgéalatokban torténd
alkalmazasukra is (Bowers és Meredith 1997, Sefc et al. 1998, Dettweiler et al. 2000). A
nemzetkdzi irodalomban megjelend publikaciok, illetve a szakemberekkel folytatott
konzultacidk alapjan, mikroszatellit alapu, megbizhato pedigré-elemzéshez minimum 25-35 j6

megkiilonboztetd képességgel rendelkezé SSR marker sziikséges (Sefc et al. 2001).
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Ebben a dolgozatban, az utobbi bekezdésben felsorolt felhasznalasi teriiletekhez
csatlakoztunk a karpat-medencei sz6lofajtdk €s az altaldnosan termesztett almafajtak
mikroszatellit analizisével (Kozma et al. 2004, Halasz et al. 2005, Galli et al. 2005, Kiss et al.
2005, Kiss et al. 2007, Galbacs et al. 2009).

2.3.5. Az SSR markerek jellemzése, az adatok statisztikai elemzése
Az eléallitott mikroszatellit markereket tovabbi felhasznalhatosaguk érdekében sziikséges

jellemezni, O0sszehasonlitani. A mikroszatellit 16kuszok jellemzésére kézenfekvd az ismétlodo
szekvenciamotivum leirdsa (Sefc et al. 1999, Scott et al. 2000, Di Gaspero et al. 2000, Arroyo-
Garcia és Martinez-Zapater 2004). Az ismétlédés alapjan megkiilonboztetiink perfekt (perfect),
imperfekt (imperfect) és vegyes (compound) mikroszatellit l6kuszokat (Anyag és moddszer
fejezet: 3., 4. tablazat). A szerzok altalaban megadjak emellett a klonozott mikroszatellit allélok
hosszat vagy a tesztelt fajtakkal kapott allélméret tartomanyt (Sefc ef al. 1999, Arroyo-Garcia és
Martinez-Zapater 2004, Merdinoglu et al. 2005). A markereket kiilonboz6 fajtak, fajok, és
nemzetségek egyedein tesztelve kideriil, hogy mennyire adaptalhatoak, és alkalmasak-e
polimorfizmus kimutatasara a kiilonb6z6é taxonomiai szinteken (Sefc et al. 1999, Scott et al.
2000). Arroyo-Garcia és Martinez-Zapater (2004) a hasznossaguk alapjan is csoportositottak
eléallitott markereiket. 41 spanyol fajtan tesztelve megallapitottdk, hogy melyik ad megfeleld
polimorf mintdzatot, monomorf mintazatot, tobb mint két fragmentumot egyedenként vagy nem
tiszta amplifikaciot. Utdbbiakat nem érdemes felhasznalni tovabbi kisérletekben.

A hasznélhato markereket adott populacion tesztelve tovabbi jellemzoket vizsgalhatunk
meg, annak érdekében, hogy megfeleldek-e késdbbi célkitiizéseink eléréséhez (2. tablazat). A
nemzetk6zi irodalomban nem minden esetben egységes a populaciogenetikai, statisztikai

jellemzok hasznalata.

2. tablazat: A leggyakoribb statisztikai jellemz0k sz616 és alma mikroszatellit vizsgalatokban.

Név (jel) Szamitas Referencia
Allélgyakorisag (p) (Nei 1987)
Amplikon gyakorisaga (f) (Muzher et. al. 2007)
Genotipus gyakorisag (P) (Kloosterman et al. 1993)
Megfigyelt heterozigozitas (Ho) (Nei 1987)
Vart heterozigozitas (He) H=1-Yp’ (Nei 1987)
Két egyed azonoss(a;)glz;nak valoszinusége PI:Zpi4 Y2 p pj)2 (Pactkau ef al. 1995)
Null allélok elofor((il)llaSI valosziniisége r = (H-H,)/(1+ Hy) (Brookficld 1996)
Megkiilonbozteté képesség (PD) PD=1->(Pi)2 (Kloosterman et al. 1993)
Gén diverzitas (h) h=n(l —Ypi)n-1 (Nei 1987)

Polimorfizmus informacio6 tartalom _ 2 2 (Botstein et al. 1980, Anderson et
(PIC) PIC=1-2p-2.02 pi al. 1993)
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All¢lgyakorisag (frequency): segitségével megallapithatd, hogy mely allélformak vannak
tulsulyban adott 16kuszban. Piljac et al. (2002) olasz, gordg ¢és horvat sz6léfajtak vizsgalataval
meghatdroztak, hogy a ‘PoSip bijeli’ alléljai milyen gyakorisdggal fordulnak eld az egyes
csoportokban. Az eredmény megerdsiti azt a feltételezést, hogy 6shonos horvat fajtar6l van szo.
Az allélgyakorisagokbol kovetkeztethetiink arra is, hogy melyik allélok johettek Iétre
legrégebben, amelyekbdl a tobbi kialakulhatott. Ennek megitélése azonban nehéz, mivel mas
populaciét megfigyelve mds eredmény johet ki, tovabba befolyasolhatja egy allé¢lforma
felhalmozodasat, annak kedvezo vagy kedvezotlen tulajdonsagokkal vald kapcsoltsaga.

Vart heterozigozitas (expected heterozigosity): He= 1 — Ypi, ahol p; a vizsgalt 16kusz i-
edik alléljanak gyakorisdga (Nei 1987). Megfigyelt heterozigozitas (observed heterozigosity):
H,, a heterozigota egyedek ardnya a teljes egyedszamhoz képest a populdcioban. Ezeket a
szamitasokat, sz6l6 €s alma kisérletekben is hasznaljak (Gianfranceschi et al. 1998, Lopes et al.
1999, Laurens et al. 2004, Hvarleva et al. 2004, Costantini et al. 2005, Martinez et al. 2006,
Garkava-Gustavsson et al. 2008)

Azonos genotipus el6fordulasanak valdszinliségét adja meg, 2 véletlenszeriien
kivalasztott egyed esetén a PI érték (Paetkau et al. 1995): PI=Ypi'+Y Y (2 pi pj)z. Ebbdl
kovetkeztethetiink a marker megkiilonboztetd képességére. Minél kisebb ez az érték, annal jobb
az elkiilonitd képesség, mivel annal kisebb az esélye, hogy a két kivalasztott egyed genotipusa
megegyezik. Tobb marker haszndlatakor, a markerenkénti értékek szorzatabol kapjuk meg a
kumulativ PI értéket.

A null allélok eléfordulasanak valészintisége: r = (He-H,)/(1+ H.) (Brookfield 1996).

Ez utdbbi két valdsziniiséggel elsOsorban a sz6éldvel kapcsolatos vizsgalatokban
talalkoztunk, ahol a mar emlitett Identity 1.0 (Wagner és Sefc 1999) szoftvert hasznaltak fel az
adatok elemzéséhez (Lopes et al. 1999, Sefc et al. 2000b, Lefort és Roubelakis-Angelakis 2001,
Hvarleva et al. 2004, Costantini et al. 2005, Martinez et al. 2006).

A PD a PI értékkel szemben annak a valoszinliségét adja meg, hogy két
véletlenszertien kivalasztott egyed kiilonbozik egymastol. Szamitasa: PD = 1 — Y(P;)*, ahol P; az
i-edik genotipus gyakorisaga (Kloosterman et al. 1993).

Grassi ef al. (2003) a genetikai variabilitds mérésére a gén diverzitast (gene diversity, h)
hasznaltak, amelyet szintén Nei (1987) irt le: h = n(1 — Yp;?)/n-1, ahol n az egyedek szama és p
az allélgyakorisag.

Sz616nél és almanal is eléfordul az irodalomban (Martinez et al. 2006, Garkava-

Gustavsson et al. 2008, Jahnke et al. 2009) a PIC érték meghatarozasa (Polymorphism
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Information Content): 1 - Ypi->' Y2 pi’ pjz, ahol p; az i-edik allél gyakorisaga, p; pedig az i+1-
edik all¢l gyakorisaga (Botstein et al. 1980, Anderson et al. 1993). A polimorfizmus mértékének
Osszehasonlitdsara ad lehetdséget. Laurens et al. (2004) francia almafajtdk mikroszatellit
adatainak elemzésében hasznéltdk a Polymorphic Information Content (szintén PIC roviditéssel)
értéket, amellyel tulajdonképpen a vart heterozigozitas értéket becsiilték meg a PIC = 1 — Ypi’
képlettel Nei (1987) alapjan. Hasonl6 képlettel szamoltak a PIC értéket Muzher et al. (2007), de
itt a rovidités a kordbban emlitett Polymorphism Information Contetnt-bél ered. PIC = 1- Yf7,
i=1-n, ahol f; az i-edik amplikon gyakorisaga.

Bowers és Meredith (1997) a human biinligyi esetek megoldasdban hasznalatos
szamitasokat adaptaltdk a szOl6-utdod kapcsolatok statisztikai aldtdmasztasara. Ennek soran 5
valoszinliségi ardnyt (likelihood ratio) szamitanak ki:

- annak a valoszinlisége, hogy a vizsgalt egyed a feltételezett két sziil6tdl szarmazik,

hogyan aranylik két véletlenszeriien kivalasztott egyed sziildségének valosziniiségéhez;

- annak a valoszinlisége, hogy a vizsgalt egyed a feltételezett két sziilotol szarmazik,

hogyan aranylik az egyik feltételezett sziilo és egy véletlenszeriien kivalasztott egyed

sziiloségének valdszinliségéhez;

- annak a valoszinlisége, hogy a vizsgalt egyed a feltételezett két sziil6tdl szarmazik,

hogyan aranylik a masik feltételezett sziil6 és egy véletlenszeriien kivalasztott egyed

sziil0ségének valoszinliségéhez;

- annak a valosziniisége, hogy a vizsgalt egyed a feltételezett két sziil6t6l szarmazik,

hogyan aranylik annak a valdszinliségéhez, hogy az elsdé vélt sziild és a 2. feltételezett

sziil6 kozeli rokona a szilok;

- annak a valdsziniisége, hogy a vizsgalt egyed a feltételezett két sziil6tdl szarmazik,

hogyan aranylik annak a valoszinliségéhez, hogy a 2. feltételezett sziild ¢és az elsd vélt

sziil6 kozeli rokona a sziilok.
A kozeli rokon lehet sziil, utdd, testvér, ahol alléljaik fele megegyezik a kiinduld egyed
allélkészletével.

Tessier et al. (1999) olyan szamitast dolgoztak ki, amellyel meghatirozhatjuk azoknak a
markereknek az optimalis kombinacidjat, amelyek minimalisan elegendéek egy populacioban a
fajtak elkiilonitéséhez.

Elséként az Gsszetéveszthetdségi valdszintiséget (C — confusion probability) szdmitottak
ki, amely megadja annak a valdszinliségét, hogy a vizsgélt populaciobdl véletlenszeriien

kivalasztott két egyed azonos allélmintazatot mutat-e.
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A képlet egy adott marker i-edik alléljére vonatkoztatva adja meg a C értékét (c;), mégpedig a
vizsgalt populdcioban az allél p; gyakorisaga és az N mintaszam alapjan.
Egy marker 0sszetévesztési valoszinlisege (C;), az adott marker dsszes all€ljahoz tartozo

c; értekek Osszege:

!

Cj. = Zc{ .

i=l

Az altaluk meghatarozott elkiilonité képesség (PI — probability of identity), definicioja

megegyezik a fentebb, Paetkau et al. (1995) féle PI-n¢l leirtakkal, de a szdmitds menete nem:
Pl = ﬁ C,

Annak szdmat, hogy a vizsgalt mintdban adott j-edik primernél mennyi az egymastol meg
nem kiilonboztethetd minta-par, a kdvetkezo képlet adja meg:

_N(V-D) o
2

A fenti képlet az alabbi mdédon alakul at, ha k-szamua kiilonb6zé marker kombinacidjaval

szamolunk:
N(N-1) ¢4
¥, =220 e
j=1

Ezek alapjan kiszamithat6 az egyes markereknél és a markerek kiilonb6zdé kombinacidinal, hogy
mennyi a meg nem kiilonboztetett genotipus, amely alapjan felallithaté egy sorrend, illetve
megtalalhato a legkevesebb markerbdl all6 optimalis kombinacio (Tessier et al. 1999).

A mikroszatellit elemzések soran kapott adatokkal tovabbi kvantitativ elemzéseket
végezhetilink, dsszehasonlithatjuk a fajtakat. A klaszter analizis sok valtozo alapjan csoportokat
alakit ki. Az irodalomban legtobbszér az UPGMA (csoport atlag) eljarassal talalkozhatunk. Ez a
modszer a hierarchikus klaszterezési eljdrasok aggolmerativ valtozatai kozé tartozik.
Hasonlosagi koefficiensek segitségével 0Osszeallitott matrix alapjan csoportositja az
objektumokat, ¢és kapcsolatukat dendrogram formajdban 4abrazolja. Ezzel szemléletesen
bemutathaté az objektumok kozotti hasonldsag vagy a tavolsag (Kempelen Farkas Digitalis
Tankonyvtar 2010). A leggyakrabban hasznalt hasonldsagi egyiitthaté a Jaccard index, amely
annak a valdszinliségét adja meg, hogy a két vizsgalt objektum egyezik legalabb egyikiik
jellemz6 fragmentumaban. Az index értékhatara [0, 1] (Jaccard 1908).

A komplex osztalyozas hatékony mddszere a diszkriminancia analizis, amely a csoportok
elkiiloniilésének mindsitésére alkalmas. A klaszter analizisekkel szemben diszkriminancia

analizissel meghatdrozhatjuk a csoportok elkiilonitésében jelentds hatassal bird valtozokat
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(Vizdak 2002). Svab (1979) megallapitdsa szerint a diszkriminancia analizis hasonlo a
tobbszoros regresszidanalizishez, itt azonban a fiiggd valtozd valamilyen kvalitativ tulajdonsag
két vagy tobb valtozata. A sz616 esetében felmeriil a lehetdsége a fajtak természetes rendszer
szerinti csoportjait fiiggd valtozoként alkalmazni. Ezzel a modszerrel igazoltak Jahnke et al.
(2009) a természetes rendszerbe sorolds genetikai hatterét. Varga (2009) pedig a vizsgalt fajtak
OIV elvek szerinti leirdsanak diszkriminancia analizisével 100%-ban igazolta a természetes
rendszer szerinti besorolas helyességét.

A fajtak, valtozatok mikroszatellit adatainak tarolasara, kozzétételére, sszehasonlitasara
legalkalmasabb az Interneten elérhetd adatbazisok létrehozasa. Az elmult évek sordn szdmos
adatbazis sziiletett. SzO6l0 esetében kifejezetten mikroszatellit adatok taroldsara szolgalnak a
gorog GVD (Lefort és Roubelakis-Angelakis 2000), az olasz GMC (Grando et al. 2002) és a
svajci SVMD (Vouillamoz 2006). A nemzetkdzi VIVC katalogusba a GenRes 081 projekt
keretében kivalasztott 6 mikroszatellit markerrel kapott genotipus adatok is bekeriiltek, amely
fajtaknal elérhetdoek. A GrapeGen06 program keretében feltoltés alatt all6 eurdpai sz616
adatbazisban (http://www.eu-vitis.de/index.php) pedig ugyanezek a markerek mar OIV
koédszammal szerepelnek és részévé valtak a fajtajellemzéseknek. Alma esetében a GDR
adatbazisban (Jung et al. 2008) érhetiink el genotipus adatokat a ,,Polymorphism Search” oldal

segitségével.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényanyag

3.1.1. A vizsgalatban szerepl6 szélofajtak
Ebben a dolgozatban 105 sz6l6fajtat/fajtavaltozatot (Vitis vinifera L.) vizsgaltunk. Ezek

kozott 97 régi karpat-medencei, 5 Osszehasonlitd fajta (‘Pinot noir’, ‘Chardonnay’, ‘Ottonel
muskotaly’, ‘Heunisch weiss’, ‘Bronnerstraube’), 3 Magyarorszagon nemesitett szoléfajta:
‘Csaba gyongye’, ‘Irsai Olivér’, ‘Matrai muskotaly’ szerepel.

Mivel mindegyik fajta részletes leirasa igen nagy terjedelmet igényelne, ezért tablazatos
formaban, a mellékletben foglaltam 0ssze néhany informdaciot a vizsgalt fajtakrol (26/a, 26/b
tablazat), melyek megtalalhatok az elmult néhany évtized ampelografiai munkaiban és a VIVC
nemzetkdzi szO16 adatbdzisban. A régi karpat-medencei fajtak fotdi megtalalhatdak a PTE
SZBKI honlapjan (www.szbki.pte.hu/menu/19). Ebben a fejezetben csak néhéany, a célkitlizések
szempontjabol is érdekesnek tartott fajtat emelek ki.

Az egyes szOlofajtaknak szamos leirasdval taldlkozhatunk az irodalomban, hogy csak
néhanyat emlitsek: Entz (1872), Molnar (1883, 1888, 1897), Goethe (1878, 1887), Andrasovszky
(1926), Pettenkoffer (1930), Németh (1967, 70, 75), Csepregi és Zilai (1973), Hajdu (2003). A
karpat-medencei sz6ldfajtdk legmodernebb szemlélet szerinti leirdsat az OIV irdnyelvek és
jellemzok alapjan Kozma Pal és munkatarsai végzik a GrapeGen06 europai program keretében a
PTE Szdlészeti €s Boraszati Kutatointézetben (nincs publikélva).

A régi karpat-medencei fajtak koziil néhany (5. és 7. tablazatokban aldhtzassal
kiemelve), példaul: ‘Bakator piros’, ‘Bénati rizling’, ‘Furmint’, ‘Harslevelii’, ‘Juhfark’,

‘Leanyka’ stb., napjainkban is koztermesztésben vannak.

LES - &N\ R '. . -
5. abra: A ‘Piros tokos’ és a ‘Rokafarka’ fajtak fiirtje és levele (PTE SZBKI
www.szbki.pte.hu/menu/56/19)
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Nagyobb résziik (példaul: ‘Piros granat’, ‘Piros tokds’ (5. abra), ‘Rokafarku’ (5. abra),
‘Rohadd’, ‘Rozsaszold’, stb.), kuriozumnak szamit. Ezek leginkdbb a fajtagyiijteményekben
talalhatok meg.

Az irodalmi adatok szerint a régi karpat-medencei fajtak kozott taldlhatdoak magyar,
erdélyi, banati, szerémségi szarmazasuak (26/a tablazat), tobbek eredete viszont nem ismert.
Valoésziniileg magyar szarmazasu fajtadk az ‘Aprofehér’, ‘Bajor kék’, ‘Bajor sziirke’ ‘Budai’,
‘Kozma’, ‘Pozsonyi’. A ‘Csomorika’ (6. abra) szdldfajta is kozéjiik tartozik és az irodalmi
adatok szerint vélhetden a Lisztes fajtacsoport kozeli rokona. Morfoldgiai tulajdonsagaik
legalabbis hasonlosagot mutatnak (Csepregi és Zilai 1973, Hajdu 2003). A ‘Csomorika’ fajta a
természetes rendszer szerint ugyanabba a carpatica alvaltozat csoportba tartozik, mint a

‘Kéknyelli’ és a ‘Lisztes fehér/piros’ fajtak.

6.4bra: A ‘Lisztes fehér’ és a ‘Csomorika’ fajtak fiirtje és levele (www.szbki.pte.hu/menu/56/19)

A ‘Bajor kék’ és ‘Bajor sziirke’ fajtakrol Németh (1967) megjegyzi, hogy nem azonosak
a Gohérokkal, sem a ‘Szagos bajnar’-ral, a ‘Demjén’ fajtaval pedig nagyon kozeli rokonsagban
vannak. A ‘Budai’ nagyon kozeli rokona a ‘Kovacskréger’ fajtanak.

Magyar szarmazasu fajtak a ‘Csékaszo6l6’, ‘Ezerjo’ (7. abra), ‘Furmint’, ‘Gohér fehér’, -

iros’, -valtozd’, ‘Harsleveld’ (7. abra), ‘Jardovany’, ‘Kéknyell’, ‘Kovidinka’, ‘Sarfehér’.
9 b 9 9 b 9

7. abra: Az ‘Ezerj6’ és a ‘Harslevell’ fajtak flirtje és levele (PT SZBKI
www.szbki.pte.hu/menu/56/19)
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www.szbki.pte.hu/menu/56/19)

A ‘Sarfehér’ (9. dbra) nem azonos a ‘Sarpiros’-sal (9. ébra), de kozeli rokonsagban van
vele (Németh 1970). A ‘Furmint’ és a ‘Gohér’ fajtacsoportok (10. dbra) a természetes rendszer
szerint egyarant a hungarica alvaltozatok ko6zé tartoznak. Az OIV szerinti fajtaleirds
klaszteranalizise pedig Varga (2009) vizsgéalatdban a ‘Furmint’, ‘Gohér fehér’ és ‘Sarfehér’

fajtak hasonlosagat mutatta.

10. dbra: A “Furmint’ és a ‘Gohér fehér’ fajték fiirtje és levele (PTE SZBKI
www.szbki.pte.hu/menu/56/19)
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A ‘Kiralyleanyka’ (12. abra) esetében a fajta leirgja Németh Marton (1970) és tobb mas
szerz0 is emlitik, hogy ez a fajta a ‘Kovérszold® és a ‘Leanyka’ fajtdk (11. abra) spontan

keresztezddésébdl johetett 1étre (Csepregi és Zilai 1988, Hajdu 2003).

11. abra: A ‘Kovérszo1o’ és a ‘Leanyka’ fajtak fiirtje és levele (PTE SZBKI
www.szbki.pte.hu/menu/56/19)

Toéth és Pernesz (2001) leirjak, hogy a ‘Kirdlyleanyka’ Erdélybdl szarmazik és
morfologidja alapjdn a pontica valtozatcsoportba tartozik. A ‘Leanyka’ fajtat moldvai vagy
erdélyi eredetiinek tartjak, a ‘Kovérszold’ pedig Erdélybdl keriilt Magyarorszagra (Csepregi
1998, Hajdu 2003), tehat foldrajzilag elképzelhetd, hogy ,.taldlkoztak™ és létrejott a spontan

keresztezO0dés.

12. abra: A ‘Kiralyleanyka’ fajta fiirtje és levele (PTE SZBKI www.szbki.pte.hu/menu/56/19)

A ‘Csaba gyongye’ magyar fajta (13. dbra), melynek eléallitoja Stark Adolf, amit tobben
vitatnak. Morfoldgiai bélyegei alapjan c. orientalis. A ‘Csaba gyongye’ vildgszerte ismert és
kedvelt sz616fajta. Ismertségét az igen korai érésidejének €és finom izének kdszonheti.

A legtobb magyar szerzd leirasa szerint, Mathiasz Janos a ‘Bronnerstraube’ és ‘Ottonel
muskotaly’ fajtak keresztezésével hozta 1étre. (Németh 1975, Csepregi és Zilai 1988, Hajdu
2003, Bényei és Lorincz 2005).
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13. abra: A ‘Csaba gyongye’ fajta fiirtje s levele (Toth és Pernesz 2001)

Dedinszky Gyula (1984) a kivald szdlénemesitd Stark Adolf sziiletésének 150.
évforduldjara megjelent tanulmanyaban tobbek kozt részletesen foglalkozik a ‘Csaba gyongye’
szarmazasaval is. Leirja, hogy szdmos feltételezés latott napvilagot a fajta eldallitojanak kilétével
kapcsolatban. Egyes szerzok Mathiasz Janosnak tulajdonitjak a fajta eldallitdsat, méasok szerint
Stark a Mathidsztol kapott magokat felnevelve szelektalta a ‘Csaba gyongye’ fajtat. Vannak,
azonban olyanok is, akik teljes egészében Stark fajtdjanak tekintik (Sicz 2005). Dedinszky
(1984) leirta, hogy a ‘Csaba gydngye’ szdléfajtarol megjelent elsé beszdmold szerint a fajta
Mathiasznal valdsziniileg spontan keresztezddéssel jott 1étre, és mig az apa ismeretlen addig az
anya a német szarmazasu ’Bronnerstraube’, melynek fiirtjét Stark kivancsisagbol hozatta el.
Hozzateszi, hogy a beszdmold szerzéje Domokos Janos, személyesen jart a békéscsabai
sz6lénemesiténél. Tomesanyi Pal (1969) szerint, aki tobbek kdzt Kozma hddsszeg szdmitasaira
alapozza kovetkeztetését, a ‘Csaba gyongye’ szarmazasat érdemes volna feliilvizsgalni. A
‘Bronnerstraube’, illetve az ‘Ottonel muskotaly’ szililéi mivoltanak feliilvizsgalata azért is
indokolt lehet, mivel az osztrak szakirodalom szerint a ‘Csaba gyongye’ sz6l6fajtat Stark Adolf a
‘Madeleine angevine’ és a ‘Muscat Courtillier’ keresztezésével allitotta el Békéscsaban (Bauer
1992, 2002). Németorszagban is tobb feltételezés latott napvilagot. Egyesek szerint
‘Bronnerstraube’ x ‘Muscat Ottonel” (‘Ottonel muskotaly’) (nalunk Magyarorszagon is ez a
valtozat terjedt el), de masok szerint valoszinlibb, hogy Stark Adolf a ‘Madeleine angevine’ x
‘Muscat Précoce de Saumur’ (amelynek egyik szinonim neve a ’Courtillier Muscat’)
keresztezéssel kapta a ‘Csaba gyongye’ fajtat (Hillebrand 1972, Tischelmayer 2007). Boursiquot
(2007) szerint az anya a Madeleine angevine a pollenadé pedig a Muscat Fleur d’Oranger lehet.
A ’Madeleine angevine’-’Csaba gyongye’ kozvetlen kapcsolatot mikroszatellit adatok is
alatamasztjak (Galbacs et al. 2009).

A ‘Csaba gyongye’ fajtaval kapcsolatos eredmények ellendrzésére kerestiink olyan
keresztezési kombinacidkat, amelyekben vagy a ‘Csaba gyongye’ vagy a magyar irodalom

szerint feltételezett egyik sziildje, az ‘Ottonel muskotaly’ szerepelt. Ezért vontuk be az
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elemzésekbe a ‘Matrai muskotaly’-t (‘Izséki’ x ‘Ottonel muskotaly’) és az ‘Irsai Olivér’-t (14.
abra) (‘Pozsonyi’ x ‘Csaba gyongye’). Mindkét magyar nemesitésli fajtaban a masik partner
karpat-medencei fajta.

‘Matrai muskotaly’: Kozma Pal 1952-ben éllitotta el ezt a fajtat ‘Izsaki’ és ‘Ottonel
muskotaly’ keresztezésével (Csepregi és Zilai 1988, Hajdu 2003, Bényei és Lorincz 2005).
Morfologiai bélyegei alapjan c. orientalis (Toth és Pernesz 2001).

Az ‘Irsai Olivér’ sz6l6fajtat 1930-ban allitotta eld Kocsis Pal a ‘Pozsonyi fehér’ és a
‘Csaba gyongye’ keresztezésével (Csepregi és Zilai 1988, Hajdu 2003, Bényei és Lorincz 2005).
Morfolégiai bélyegei alapjan c. orientalis (Toth és Pernesz 2001).

o

[ »w - " - il
14. abra: A ‘Matrai muskotaly’ és ‘Irsai Olivér’ fajtak fiirtje és levele (T6th és Pernesz 2001)

3.1.2. A vizsgalatban szereplo almafajtak

A kisérletiinkbe 66 altalanosan elterjedt almafajtat (Malus * domestica Borkh. sp.)
vontunk be. A fajtakat a terjedelemre vald tekintettel a mellékletben soroltuk fel, né¢hany
jellemzd megadasaval (27. tablazat). Ebben a fejezetben néhany fajtit és a legfontosabb
fajtakoroket emeltiik ki.

A kiemelt jelentdségli és kevésbé jelentds fajtak kozott egyarant vannak véletlen
magoncok pl.: ‘Braeburn’, ‘Golden Delicious’, ‘Snygold’, ‘Granny Smith’, ‘MclIntosh’), ¢€s
tudatos keresztezéssel eldallitott fajtak pl.: ‘Gala’, ‘Charden’, ‘Mutsu’, ‘Ozark Gold’, ‘Idared’,
‘Jonagold’, ‘Akane’, ‘Elstar’, ‘Florina’, ‘Freedom’ (27. tablazat).

Ot triploid fajta is szerepel a vizsgalatban: a ‘Charden’, ‘Jonagold’, ‘Mutsu’, ‘Red
Stayman’ (‘Staymared’). Az allél mintdzatban a diploid fajtakhoz képest egyel tobb sav
eléfordulasa varhato egy SSR 16kuszrol.

A fajtakorok kozott legjelentdésebbnek tekinthetdk a ‘Jonathan’, ‘Golden Delicious’

‘Starking Delicious’, ‘Gala’.
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A ‘Jonathan’ alapfajtanak (15. dbra), amely spontan keresztezddéssel jott 1étre, 1800-ban
New York allamban (USA), Jonathan Hasbrouck ismerte fel kedvezo tulajdonsagait, és a nevét is

réla kapta. Elterjedt Amerikéban és Eurdpéban is, de csak Magyarorszagon valt {6 fajtava.

15. ibra: “Jonathan’ és ‘JonathaCsény 1” (Szabo T. in Soltész és Szabo 1998)

Mara az alapfajta igen rossz mindségilinek szamit (termdteriilete emiatt jelentsen
csokkent), ezért csak klonjai telepithetéek, nalunk példaul a ‘Jonathan M40’, ‘Jonathan M41°,
‘Szatmarcsekei Jonathan’, ‘Jonathan Csany 1° (15. &bra), ‘Watson Jonathan’. A ‘Jonathan’-t
keresztezési partnerként felhasznalva nemesitették tobbek kozt a ‘Jonagold’ (16. ébra), ‘Idared’
(16. abra), ‘Akane’ fajtakat (http://w3.mkk.szie.hu/dep/ kerteszet/ta/gyumolcs/alma/fajta.htm,
Soltész és Szabo 1998).

16. abra: ‘Jonagold’ és ‘Idared’ (Szabo T. in Soltész és Szabd 1998)

Nyugat-Virginidban (USA) talaltak a ‘Golden Delicious’ alapfajtat (17. 4bra), mely

napjainkra a legelterjedtebb a vilagon.

17. abra: ‘Golden Delicious’ és ‘Golden Reinders’ (Szabo T. in Soltész és Szabd 1998)
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Magyarorszagon csak 1930-ban jelent meg. Pozitiv riigymutacioi koziil elsésorban a
kevésbé pardsodd gylimolcsiiek jelentésége nagy (‘Goldenir’, ‘Gibson Golden Delicious’,
‘Golden Reinders’ (17. abra)). Keresztezési partnerként vett részt tobbek kozt a ‘Jonagold’, a
‘Mutsu’ és az ‘Elstar’ fajtak eloallitasaban. (http://w3.mkk.szie.hu/dep/
kerteszet/ta/gyumolcs/alma/fajta.htm, Soltész és Szabo 1998).

A ‘Kidd’s Orange Red’ x ‘Golden Delicious’ keresztezésbdl szarmazik a ‘Gala’ alapfajta
(18. abra), melyet Uj-Zélandon talaltak meg. Elterjedt riigymutansai az ‘Imperial Gala® (18.
abra), ‘Regal Prince’ (‘Gala must’), ‘Royal Gala’ (http:/w3.mkk.szie.hu/dep/
kerteszet/ta/gyumolcs/alma/fajta.htm).

a8, fregy
18. abra: ‘Gala’ és ‘Imperial Gala’ (Szabd T. in Soltész és Szabo 1998)

Szintén az Amerikai Egyesiilt Allamokban, New Jerseyben fedezték fel a ‘Starking
Delicious’-t (1921), amely a ‘Red Delicious’ (‘Delicious’) riigymutansa. Ebbdl kiindulva alakult
ki a fajtakor, melyhez tobbek kozott a ‘Starking Nm 47°, ‘Starking Nm 2517 (19. ébra),
‘Redchief Delicious’, ‘Topred Delicious’, ‘Wellspur Delicious’, ‘Redspur Delicious’ tartoznak

(http://w3.mkk.szie.hu/dep/ kerteszet/ta/gyumolcs/alma/fajta.htm).

19. dbra: ‘Starking Nm 251’ (Szabd T. in Soltész és Szabo 1998)
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3.2. Mintagyiijtés

A sz0l6 mintdkat a PTE Szodlészeti és Boraszati Kutatdintézetben gytjtottik. A
fajtagylijteményben talalhat6 adott fajtdhoz tartoz6 tékékrdl két egymast kovetd tavaszon, a
rigyfakadast kovetden fiatal leveleket szedtiink. A felcimkézett tasakokat hiitve (4°C)
szallitottuk, majd -20°C —on taroltuk a DNS izolalds megkezdéséig. A Bronnerstraube fajtat
Kecskemétrdl, Franciaorszagbdl és Romanidbdl is megkértiik. Az eldzetes vizsgalatok alapjan a
harom minta azonos genotipust mutatott. A kisérletekben, a tovabbiakban a Kecskemétrol kapott
mintat hasznaltuk.

A kisérletekben felhasznalt 66 alma minta (Malus x domestica Borkh.) az Ujfehértoi
Gytimodlcstermesztési Kutatd Intézet gylijteményébdl szarmazik. A virdgzas eldtt kora tavasszal

begyjtott fiatal leveleket szintén hiitve szallitottuk és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

3.3. DNS izolalas

A DNS-eket a sz616 és alma mintdkndl egyarant a DNeasy® Plant Mini kittel (Qiagen)

vontuk ki, a hasznalati utasitas leirdsa szerint. A DNS mindségét 1,2% agardz gélen futtatva

crer

spektrofotométer késziilékkel (20. abra) mértiik.

Quantity and Quality of DNA samples
— DNASamplel Sample | ng/ul | 260/280

25 DNASample2 1 48.04 1.93
DNASample3 2 |3552] 193
2 —— DNASample4 3 16977 193
° ——— DNASample5 4 | %454 19
15 —— DNASample6 EN . N
e — DNASample7 6 7228 1.88
% 14 DNASample8 y 2o £
é DNASample9 § 38.03 193
g 9 43.95 1.92
£0.5 DNASamplel0 10 | 3646 | 191
S DNASamplel 1] 2907] 191
0 ———————— DNASamplel2 12 |5036| 19
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 DNASamplel3 3| 4531 197
-0,5 DNASample14 14 42.19 1.91
Wavelength (nm) DNASamplel5 15 44.35 1.97

20. abra: Példa a Qiagen DNeasy® kittel izolalt DNS mintak mennyiségi és mindségi jellemzdire

(Nanodrop ND-1000 spektrofotométerrel mérve).
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3.4. PCR koriilmények és a reakciotermékek megfigyelése

Szolo
A polimeraz lancreakcidkat a GeneAmp 9700 thermal cycler (ABI Perkin-Elmer) és Bio-

Rad iCycler késziilékekben végeztiik. A reakcidelegyek végtérfogata 25 pl volt. Az elegy
Osszetétele: 20 ng DNS templat, 1uM primerenként, 75 uM/dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
2 mM MgCl,, 1 x PCR puffer (Promega), 1 egység (U) Tag-polimeraz (Promega).

Reakciokoriilmények: eléciklus (denaturation) 4 perc 95°C-on; tovabbi 36 ciklus,
ciklusonként 20 masodperc denaturacié (denaturation) 95°C-on; 30 masodperc primer
kapcsolodas (annealing) 56°C-on és 1 perc elongacid valamint a komplementer szal szintézise
(extension) 72°C-on. Az utociklus 5 percig 72°C-on zajlott.

Az altaldnos fajtaazonositdsra hat mikroszatellit markert, a Scu08, SculO (Scott et al.
2000), VVMD21, VVMD36 (Bowers et al. 1996, 1999b), ssrVrZAG64, sstVrZag79 (Sefc et al.
1999) markereket hasznaltunk. A primerparokat részben a GENRES#81 EU projekt javaslata
(Dettweiler és This 2000) €s részben eldzetes teszteléseink eredményei alapjan valasztottuk ki
(Kiss et al. 2003). A ,,Scu” markereket mi hasznaltuk eldszor nagyszadmi minta elemzésére, a
tobbiek esetében szamos irodalmi eredmény all rendelkezésre.

A pedigré analizishez tovabbi 21 SSR markert vontunk be a vizsgalatba: VVIb23,
VVIh54, VVIi51, VVImll1, VVIt14 (Merdinoglu ef al. 2005), VMC4c6, VMC4g6 (Di Gaspero
et al. 2000), VMC6d12 (Arroyo-Garcia és Martinez-Zapater 2004), sstVIZAG21, ssrVrZag25
sstVrZagd7, ssrVrZag62, ssrVrZag83, ssrVrZagll2 (Sefc et al. 1999), VVMDS, VVMD7
(Bowers et al. 1996), VVMD?25, VVMD?28, VVMD31, VVMD32 (Bowers et al. 1999b), VVS2
(Thomas ¢és Scott 1993) (3. tablazat).

Alma

A PCR reakciokat Perkin-Elmer GeneAmp 9700 ¢és Bio-Rad iCycler késziilékekben
végeztiik. A reakcidelegy 20 pl végtérfogata volt. Egy-egy reakcidelegy a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta: 50 ng templat DNS, 1 x reakcié puffer (Sigma), 0,9 mM MgCl, (a
pufferben 1évon feliil hozzdadva) 200 uM/dNTP, 0,3 uM primerenként, és 1.2 egység (U) Red-
Taq DNS polimeraz (Sigma).

Az alabbi bedllitasokkal zajlott a reakcio: 2 perc eldédenaturacid, majd 35 ciklusban,
ciklusonként 20 masodperc denaturacid (denaturation) 94 °C-on; 30 masodperc
primerkapcsolodas (annealing) 56°C -on és 60 masodperc lanchosszabbitas (extension) 72°C-on.

Az amplifikaciés folyamatot egy 5 perces 72°C-os utociklussal zartuk.
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Hat mikroszatellit régiora tervezett oligonukleotid primerpart hasznéltunk fel. A
CHO03g07, CHO04¢03, CH04g10, CH05c02, CH05d11, és CHO05e03 jelzésti SSR primerparokat
(4. tablazat) Liebhard et al. fejlesztették ki (Liebhard et al. 2002).

PCR termékek elvalasztasa és méretmghatarozasa

Mind sz6l6, mind alma esetében a primerparok forward tagja Cy-5 (IDT, Inc./
BioSciences) fluoreszcens festékkel volt jeldlve, a 1ézeres detektalas érdekében.

A PCR-amplifikatumokat elézetesen 1,2%-o0s agardéz gélen figyeltiik meg etidium-
bromidos festéssel UV fényben. A megjelend fragmentumok erdsségébdl kiindulva sziikség
szerint higitottuk a PCR-terméket. Az amplifikalt fragmentumokat, denaturalast kvetden 8 %-os
nagy felbontdsu poliakrilamid gélen (Reprogel High Resolution, Amersham Bioscience,
Uppsala, Sweden) valasztottuk szét. A PCR termékek jelenlétét Automata Lézer Fluorométerrel
(ALFexpress II DNA analyser, Amersham Biosciences) detektaltuk. Az allélméreteket a belsd
standardként hasznalt ALFexpress™ sizer™ 50-500 (Amersham Biosciences) és sajat
standardokhoz (3.3.1. fejezet) viszonyitva hatdroztuk meg az ALFwin Fragment Analyser 1.03
(Amersham Biosciences) szoftverrel. A mintak felvitele soran minden mintdhoz két ismert
hosszusaga DNS fragmentumot tartalmazoé oldatot kevertiink, amelyek a mintaval egyitt futottak
(,,belso standard”). A standardokat az SSR primerparok eldzetes eredményei alapjan valasztottuk
ki, gy hogy az adott lokuszban varhatd fragmentum-mérettartomanyt alulrdl és feliilrdl
kozrefogjak. A 40 zsebet tartalmazo gélre 37 mintat vittiink fel belsé standarddal, a maradék
harom zsebbe, pedig kizardlag standardot toltottiink (,.kiilsé standard”). A kiilsé standard
minimum négy, ismert fragmentum-hosszisagi DNS amplifikatumot tartalmazott, amelyek
koziil kettd mérete megegyezett a belsoé standardokéval.

A futési koriilmények a kovetkezok voltak:

- Fesziiltség 850 V

- Aramer6sség: 35-40 mA
- Homérseklet: 55 °C

- Futési id6: 70-75 perc.

A gél hdmérséklete és a fesziiltség értékek allandoak voltak.



€661 NOJIS S sewoy [, R N EIRER | DHLIOVVILLVVIDLLYVVVILLVVV JLVIOLVIDLVVVLIDIIIOVD ISAA
96661 10 12 S1oMog SISt1T ’u DJIOVOVIVOVVIDDVVVIOLOVVID DDHOIVIVOHDDDOVILVVLVVLLYVVVD 9EAINAA
q6661 Iv 12 slomog €LT-6€T e'u DDDLOVHILVDODILVDOHVVVOHD HOHVHIOHOHOHHOOVILLLLLLVOLVL CEANAA
q6661 Iv 12 slomog Y22-961 e'u JDDOVHVOHVVHOVOHVVVOLOLOLD DHOVVILLLOVVVLLOLLLLLODIOVD ISEAINAA
96661 7P 12 s1omog 6L2-12C R DILIOLLLVIOLOLVIOOLLLYVVILVIL VDOVOVOVOVDOVOVVVVDLVVILLVVIVY STAINAA
96661 7P 12 s1omog SLT-€VT R DHDOVHLLVLLLVVVOLLLYDOLL DOVVVVVHOVVVVIDVVVLLIOIDLL STANAA
96661 7V 12 S1omog 997-€tC ’u DDHLLYHOOVVVVVIOVOLLID ODLIOLVOLLOVODLYLOIOLIOD IZAINAA
9661 IV 12 s1omog €97-€€27 SOATIA LVDILLODOVIVILLIIVVDD 1VDOHVIOVVOHVDHOIDLLOVOV LAWAA
9661 /v 12 slamog 9v7-97C SOATOA VVVLIILLVLVDLVVVVVDIOVLVL VVIILVVIODIVIIOVOV.LD SAINAA
6661 [P 12 9J9S 192-622 PRJIdd ODDHVIDIVILLODIOVIVIILODOL DHOLLILVVYDHILIOVIIDVVVLLLOD TII3CZIAISS
6661 IV 12 9J9S 00Z-981 SOATOA DDIOVVIVIVVVIDVIIODIVVIDIV DOHHOHVHVOHLYDHV.IDOIDDHVOHHIDD €83UZIA ISS
6661 IV 12 0J°S 092-9€C PR_JI9d DIDLIDDLIOVVVILLLLVIIIDOOL DODVVVIOVVDHHOHVHOVOOLOLLVOV 6LDOVZIAANISS
6661 IV 12 0J°S L61-LET PR_JI9d DHOHOLVOLLLODOOVILODIOLVVIOODL DOVIHOHODHIVVIIIVVVOHVVVDHLVL Y9ODVZIAISS
6661 IV 12 9J9S €0Z-SS1 PRI DOVOLILIIOVILIJLOLOLOLYID DDOVIVIVVDIIVIODDLVVVOLOD 793CZIAISS
6661 IV 12 9J3S ZL1-6¥1 ppoyroduy OVDLLVOLOLLYILILIDLOIODIV 1VLVIOVVLIOIDLVIVLVVOLILOD LPSeZIAISS
6661 10 12 9398 S¥T-STT SOATIA DJD1IDLILVILOVLLLYIVVIIODDD DDLVIDOHLVIVILVIVILLIVIILD GT3CZIAISS
6661 [V 2 9398 Y12-061 ISEVIEY| DLLOLIOVILOVVVIILOVIIODODOD DHDIOLVILLYIDLIOVOLOVOLLYOL TTOVZAAISS
-Nosmﬁmwmﬁ MMmMN.o Kory 091-0¢1 PajIad DDIOVVVIVVVDOLIOILLLLY LODDOLLYVVOIOLLLLOLOLO TIP9DINA
000C ‘[ 12 oxxdsen 1 eu PRJIxd 129LOLIDDIOLLIOVVLLLVL VIDOLLLOVDOLVOVOVVDLLID 93FDINA
000C ‘[ 12 oxxdsen 1 eu PRJIxd VOVOLIOLVVIIIVIVV.LIOLD DVOLVILILVLIIDLVIILD 9PDINA
S00T ‘I J2 n[3oUIpIdN €CI-€71 poduy LLLVDLLLVDDLOLVLVIOLOD DVLLVIOVIDLIDVVILVDIOV YIIAA
S00Z ‘I J2 n[30UIpIdN 762-0LT EYGEYN LLOLODOOLLV.LLOVVOLVIDD DLVVIIDIOHVVILYIIIDVVVY TTWIAA
S00C 7 J2 n[3OUIpIdIN 797-8¢€C PRJI] DLLOLVLVIOLOVILILYDLID 1OVVVOVVIOVVOHVDHVVIIILV ISIIAA
S00C 7 J2 n[3OUIpIdIN 991-8%1 PRJI] HVIDHVIIVIVLLLLLODOVVVD OVOLLLYVOLLOIOLLOVIDID PSUIAA
S00C 7 J2 n[3OUIpIdIN 062-¥8C PRJI] DVODLLLYDDOOLLLLVIOLLL DLLOVVDLLVLVOVIOOVILOD CIAIAA
0002 ] }2 109§ ¥1.7-S02 PRI OVOLLLLOJLOOVIIDIDIOLL LLLLIDOVVIVIDIIIVL AAQ NS
0002 7P }2 109S 081 PRI DLOVVIVLIHODIILIILYVVVID DVVIOLLIDOIVIDVIIIVOVDD AAGNOS
[481IEREIEN | Augwoy.e) esndp (,£—S) B1OUIAYIZS JowILId ISIIARY (.€—S) e1OUIAYIZS JowiLad paremaoq AU
’ PIRWRIY | SIPYNIWS] e ’ e ’ Zsm0] YSS

("[mzewey[e [QUSQZW[IITIPI
©119q0} B Mza39A Jse[ezidnouds e [oxp[oA[owe 90-9 & 1Ze Mmool [enereAure aInzs) QI J[[21LZSOIIW J[BUZSBY[J USQQ[OZS Y JBZB[qE) °€

LS



4. tablazat: Az alma genotipizalashoz felhasznalt 6 SSR marker (Liebhard et al. 2002
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,SSR Forward primer szekvencia | Reverse primer szekvencia | Ismétlodé Méret Kap’c S0 It-

16kusz (5-3) (5°-3%) s tipusa | tartomany sagl

neve: csoport
CHO03g07 | AATAAGCATTCAAAGCAATCCG | TTTTTCCAAATCGAGTTTCGTT perfekt 119-181 3
CHO04e03 | TTGAAGATGTTT-GGCTGTGC TGCATGTCTGTCTCCTCCAT perfekt 179-222 5
CHO04g10 | CAAAGATGTGGTGTGAAGAGGA | GGAGGCAAAAAGAGTGAACCT perfekt 127-168 15
CHO05¢02 | TTAAACTGTCACCAAATCCACA | GCGAAGCTTTAGAGAGACATCC | imperfekt 168-200 n.a.
CHO05d11| CACAACCTGATATCCGGGAC | GAGAAGGTCGTACATTCCTCAA | imperfekt 171-211 12
CHO05e03 | CGAATATTTTCACTCTGACTGGG | CAAGTTGTTGTACTGCTCCGAC perfekt 158-190 2

3.4.1. Méret-standard készitése a pontos fragmentummeéret meghatarozashoz
Az ALF Express Il késziiléknél hasznalt standard tulajdonképpen ismert méretli, Cy5

fluoreszcens festékkel jelolt, DNS fragmentumot tartalmazé oldat.

A mikroszatellit primerek altal amplifikalt fragmentumok pontos méreteit (bp) kiilso,
illetve belsé standardokhoz viszonyitva allapitottuk meg. A rendkiviil draga gyarilag eldallitott
standardok kivaltasara, a dr. Galli Zsolt altal a SZIE Genetika és Biotechnoldgiai Intézetében
kidolgozott modszerrel eléallitott standardokat hasznaltuk fel.

Az ismert méreti szekvencidkat a pBI426 plazmidban megtalalhatdo nptll (neomicin-
foszfotranszferaz gén) gén szekvenciajardl szaporitottuk fel. A moddszer alapja a nested PCR
technika, amellyel elkeriilhetd a zavaré melléktermékek felszaporodasa. Az elsd reakcidban az
nptll teljes szekvenciajarol egy 700 bp-os szekvencidt szaporitottunk fel az erre tervezett nem

jelolt primerparral (21. abra).

ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACA
ACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCG
ACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGC
GCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCT
GTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGG
CTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGAT
CAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGA
CGGCGATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGAT
TCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG
CTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTA
TCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA

— GAGGCTATTCGGCTATGACTG - 3’
— ATCGGGAGCGGCGATACCGTA - 3’

21. abra: A neomicin-foszfotranszferaz gén teljes szekvenciaja és az arra tervezett primerpar, amellyel
egy 700 bp hosszusagu szakasz amplifikalhato.

Forward primer: 5’
Reverse primer: 5’

A masodik reakcioban (nested PCR) az els6 reakcid termékét hasznaltuk fel templatként
50x-es higitasban. Az el6zdekben felszaporitott 700 bp-os szekvencidra tervezett primerekkel

pontosan 70, 96, 150, 200, 275 és 300 bp-os fragmentumok szaporithatoak fel (22. abra).
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GAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAG

GGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTAT
CGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCT
ATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGAT
GCAATGCGGCGGCTGC ANy uNelelelelehyNeIohi G C CCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCANGINSEINE
XV XINelele . TGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGA
ACTGTTCGCCAGGC TNl NelslsleFNele G CGATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCG
AATATCATGGTGGAAAATGECCECTITTCTECATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGAC ClENNINee

Iy XeseinNelel® T \CCCCTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG

TATCGCCGCTCCCGAT

22. abra: Az nptll gén szekvencidra tervezett tovabbi primerek a nested PCR-hez (A feketével kiemelt
szakaszra tervezett primer Cy5 jeldlést kapott).

A 22. abran feketével kiemelt szekvenciara tervezett primert Cy5 festékkel jeloltettiik, és
adott reakcidban ehhez valasztottunk nem jel6lt primert, attol fliggden, hogy milyen hossziisagu

fragmentumot szerettiink volna amplifikalni. Az igy eléallitott reakcidterméket kortilbeliil 100x-

os higitasban hasznaltuk fel a futtatdsok soran standardként.

3.5. Az adatok statisztikai értékelése

Mind a sz6l6, mind az alma esetében markerenként meghataroztuk az allélok szamat,
allélgyakorisagot, a vart és megfigyelt heterozigozitast, sziil6ség-kizarasi valoszinliséget, a null
allélok eléfordulasanak valoszinliségét és a 2 véletlenszeriien kivalasztott egyed azonossaganak
valdszintiségét (PI) az IDENTITY 1.0 programmal. Szintén ezzel a programmal szamitottuk ki a
valosziniiségi  ardnyokat a  sziil6-utdéd kapcsolatok  vizsgalatdban. A markerek
Osszehasonlitasahoz a PowerMarker 3.5 szoftverrel (Liu és Muse 2005) kiszamitottuk a PIC
értéket (Anderson 1993) is.

Az elkiilonitéshez sziikséges markerek minimalis szamat és kombinaciojat Tessier et al.
(1999) korabban mar ismertetett szamitasai alapjan végeztik. Ezeknél a szdmitasoknal az alma
esetében azokat a szomatikus mutansokat, amelyek azonos mikroszatellit ujjlenyomatot
mutattak, egy genotipusként vettiik figyelembe.

A klaszteranalizishez a teljes adatsort binaris formaba alakitottuk at, tehat minden egyes

fragmentum jelenlétét 1, mig hianyat 0 jelzi. Ha minden vizsgalt egyedre (adott populacié DNS-

mintazata) elvégezziikk a fenti atalakitast, akkor képezhetjiik az un. Jaccard-indexet (J): J
a/atb+c, ahol a = két 6sszehasonlitandd mintaban, az azonos pozicidban 1évd savok szdma, b =

csak az egyik Osszehasonlitandd mintdra jellemzé sdvok szama, ¢ = csak a madsik



60

Osszehasonlitandd mintara jellemz6 savok szama. Az analizist UPGMA modszerrel a Jaccard
féle hasonlosagi indexek (28., 29. tablazat) alapjan végeztilk (Jaccard 1908). Az eredmény
bemutatdsdra dendrogramot szerkesztettiink. A szamitdsokhoz az SPSS 11.0 (Microsoft®)
szoftvert hasznaltuk fel, amelyben a ,Between group linkage” eljards felel meg az UPGMA
moddszernek.
A fajtak mikroszatellit ujjlenyomatanak ¢és a kiilonb6z6 fajtacsoportokba tartozasanak
Osszefliggését diszkriminancia analizissel vizsgéltuk. Ehhez szintén az SPSS 11.0 szoftvert
hasznaltuk.

Az adatok kezeléséhez Microsoft Excel tabldzatkezel¢ programot hasznéltunk. Az
adatbazisok elkészitésé¢hez a Microcoft® Access adatbazis-kezeld szoftvert hasznaltuk. A webes

feliiletet a Macromedia Dreamweaver 8.0 programmal terveztiik meg.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Szolofajtak mikroszatellit analizisének eredményei

A vizsgélat soran 105 szOlofajta mikroszatellit ujjlenyomatat hatdroztuk meg, melyek
kozott 97 régi karpat-medencei, 5 nemzetkdzileg elterjedt fajta a ‘Bronnerstraube’, ‘Heunisch
weiss’ (‘Gouais blanc’), ‘Ottonel muskotaly’ (‘Muscat Ottonel’), a ‘Pinot noir’, ‘Chardonnay’
valamint harom magyar nemesitést fajta a ‘Csaba gyongye’ ‘Irsai Olivér’, ‘Matrai muskotaly’
szerepeltek (5., 25. tablazat). A mintdkat a Scu8vv, SculOvv, VVMD21, VVMD36, ssrVrZag64,
ssrVrZag79 primerparral genotipizaltuk. Minden esetben 1 vagy 2 fragmentumot amplifikaltunk,
amelyek pontos méreteit ALF Express Il késziilek segitségével kaptuk meg a 23. dbran lathatd

példahoz hasonloéan.

P
[

— E oo — —

M 1234 56 78 9

23. abra: ALF Express Il késziiléken ssrVrZag79 primerrel amplifikalt fragmentumok néhany
szOlofajtaban, alatta az ALFwin Fragment Analyser 1.03 szoftver alkotta virtualis gél-foto
M: kiils6 standard (100, 150, 200, 250 és 300 bazispar méretli fragmentumok). 1: ‘Bajor kék’,
2: ‘Boségszaru’, 3: ‘Gohér fehér’, 4: ‘Kovidinka’, 5: ‘Mustos’, 6: ‘Betyarszold’ 7: ‘Budai’,
8: ‘Czeiger’, 9: ‘Kadarka’
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Az amplifikélt fragmentumok méreteit a program a kiilsé és a bels¢ méretstandardokhoz
viszonyitva hatarozta meg. Az adatokat tablazatba foglaltuk (5. tdblazat), a tablazatban alahuzva
szerepelnek a ma is termesztésben 1év0 régi karpat-medencei fajtdk. Azokban az esetekben, ahol

csak egy fragmentumot kaptunk, feltételeztiik a homozigotasagot.

5. tablazat: 105 sz6l6fajtaban kapott fragmentum méretek 6 SSR markerrel (Alahuzassal emeltem ki a
ma is koztermesztésben 1évo régi magyar fajtakat).

Fajtak Scu8 Scull Vvmd21 Vvind36 | ssrVrzag64 | ssrVrzag79
Alanttermé 185 202:208 250:259 254:276 161:165 254:260
Aprofehér 185 208:214 250 264:266 141:145 246:254
Agasfark 185:192 202 244:250 254:264 145:165 252:262
Bajor kék 185:192 202:208 250:257 252 145:165 252:262
Bajor sziirke 185:192 202:208 250:257 254 145:165 252:262
Bakarka 185 214 244:250 264:266 141:145 254
Bakator kék 185 202:208 250 264 141:165 252:262
Bakator piros 185 202:208 244:257 266:288 145:165 254
Bakator, tiidoszinii 185 202:208 244:257 266:288 145:165 254
Bakszem 185:192 202:208 250 252:264 141:165 240:262
Balafant 185:192 202 244:259 276:288 145:165 240:254
Balafant, fekete 185:192 202 250 254:276 161:165 252
Balint 185:192 208:214 250:259 264:276 141:145 252:254
Banati rizling 185 208:211 250:257 254:288 161 254:262
Beregi 185 208:214 244:250 254:288 139:145 254:262
Betyarsz6lo 185 202:214 250:257 264:266 139:165 262
Bihari 185 202:205 250 264 141:161 250:262
Bogdanyi dinka 185 214 244:250 264:266 139:145 254:262
Boségszaru 185 202:205 244:250 276:296 145:165 248:252
Bronnerstraube 185 202:214 250 244:296 141:145 248:254
Budai 185:192 208:214 250 254 141:165 252
Chardonnay 185:192 205:214 250 254:276 161:165 246:248
Cudarszo6lé 185 208:214 250 244:254 145 242:254
Cukorszolé 185 202:208 250:259 254:276 141:161 254:262
Csaba gyongye 185 205:214 244:267 264:296 161 258:262
Csikos muskotaly 185 208:217 250 244:264 143:161 254:258
Csokaszdlé 185 202:208 257 288 161:165 240:254
Csomorika 185 208:211 257 288 141:145 240:262
Czeiger 185 202:208 250 264:288 139:165 254
Demjén 185 202 244:257 254:288 141:165 254:262
Erdei 185 202:214 244:250 264 145:165 246:254
Ezerjo 185 202 244:250 258:276 139 240:254
Furmint 185:192 202:208 250:259 254:276 161:165 240:252
Furmint, piros 185:192 202:208 250:259 254:276 161:165 240:252
Fiigér 185:192 208 244 254:264 141:145 252
Fiigesz6lé 185:192 208 244 264:288 145 240:252
Fiirjmony 185:192 205:208 250:257 254:264 141:161 250:254
Gergely 185 208:214 244:250 266:276 159:165 240:254
Gohér fehér 185:192 202:208 244:257 254:288 141:145 252:262
Gohér piros 185:192 202:208 244:257 254:288 141:145 252:262
Gohér valtozé 185:192 202:208 244:257 254:288 145 252:262
Gorombasz616 185 208:214 250:259 254:266 139:145 252
Halapi 188 208:217 244:267 244:254 141:157 252:258
Hamusz6l6 185 208 250 264:276 139:141 248:254
Harslevelii 185 202:208 244:259 264:276 145:165 240:254
Heunisch weiss 185 208:214 250 264:276 161 240:246
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5. tablazat folytatasa: 105 szolofajtaban kapott fragmentum méretek 6 SSR markerrel (Alahuzassal

emeltem ki a ma is koztermesztésben 1év0 régi magyar fajtakat).

Fajtak Scu8 Scull Vvmd21 Vvimd36 | ssrVrzag64 | ssrVrzag79
Hossziinyelii 185 208:214 244:257 254:288 141:145 240:254
Irsai Olivér 185 205:214 244 264:296 139:161 254:258
Izsaki 185 208:214 244:250 254:276 139:161 240:246
Jardovany 185 208:214 244:250 266:276 141:161 240:254
Juhfark 185 208 250:257 264:276 141:165 240:252
Kadarka 185 208:214 250 266:276 145:165 252
Kéklépiros 185 202:208 250:257 264:270 159:165 252:262
Kéknyelii 185 202:208 244:250 252:264 159:165 252:254
Kiralyleanyka 185 208:214 244:250 254:266 161 252:254
Kiralysz616 185 202:208 250:259 266:288 145:165 254:262
Kolontar 185:192 202:208 244:250 254:264 141:145 252:262
Kovacsi 185:192 208 257 264:288 161 254
Kovacskréger 185 202:211 250:257 254 145:161 252:254
Kozma 185 202:208 257:267 254:264 141:145 262
Kodos 185 208 257:259 254:276 145:165 252
Képoros 185 208:214 257:259 264:266 145:165 254:260
Kovérsz6lé 185 208 250:259 264:266 145:161 240:254
Kovidinka 185 208:214 244:250 264 139:141 254:262
Kiibeli 185 208:214 257:259 264:266 161:165 254:260
Lanysz616 185 208:211 250:257 254:276 161 252:254
Lagyleveli 185 202:214 250 254 165 252:254
Leanvka 185 202:208 250 266:276 161:165 240:254
Lisztes fehér 185 208 250:257 276:288 141:161 240:262
Lisztes piros 185 208 250:257 276:288 141:161 240:262
Magyarka 185:192 208 244:250 264:288 145:165 248:254
Matrai muskotaly 185 214 244:267 264:276 139:161 240:258
Mézesfehér 185:192 208:214 250:257 266:276 141:165 254:262
Mustos 185 208:214 244:250 254:276 145:161 246:252
Ottonel muskotaly 185 208:214 267 264:276 139:161 258:262
Pettyesszolé 185 202:208 244 254:288 145:165 250:252
Pécsi dinka 185 202:208 244 254:288 141:145 252:254
Pécsi szagos 185 208:211 257:267 264:288 161 254:258
Pinot noir 185:192 205:217 250 254 141:165 242:248
Piros granat 185 208:214 244:250 254:264 139:145 250:254
Piros tokos 185 202:214 244:250 276:288 145:165 252:254
Polyhos 185 202 244:259 254:288 145:161 252:262
Pozsonyi 185:192 202:214 244:259 264 139:145 254
Purcsin 185 208:214 250 254:276 161:165 250:258
Raksz616 185 208:214 244 254:266 139:161 254
Rékafarkua 185 208:214 250 264:276 141:165 240:246
Rohado 185 208 250:257 264:276 145:161 252:254
Rézsasz616 185 208 244:250 264 139:145 246:254
Sarfehér 185:192 202:208 244:250 264 139:165 252:254
Sarpiros 185 202:208 244 264:288 145:165 254:260
Somsz616 185 202:214 244:250 252:276 139:153 252:254
Szagos bajnar 185 205:208 250 264:288 139:161 250:262
Szeredi 185 202 250:257 254:276 145:161 252
Szerémi 185 202:208 250 276 161:165 252:258
Szdke sz616 185 202:208 244:250 272:276 139:145 254:260
Tihanyi 185 208 257:267 254:264 145 252:262
Totika 185 208:214 250:257 254:276 145:165 252:254
Toksz616 185 208:214 257 264:276 161:165 240:262
Tulipiros 185 208 244 254:288 145 252:254
Tiikorsz6lo 185 202:214 250 254:264 161:165 246:262
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5. tablazat folytatasa: 105 szolofajtaban kapott fragmentum méretek 6 SSR markerrel (Alahuzassal
emeltem ki a ma is koztermesztésben 1év6 régi magyar fajtakat).

Fajtak Scu8 Scull Vvmd21 Vvind36 | ssrVrzag64 | ssrVrzag79
Tiiskéspupu 185 208:211 257 254:288 145:161 254:262
Urmi dinka 185 214 250 266:276 145:161 246:254
Vékonyhéji 185 202:208 250 264:276 161:165 246:262
Vorosdinka 185 208:214 244:250 254:264 139:145 254:262
Z6ld dinka 185 202:208 244:257 264 145 254

4.1.1. A sz616 mikroszatellit adataink 6sszehasonlitisa nemzetkozi eredményekkel
A vizsgélatban szerepeltek nemzetkozi fajtak (‘Pinot noir’, ‘Heunisch weiss’ ‘Chardonnay’),

amelyeket referenciaként hasznalhatunk fel, eredményeink Osszehasonlitdsara mas

kutatocsoportok adataival (6. tablazat).

6. tablazat: Az allélméret eredmények Osszehasonlitasa a GMC adatbazissal. A szamok a kapott
fragmentumméreteket jelentik, mig alattuk a relativ megjeldlés, ahol ,,n”= a ‘Pinot noir’ legkisebb all¢lja
¢és az 0sszes tobbi az adott vizsgalatban és markerrel el6fordulo fragmentumméret az ,,n”-t6l valod
eltéréssel jeloltiik (‘“Muscat Ottonel’

‘Ottonel muskotaly’).

Marker Referencia Fajtak
’Pinot’ ’Chardonnay’ ’Heu.n is’ch ’Otton,el , ’€saba’
weiss muskotaly gyongye
Bowers et 249 249
al. (1999b) (n) (n) ) i )
Regner et al. 248 248 248
(2000b) (n) (n) (n) ) )
Regner et al. 249 249 249
VVMD21 (2000a) (n) (n) (n) i )
Crospancs 49 266
(2001) (n) (n+17)
Jelen 250 250 250 267 244:267
dolgozat (n) (n) (n) (n+17) (n-6):(n+17)
Sefc et al. 252 252:274 262:274 262:294
(1998a) (n) (n):(n+22) ) (n+10):(n+22)  (n+10):(n+42)
Bowers et 254 254:276
al. (1999b) (n) (n):(n+22) ) i )
Regner et al. 252 252:274 262:274
(2000b) (n) (n):(n+22) (n+10):(n+22) i )
VVMD36  Regner et al. 254 254:276 264:276
(2000a) (n) (n):(n+22) (n+10):(n+22) i )
Crf\;ﬁ;‘;“ 254 264:276
(2001) (n) (n+10): (n+22)
Jelen 254 254:276 264:276 264:276 264:296
dolgozat (n) (n):(n+22) (n+10):(n+22)  (n+10):(n+22) (n+10):(n+42)
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6. tablazat folytatasa: Az allélméret eredmények 6sszehasonlitdisa a GMC adatbazissal. A szamok a
kapott fragmentummeéreteket jelentik, mig alattuk a relativ megjel6lés, ahol ,,n”= a ‘Pinot noir’ legkisebb
allélja és az Osszes tObbi az adott vizsgalatban és markerrel el6forduld fragmentummeéret az ,,n”-tol valo
eltéréssel jeloltiik (‘Muscat Ottonel’ = ‘Ottonel muskotaly’).

Marker Referencia Fajtak
sPinot’ *Chardonnay’ ’Heu.nis,ch ’Otton'el ’ ’€saba’
weiss muskotaly gyongye
Regneretal.  139:163 159:163 159
(2000b) (n):(n+24)  (n+20):(n+24) (n+20) ) )
Regneretal.  140:164 160:164 160
(2000a) (n):(n+24)  (n+20):(n+24) (n+20) ) )
Sefc et al. 139:163 159:163
ssrVrZag64 (2000b) (n):(n+24)  (n+20):(n+24) ) ) )
Crﬁ;ﬁ:ﬁies 139:163 ] ) 137:159
(2001) (n):(n+24) (n-2):(n+20)
Jelen 141:165 161:165 161 139:161 161
dolgozat (n):(n+24)  (n+20):(n+24) (n+20) (n-2):(n+20) (n+20)
Regneretal.  238:244 242:244 236:242
(2000b) (n):(n+6) (n+4):(n+6) (n-2):(n+4) ) )
Regneretal.  240:246 244:246 238:244
(2000a) (n):(n+6) (n+4):(n+6) (n-2):(n+4) ) )
Sefc et al. 238:244 242:244
ssrVrZag79 (2000b) (n):(n+6) (n+4):(n+6) ) ) )
Crespancs 538044 254:258
(2001 (n):(n+6) (n+16):(n+20)
Jelen 242:248 246:248 240:246 258:262 258:262
dolgozat (n):(n+6) (n+4):(n+6) (n-2):(n+4) (n+16):(n+20)  (n+16):(n+20)

A 6. tablazatban bemutatott Osszehasonlitds alapja a GMC olasz adatbazis (Grape
Microsatellite Collection, IASMA, Italy, 2002). A VVMD36 l6kuszban a ‘Pinot noir’ és
‘Heunisch weiss’ fajtakkal azonos allélméreteket kaptunk, mint Regner et al. (2000), bar a
megfigyelés modszere mas volt. A ‘Heunisch weiss’ allélméretei a VVMD36 markerrel
megegyeztek Bowers et al. (1999a) eredményeivel is (a tabldzatban nem szerepel). Az ‘Ottonel
muskotaly’ fajtdnal Crespan €s Milani 2001-ben kozoltek a miénkkel azonos allélméreteket a
VVMD36 lokuszban. A tobbi SSR primerparndl, ugyanazon sz6lofajtak esetében, az altalunk
megfigyelt abszolut allélméretek 1-4 bazisparos eltéréseket mutatnak a nemzetkozi irodalomban
kozoltekhez képest. Hasonld kiilonbségeket taldlunk ugyanazon fajtdk abszolut allélméreteiben,
laboratoriumonként és/vagy vizsgalati modszerenként egyarant (Crespan €s Milani 2001, Regner
et al. 2000a, b). Ennek oka legtobbszor az eltérd laboratoriumi, azonositasi koriilményekben van,
de el6fordulhat, hogy egyes Tag-polimerdzok extra bazist adnak hozzd az amplifikalt
fragmentumokhoz. A problémara a Vitis Mikroszatellit Konzorciumon beliil dolgoztak ki
megoldasi lehetdséget (This et al. 2004). Kivalasztott referencia-fajtdk minden egyes alléljat
meghataroztak €s igy megtalalhato a fajtdk kozott az adott 1okuszban legkisebb allél, amelyhez

képest kodolhatd az Osszes fajta. A GenRes projekt keretében javasoltak, hogy a kivalasztott



66

2

markereknél meghatarozott legkisebb allélméret legyen az ,n” érték és minden tovabbi
allélméret leirhat6 az n-értéktdl valo pozitiv eltéréssel.

Ebben a dolgozatban a ‘Pinot noir’ és ‘Chardonnay’ fajtdkat hasznaltuk referencia-
fajtaként, mivel még kiviilalloként nem 4alltak rendelkezésiinkre a GenRes projektben hasznalt
fajtak. A ‘Pinot’ kisebbik alléljat ,,n”-nel jeldltiik és az Osszes tobbi allélt laboratoriumonként és
lokuszonként az ,,n”-t6l vald eltéréssel jeldltiik (relativ méret). A 6. tablazatban lathato, hogy az
eltérd abszolut méretek ellenére, a kodolt eredmények markerenként egyeznek az oszlopokban.
Ezzel bizonyitottuk, hogy nemzetkozi adatokkal is 0sszehasonlithatdé munkat végeztiink. Ennek

tiikrében az 5. tdblazatban bemutatott adataink ugyanigy felirhatok a relativ méretekkel megadva

is (7. tablazat).

7. tablazat: 105 sz6l6fajtaban kapott relativ fragmentumméretek 6 SSR markerrel. Az ,,n” minden marker
esetében a "Pinot noir’ kisebbik alléljat jelenti. (Alahuzassal emeltem ki a ma is kdztermesztésben 1évo
régi magyar fajtakat).

Fajtak Scu8 Scull Vvmd21 Vvmd36 | ssrVrzag64 | ssrVrzag79
Alanttermo n n-3:n+3 n:n+9 n:n+22 n+20:n+24 n+12:n+18
Aprofehér n n+3:n+9 n n+10:n+12 n:nt+4 n+4:n+12
Agasfark n:nt+7 n-3 n-6:n n:n+10 n+4:n+24 n+10:n+20
Bajor kék n:nt+7 n-3:n+3 n:nt+7 n-2 n+4:n+24 n+10:n+20
Bajor sziirke n:nt+7 n-3:n+3 n:nt+7 n n+4:n+24 n+10:n+20
Bakarka n n+9 n-6:n n+10:n+12 n:n+4 n+12
Bakator kék n n-3:n+3 n n+10 n:n+24 n+10:n+20
Bakator piros n n-3:n+3 n-6:n+7 n+12:n+34 nt+4:n+24 nt+12
Bakator, tiidoszinii n n-3:n+3 n-6:n+7 n+12:n+34 nt+4:n+24 nt+12
Bakszem n:n+7 n-3:n+3 n n-2:n+10 n:n+24 n-2:n+20
Balafant n:n+7 n-3 n-6:n+9 n+22:n+34 n+4:n+24 n-2:n+12
Balafant, fekete n:n+7 n-3 n n:n+22 n+20:n+24 n+10
Balint n:n+7 n+3:n+9 n:n+9 n+10:n+22 n:n+4 n+10:n+12
Banati rizling n n+3:n+6 n:n+7 n:n+34 n+20 n+12:n+20
Beregi n n+3:n+9 n-6:n n:n+34 n-2:n+4 n+12:n+20
Betyarszolé n n-3:n+9 n:nt+7 n+10:n+12 n-2:n+24 n+20
Bihari n n-3:n n n+10 n:n+20 n+8:n+20
Bogdanyi dinka n n+9 n-6:n n+10:n+12 n-2:n+4 n+12:n+20
Boségszaru n n-3:n n-6:n n+22:n+42 | n+4:n+24 n+6:n+10
Bronnerstraube n n-3:n+9 n n-10:n+42 n:n+4 n+6:n+12
Budai n:n+7 n+3:n+9 n n n:n+24 n+10
Chardonnay n:nt+7 n:n+9 n n:nt+22 n+20:n+24 n+4:n+6
Cudarszolo n n+3:n+9 n n-10:n n+4 n:n+12
Cukorszolo n n-3:n+3 n:n+9 n:n+22 n:n+20 n+12:n+20
Csaba gyongye n n:n+9 n-6:n+17 | nt+10:n+42 n+20 n+16:n+20
Csikos muskotaly n n+3:n+12 n n-10:n+10 n+2:n+20 n+12:n+16
Csokaszoloé n n-3:n+3 n+7 n+34 n+20:n+24 n-2:n+12
Csomorika n n+3:n+6 n+7 n+34 n:n+4 n-2:n+20
Czeiger n n-3:n+3 n n+10:n+34 n-2:n+24 n+12
Demjén n n-3 n-6:n+7 n:n+34 n:n+24 n+12:n+20
Erdei n n-3:n+9 n-6:n n+10 nt+4:n+24 n+4:n+12
Ezerjo n n-3 n-6:n n+4:n+22 n-2 n-2:n+12
Furmint n:n+7 n-3:n+3 n:n+9 n:n+22 n+20:n+24 n-2:n+10
Furmint, piros n:nt+7 n-3:n+3 n:n+9 n:n+22 n+20:n+24 n-2:n+10
| Fiigér n:n+7 n+3 n-6 n:n+10 n:n+4 n+10
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7. tablazat folytatasa: 105 szolofajtaban kapott relativ fragmentumméretek 6 SSR markerrel. Az ,,n”
minden marker esetében a *Pinot noir’ kisebbik alléljat jelenti. (Aldhtuzassal emeltem ki a ma is
koztermesztésben 1évo régi magyar fajtakat).

Fajtak Scu8 Scul0 Vvmd21 Vvnd36 | ssrVrzag64 | ssrVrzag79
Fiigesz6lo n:n+7 n+3 n-6 n+10:n+34 n+4 n-2:n+10
Fiirjmony n:n+7 n:n+3 n:n+7 n:n+10 n:n+20 n+8:n+12
Gergely n n+3:n+9 n-6:n n+12:n+22 | n+18:n+24 n-2:n+12
Gohér fehér n:n+7 n-3:n+3 n-6:n+7 n:n+34 n:n+4 n+10:n+20
Gohér piros n:n+7 n-3:n+3 n-6:n+7 n:n+34 n:n+4 n+10:n+20
Gohér valtozé n:n+7 n-3:n+3 n-6:n+7 n:n+34 n+4 n+10:n+20
Gorombaszolo n n+3:n+9 n:n+9 n:n+12 n-2:n+4 n+10
Halapi n+3 n+3:n+12 n-6:n+17 n-10:n n:157 n+10:n+16
Hamuszo6l6 n n+3 n n+10:n+22 n-2:n n+6:n+12
Harslevelii n n-3:nt3 n-6:nt9 n+10:n+22 n+4:n+24 n-2:n+12
Heunisch weiss n n+3:n+9 n n+10:n+22 n+20 n-2:n+4
Hosszunyeli n n+3:n+9 n-6:n+7 n:n+34 n:n+4 n-2:n+12
Irsai Olivér n n:n+9 n-6 n+10:n+42 n-2:n+20 n+12:n+16
Izsaki n n+3:n+9 n-6:n n:n+22 n-2:n+20 n-2:n+4
Jardovany n n+3:n+9 n-6:n n+12:n+22 n:n+20 n-2:n+12
Juhfark n n+3 n:n+7 n+10:n+22 n:n+24 n-2:n+10
Kadarka n n+3:n+9 n n+12:n+22 n+4:n+24 n+10
Kéklépiros n n-3:n+3 n:n+7 n+10:270 | n+18:n+24 | n+10:n+20
Kéknyelii n n-3:n+3 n-6:n n-2:n+10 n+18:n+24 n+10:n+12
Kiralyleanyka n n+3:n+9 n-6:n n:n+12 n+20 n+10:n+12
Kiralysz6lé n n-3:n+3 n:n+9 n+12:n+34 | n+4:n+24 n+12:n+20
Kolontar n:n+7 n-3:nt3 n-6:n n:n+10 n:n+4 n+10:n+20
Kovacsi n:n+7 n+3 n+7 n+10:n+34 n+20 n+12
Kovacskréger n n-3:n+6 n:n+7 n n+4:n+20 n+10:n+12
Kozma n n-3:n+3 n+7:n+17 n:n+10 n:n+4 n+20
Kodos n n+3 n+7:n+9 n:n+22 n+4:n+24 n+10
Kdporos n n+3:n+9 nt7n+9 | n+10:n+12 | n+4:n+24 n+12:n+18
Kovérszolo n n+3 n:n+9 n+10:n+12 n+4:n+20 n-2:n+12
Kovidinka n n+3:n+9 n-6:n n+10 n-2:n n+12:n+20
Kiibeli n n+3:n+9 n+7:n+9 n+10:n+12 | nt+20:n+24 n+12:n+18
Lanysz616 n n+3:n+6 n:nt+7 n:n+22 n+20 n+10:n+12
Lagyleveli n n-3:n+9 n n n+24 n+10:n+12
Lednyka n n-3:n+3 n n+12:n+22 | n+20:n+24 n-2:n+12
Lisztes fehér n n+3 n:n+7 n+22:n+34 n:n+20 n-2:n+20
Lisztes piros n n+3 n:n+7 n+22:n+34 n:n+20 n-2:n+20
Magyarka n:nt+7 n+3 n-6:n n+10:n+34 | n+4:n+24 n+6:n+12
Mitrai muskotaly n n+9 n-6:n+17 | n+10:n+22 n-2:n+20 n-2:n+16
Mézesfehér n:n+7 n+3:n+9 n:n+7 n+12:n+22 n:n+24 n+12:n+20
Mustos n n+3:n+9 n-6:n n:n+22 n+4:n+20 n+4:n+10
Ottonel muskotaly n n+3:n+9 n+17 n+10:n+22 n-2:n+20 n+16:n+20
Pettyesszol6 n n-3:n+3 n-6 n:n+34 n+4:n+24 n+8:n+10
Pécsi dinka n n-3:n+3 n-6 n:n+34 n:n+4 n+10:n+12
Pécsi szagos n n+3:n+6 nt7:n+17 | n+10:n+34 n+20 n+12:n+16
Pinot noir n:n+7 n:n+12 n n n:n+24 n:n+6
Piros granat n n+3:n+9 n-6:n n:n+10 n-2:n+4 n+8:n+12
Piros tokos n n-3:n+9 n-6:n n+22:n+34 n+4:n+24 n+10:n+12
Polyhos n n-3 n-6:n+9 n:n+34 n+4:n+20 n+10:n+20
| Pozsonyi n:nt+7 n-3:n+9 n-6:n+9 n+10 n-2:n+4 n+12
Purcsin n n+3:n+9 n n:n+22 n+20:n+24 n+8:n+16
Raksz616 n n+3:n+9 n-6 n:n+12 n-2:n+20 n+12
Rokafarku n n+3:n+9 n n+10:n+22 n:n+24 n-2:n+4
Rohadé n n+3 n:n+7 n+10:n+22 n+4:n+20 n+10:n+12
Rozsaszo6l6 n n+3 n-6:n n+10 n-2:n+4 nt+4:n+12
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7. tablazat folytatasa: 105 szolofajtaban kapott relativ fragmentummeéretek 6 SSR markerrel. Az ,,n”
minden marker esetében a *Pinot noir’ kisebbik alléljat jelenti. (Alahuzassal emeltem ki a ma is

koztermesztésben 1évo régi magyar fajtakat).

Fajtak Scu8 Scul0 Vvmd21 Vvind36 | ssrVrzag64 | ssrVrzag79
Sarfehér n:n+7 n-3:n+3 n-6:n n+10 n-2:n+24 n+10:n+12
Sarpiros n n-3:n+3 n-6 n+10:n+34 | nt+4:n+24 n+12:n+18
Somszo6lo n n-3:n+9 n-6:n n-2:n+22 n-2:n+12 n+10:n+12
Szagos bajnar n n:n+3 n n+10:n+34 n-2:n+20 n+8:n+20
Szeredi n n-3 n:n+7 n:n+22 n+4:n+20 n+10
Szerémi n n-3:n+3 n n+22 n+20:n+24 n+10:n+16
Szoke sz616 n n-3:n+3 n-6:n n+18:n+22 n-2:n+4 n+12:n+18
Tihanyi n n+3 n+7:n+17 n:n+10 n+4 n+10:n+20
Totika n n+3:n+9 n:n+7 n:n+22 n+4:n+24 n+10:n+12
Toksz616 n n+3:n+9 n+7 n+10:n+22 | n+20:n+24 n-2:n+20
Tulipiros n n+3 n-6 n:n+34 n+4 n+10:n+12
Tiikorszolo n n-3:n+9 n n:n+10 n+20:n+24 n+4:n+20
Tiiskéspupu n n+3:n+6 n+7 n:n+34 n+4:n+20 n+12:n+20
Urmi dinka n n+9 n n+12:n+22 n+4:n+20 nt+4:n+12
Vékonyhéju n n-3:n+3 n n+10:n+22 | n+20:n+24 n+4:n+20
Vorosdinka n n+3:n+9 n-6:n n:n+10 n-2:n+4 n+12:n+20
Z6ld dinka n n-3:n+3 n-6:n+7 n+10 n+4 n+12

Eredményeinket 2005-ben kozoltiik a Vitis cimil folyodiratban (Haldsz et al. 2005). Ezt
kovetden 2007-t61 a Szent Istvan Egyetem, Genetika és Biotechnoldgiai Intézete csatlakozott az
PTE Szo6lészeti ¢s Boraszati Kutatdintézetével kardltve az Eurdpai Unid ) GrapeGen06
programjahoz. Az Intézet megkapta az adatok Osszefésiiléséhez sziikséges referencia fajtak
adatait, és Galbacs Zsuzsanna folytatta a magyar sz6l6fajtadk mikroszatellit ujjlenyomatanak

meghatarozasat a standard SSR markerekkel (Galbécs et al. 2009).

4.1.2. A sz0616 mikroszatellit markerek eredményeinek statisztikai elemzése
A 6 primerparral 0sszesen 44 polimorf fragmentumot amplifikaltunk, 16kuszonként 3-t6l

11-ig. Az atlagos allélszdm 7,33/marker. A mikroszatellit ujjlenyomatok a genotipusok nagy
genetikai diverzitasat mutatjak. Az atlagos megfigyelt heterozigozitas érték 0,69 (8. tablazat).

A felhasznalt SSR markerek nagy mértékii polimorfizmust mutatnak a tesztelt fajtadkban.
Annak valoszinisége, hogy két véletlenszeriien kivalasztott egyed genotipusa azonos lesz, az
O0sszes markerre vonatkoztatva: Pliy = 7,627{10'5 (Paetkau et al. 1995), illetve PI=4,9XIO'4
(Tessier et al. 1999). Ez azt mutatja, hogy a felhasznalt markerek nagy szdmu fajta
megkiilonboztetésére alkalmasak. A legtobb allélt (11) a VVMD36 primerparral kaptuk, mig a
legkevesebbet (3) a Scu8vv-vel (8. tablazat). Vizsgalatunkban a leginformativabb lokusz a
VVMD36 (11 allél, PI=0.11) és az ssrVrZag79 (10 allél, PI=0.11), mig a legkevésbé informativ
a Scu8vv nagyon alacsony heterozigozitas értékkel (8. tablazat), valamint nagyon gyenge

elkiilonité képességgel. Ennek magyardzata, hogy ez a primerpar mindossze 3 kiilonb6zé méreti

fragmentumot amplifikalt, melyek koziil az egyik (185 bp) megkozelitéleg 88%-ban fordul eld a
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vizsgalt fajtakban (9. tabldzat). Ez a marker nem alkalmas tovabbi Vitis vinifera L.
fajtaazonositasi vizsgalatokra, azonban a ‘Halapi’-nal egyedi fragmentummeéretet kaptunk, ami
gyors azonositast tehet lehetévé ennél a fajtanal. A SculO (amelyet szintén eldszor hasznaltunk
nagy populacié vizsgalataban) nalunk kozepesen teljesitett, sziil6-utdod kapcsolatok vizsgalataban
megfeleld kiegészitd marker lehet.

A vizsgédlatba bevont mikroszatellit markerek sorrendje informéacidtartalom
szempontjabol a kovetkezé: VVMD36ssr ~ VrZag79> ssrVrZag64 > VVMD21 > SculOvv >
Scu8vv. Ugyanezt a sorrendet kaptuk Tessier et al. (1999) szamitésait felhasznédlva is. Az
ssrVrZag79, az ssrVrZag64 és a VVMD36 markerek mutattak a legnagyobb heterozigozitast a
tesztelt fajtak kozott (8. tablazat). A null allélok becsiilt gyakorisaga csak a VVMD21-nél ad
pozitiv értéket, ez azonban nem jelenti sziikségszerlien a null allélok jelenlétét, csak annak

lehetdségét mutatja (Brookfield 1996, Vouillamoz et al. 2004).

8. tablazat: A 6 mikroszatellit markerrel kapott statisztikai adatok a genotipizalt sz616 populdcioban.

Allélok g{e‘nl(;’t‘l};fls Virt Megfigyelt | Sziiléség | Null alélok

Lokusz . L heterozigozitas | heterozigozitas kizarasi becsiilt PIC
szama | valosziniisége . .

(PT) (He) (Ho) valdsziniiség | gyakorisaga
Scu8vv 3 0,67 0,22 0,23 0,10 -0,007 0,19
ScullQvv 6 0,25 0,69 0,76 0,43 -0,044 0,63
VVMD21 5 0,23 0,69 0,64 0,45 0,028 0,64
VVMD36 11 0,11 0,80 0,83 0,62 -0,016 0,78
ssrVrZag64 9 0,13 0,79 0,85 0,58 -0,036 0,75
ssrVrZag79 10 0,11 0,80 0,83 0,62 -0,018 0,77

Azonos genotipus eléfordulasanak 6ssz-valdszinlisége (cumulativ probability of identity) (Plyy,): 7,62¢-005

Hvarleva et al. (2004) 74 fajtat vizsgaltak 9 SSR markerrel a bolgér fajtagyiijteménybdl,
akik az ssrVrZag79-es 1okuszt (10 allél, PI=0,06) talaltdk a leginformativabbnak, mig a 9 16kusz
kumulativ PI értéke 1,20 x 10™® (Hvarleva et al. 2004). Lopes et al. (1999) 49 fajtat vizsgaltak a
portugal fajtagylijteménybdl 11 mikroszatellit 16kuszban, és hozzank hasonloan atlagosan 7 allélt
azonositottak, mig a kumulativ PI=7.4 x 10" volt. Meglepd azonban, hogy kisérleteikben - a
nalunk elsd helyen all6 - ssrVrZag79 marker bizonyult a legkevésbé informativnak (P1=0.27),
mivel az allélok eléfordulasanak 80%-at minddssze 2 allél tette ki (Lopes et al. 1999).

Egy marker elkiilonitd képességét alapvetden az el6forduld allélvariaciok egyedek
kozotti eloszlasa hatarozza meg. Ismert, hogy a markerek informéciotartalma nem egységes a
fajtak  kiilonboz6  csoportjaiban/populacidiban  az egyes allélok predominancidjanak
koszonhetden. Sefc et al. (2000b) példadul az ssrVrZag83 markerrel, kiilonbozé europai
fajtagylijteményekbdl vizsgalt fajtdkndl, mindossze 4 allélt azonositottak. Azonban a PI = 0.24

kisebb, mint a mi SculOvv markerrel kapott eredményiink (PI=0,25) annak ellenére, hogy a



70

SculOvv markerekkel tobb, szam szerint 6 allélformat kaptunk (8. tablazat). Ez is megmutatja,
hogy egy populacioban egy marker hatékonysadga a fajtaazonositasban, nem feltétleniil a
detektalt allélok szamatol, hanem azok eloszlasatol fiigg. (Mivel nem wugyanazon
mikroszatellitekrdl van sz6, ebben az esetben csak a markerekkel kapott PI és allélszam tagabb
értelemben vett 0sszefliggését lehet értelmezni.) A kisérletek eredményeinek Osszevetésével azt
is lathatjuk, hogy a markerek szamanak novelésével, nagysagrendekkel névekszik az dsszesitett
PI, amely tulajdonképpen a megkiilonboztetd képességet mutatja meg. Az egyes vizsgalatok
eredményei aldtdmasztjdk azokat a véleményeket, hogy a fajtdk elkiilonitéséhez bizonyos
esetekben tobb mikroszatellit marker tesztelése sziikséges a minimalisan elfogadott 6 helyett. Ezt
figyelembe véve, a 2007. januarban (a GenRes 086 projekt folytatdsaként) indult Eurdpai Unios
GrapeGen06 programban, az eredetileg javasolt és hasznalt 6 markert kiegészitve (VVS2,
VVMD5, VVMD7, VVMD27, ssrVrZag62 ¢és ssrVrZag79) mar tovabbi 3 mikroszatellit
primerparral (VVMD25, VVMD?28, VVMD32) készitik el a fajtdk mikroszatellit ujjlenyomatait
(http://www.montpellier.inra.fr/grapegen(06).

Mindegyik lokuszon el6fordul egy-két jellemz0 fragmentum méret, melyeknek gyakorisaga a

populacidban kiemelkedd a tobbihez képest (9. tidblazat). Ezek valdszinilileg olyan allélek,

crer

replikacio soran bekovetkez6 DNS-polimerdz ,,csuszasabol” (DNA slippage) szarmaztathatoak
(Kiss 1999b).} vagy valamely kedvezd tulajdonsaggal kapcsoltan oroklodve feldasultak a

karpat-medencei sz016 populacioban.

9. tablazat: 6 mikroszatellit markerrel kapott allélméretek és allél gyakorisagok. (Vastag, dolt betiivel
emeltiik ki a legnagyobb all¢l gyakorisagokat).
Scu8vv Scullvv VVMD21 VVMD36 ssrVrZag64 ssrVrZag79

Méret gylzﬂzi"i- Méret gylzﬂzi"i- Méret gyl::(lzi‘i- Méret gytﬂzi"i- Méret gylz::zi'i- Méret gy::izi"i-
(bp) shg (%) (bp) shg (%) (bp) sag (%) (bp) sag (%) (bp) s4g (%) (bp) sag (%)

185 87,6 202 26,1 244 25,7 244 1,9 139 10,4 240 10,4

188 0,9 205 3,8 250 44,2 252 2,3 141 13,8 242 1,4

192 11,4 208 44,2 257 18,5 254 23,3 143 0,4 246 5,2
211 2,8 259 7,1 258 0,4 145 27,6 248 2,3
214 21,4 267 42 264 26,6 153 0,4 250 2,8
217 1,4 266 9 157 0,4 252 223
270 0,4 159 1,4 254 314
272 0,4 161 22,8 258 4,2
276 19 165 223 260 2,3
288 14,2 262 17,1
296 1,9
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4.1.3. Szolofajtak elkiilonitése, szinonimak, homonimak, rokonsagi kapcsolatok

A vizsgalt fajtak SSR-ujjlenyomatainak meghatarozasaval lehetséges Osszehasonlitasuk,
azonositasuk, a szinonimak, homonimak feltarasa.

A 105 fajtabol 97-nél kaptunk egyedi mikroszatellit ujjlenyomatot, mig 4 parnal
(bogyoszin-valtozatok) —Gohér fehér’-’Gohér piros’, ‘Lisztes fehér’-’Lisztes piros’, ‘Piros
bakator’-> TiidOszinli bakator’, ‘Furmint’-’Furmint piros’— nem lehetett kiilonbséget tenni, az
alkalmazott moddszerrel (5. tdblazat). A szinvaltozatok, klonok  SSR-markeres
megkiilonboztetésének sikertelenségére tobb példa is van az irodalomban (Bowers ef al. 1996,
Sefc et al. 1998a, Sefc et al. 2000a, b, Gribaudo et al. 2006). Mivel ezek a kis mértéki eltérések,
legtobbszor valamely fenotipusos tulajdonsagot meghatarozé, kodold régidoban kovetkeznek be,
ezért azok megtaldlasahoz, igy a valtozatok megkiilonboztetéshez mas markerrendszer
alkalmazasa sziikséges (pl. AFLP, SNP).

A fajtdk megkiilonboztetéséhez (a szinvaltozatok kivételével) a felhasznalt markerek
koziil mar harom is elegendd volt (10. tablazat). A Tessier et al. (1999) szamitasaival kapott
marker sorrend azonos az el6zd fejezetben targyalt informdacio-tartalom szerint felallitott

sorrenddel.

10. tablazat: Az SSR markerek leghatékonyabb kombinaciojanak kivalasztasa a 105 szélofajta
elkiilonitéséhez.

‘ Markerek A megkiilonboztethetetlen
Marker kombinaciék . parok szima
szama
Vart Megfigyelt
VVMD36 1 1004,75 346
VVMD36 + ssrVrZag79 2 189,13 33
VVMD36 + ssrVrZag79 + ssrVrZag64 3 38,08 4
VVMD36 + ssrVrZag79 + ssrVrZag64 + VVMD21 4 11,31 4
VVMD36 + ssrVrZag79 + ssrVrZag64 + VVMD21 + Scul0 5 3,47 4
VVMD36 + ssrVrZag79 + ssrVrZag64 + VVMD21 + Scul(0+Scu8 6 2,70 4

A vart értékek (Xy) szamitasa Tessier et al. (1999) modszerével tortént

A régi magyar fajtdknak tobb olyan szinonim megnevezése is eléfordul, a korabbi
irodalmakban, ampelografidkban és a nemzetkézi VIVC adatbéazisban (26/a, 26/b tablazatok),
amelyek 0nalld fajtanévként is szerepelnek: ‘Aprofehér’: *Balint’, ‘Sarfehér’; ‘Bakator piros’:
‘Rozsaszdld’; ‘Balafant’: ‘Kéknyeldi’, ‘Pikolit’; ‘Balint’: ‘Sarfehér’; ‘Beregi’: ‘Roézsaszdld’;
‘Ezerj6’: ‘Harslevell’; ‘Csokasz616’: Kadarka (kék)’; ‘Furmint’: ‘Demjén’, ‘Kéknyellt’, ‘Fehér
gohér’; ‘Fehér gohér’: ‘Bajor’, ‘Kolontdr’, ‘Kozma’; ‘Hosszanyelii’: ‘Budai’, ‘Izsaki’:
‘Sz0keszol0’, ‘Vékonyhéji’; ‘Juhfark’: ‘Hosszunyell’, ‘Sarfehér’; ‘Kirdlyszolo’: ‘Lagyleveld’;

‘Lednyka’: ‘Lednysz0616’; ‘Mézes (fehér)’: ‘Sarfehér’; ‘Rakszol0’: ‘Vékonyhéju’; ‘Vékonyhéji’:
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‘Polyhos’; ‘Izsaki’: ‘Sarfehér’; ‘Juhfark’: ‘Vékonyhéja’; ‘Kovidinka’: ‘Vords dinka’; ‘Szeredi’:
‘Sarpiros’; ‘Tulipiros’: ‘Rozsaszdl6’. Ezek kozil tobbet vizsgaltak mas szerzok is: ‘Bajor kék’,
‘Gohér fehér’, ‘Furmint’, ‘Demjén’, ‘Ezerj¢’, ‘Harslevelli’, ‘Mézes’, ‘Sarfehér’ (Kocsis et al.
2005), ‘Gohér’, ‘Bajor’, ‘Kozma’, ‘Demjén’, ‘Furmint’ (Bodor et al. 2008), tovabba egyértelmii
kovetkeztetésekre adnak lehetéséget Bisztray et al. (2005), Jahnke et al. (2009), Varga (2009)
eredményei is. Adataink szerint, a vizsgalatban szerepld mintdk, egyedi SSR-ujjlenyomatuk
alapjan differencialhatéak, amivel aldtdmasztottuk, hogy kiilonbozé fajtdkrol van szd és
megerdsitettiik mas kutatécsoportok eredményeit is.

A 6 mikroszatellit markerrel kapott adatokkal klaszteranalizist végeztiink, aminek
eredményét dendrogramon szemléltettiik (24. abra). Lathatdo rajta a genetikai variabilitas
struktirdja. FEls6ként szembetlinik, azoknak a fajtdknak, fajtavaltozatoknak a genetikai
kozelsége, amelyeket a felhasznalt SSR markerekkel nem lehetett megkiilonboztetni egymastol.

Genetikailag legtavolabb a ‘Pinot noir’ és ‘Halapi’ fajtak allnak a tobbihez képest.

A ‘Bakator’ fajtak esetében eredményeink alatdmasztottak, hogy a ‘Tiid6szini bakator’ a
‘Piros bakator’ bogyoszin valtozata (Németh 1970), ugyanakkor a ‘Kék bakator’ genetikailag
tavol all a két fajtatol.

A dendrogram alapjan igazolddni latszik, hogy a ‘Csomorika’ kozeli rokonsagban 4ll a
‘Lisztes’ fajtacsoporttal (Hajdu 2003). Az allélok tobb mint 50%-a azonos (5. tablazat). Minden
primerparral kaptunk legalabb egy azonos allélt, ami nem zarja ki a sziil6-utod vagy a testvéri
kapcsolat lehetdségét sem.

A ‘Sarfehér’ és ‘Sarpiros’ valdban nem azonos fajtak, de kozeli rokonsdguk (Németh
1970) az SSR-ujjlenyomatuk alapjan lehetséges. A dendrogram ugyan nem szemlélteti, de a két
fajta fragmentum-mintazata tobb mint 50%-ban egyezik, minden markerrel kaptunk legaldbb egy
azonos allélt. Nem kizart a sziil6-utdd vagy testvér kapcsolat lehetdsége sem. Ugyanez a helyzet
a ‘Lisztes fehér’ - ‘Mézesfehér’, valamint ‘Bajor sziirke’ — ‘Demjén’ fajtdk (Németh 1967)
esetében is.

A ‘Bajor’ és ‘Gohér’ fajtak morfologiai hasonldsaguk alapjan feltételezett rokonsagat
Kocsis et al. (2005) RAPD analizissel igazoltdk. A 6 SSR markerrel kapott eredményeink ezt
megerdsitik.

Az ampelografusok a ‘Purcsin’ fajta francia eredetét valoszintisitik (Németh 1970), a
nemzetkézi VIVC adatbazisban magyar szdrmazasuként szerepel (26/b tablazat). A hat
mikroszatellit marker eredményei alapjan a francia ‘Chardonnay’ fajtaval keriilt egy klaszterbe.

Nem mutatnak viszont kozeli genetikai rokonsagot a ‘Budai’ és ‘Kovacskréger’ fajtak,

amelyet szintén Németh (1967) feltételezett.
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Németh (1970) a ’Balafant’ fajtat ismeretlen eredetiiként irja le, amely a ’Fekete
balafant’-tal kozeli rokonsagban van. Ugyanakkor tobb szerzé (Molnar 1883, Pettenkoffer 1930)
a fajtat Tokaj-hegyaljai szdrmazéasunak tartja. A dendrogramon lathato, hogy a tokaji szdrmazasu
"Harslevelti’-vel kertilt egy klaszterbe.

Pettenkoffer (1930) szerint az ‘Izsaki’ szOl6fajtat Széles Jozsef vincellér szelektalta egy
‘Kadarka’ iiltetvényben. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a két fajta eltérd
genotipust mutat és az ssrVrZag64, ssrVrZag79 markerek a sziil6-utdd kapcsolatot is kizartak.
Tehat az altalunk vizsgalt ‘Izsdki’ nem valtozata, vagy kozvetlen leszarmazottja a
vizsgalatunkban szerepl6 ‘Kadarka’ fajtanak.

A dendrogram nem szemlélteti egyértelmiien a sziil6-utod kapcsolatokat, csak az ‘Ottonel
muskotaly’ — ‘Matrai muskotaly’ és a ‘Csaba gyongye’ - ‘Irsai Olivér’ kapcsolat olvashato le
rola. Erdekes egybeesés viszont, hogy ebbe a csoportba keriilt ‘Csikos muskotaly’ is, ami a
muskotélyos fajtadk genetikai rokonsagara utal.

Eredményeink adalékkal szolgalhatnak a ‘Juhfark’ eredetével kapcsolatos vitdkhoz is. A
magyar vagy stajer eredetli fajta a dendrogram szerint a ‘Heunisch weiss’ fajtaval keriilt egy
klaszterbe. Természetesen a rokonsag megerdsitésé¢hez tovabbi markerek bevondasa sziikséges.

Nyilvanval6, hogy ilyen kevés szdmt marker nem elegendd a rokonsagi kapcsolatokkal
Osszefiiggd végleges kovetkeztetések levondsara. Bizonyos lehetdségek kizardsdhoz azonban
mar elegendd lehet, és meghatarozhatjuk, hogy milyen iranyba érdemes tovabbi vizsgalatokat

végezni.
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24, abra: A klaszter analizis eredménye dendrogramon, 105 fajtaval, 6 SSR markerrel
(Jaccard index alapjan késziilt hasonlosagi matrixbol).
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24, abra folytatasa: A klaszter analizis eredménye dendrogramon, 105 fajtaval, 6 SSR marker alapjan
(Jaccard index alapjan késziilt hasonlosagi matrixbol).
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A klaszteranalizis eredménye nem mutat dsszefiiggést a fajtak természetes besorolasaval.
Ezért annak vizsgalatara, hogy a mikroszatellit ujjlenyomatok és a természetes rendszer szerinti
foldrajzi-okologiai fajtacsoportba soroldsok kozott van-e Osszefiiggés, diszkriminancia-analizist
végeztiink (11. tdblazat). Az analizishez a fajtakat négy csoportra osztottuk: 1.: Vitis vinifera L.
convarietas occidentalis, 2.. Vitis vinifera L. convarietas pontica, 3.. Vitis vinifera L.
convarietas orientalis (Németh 1967 szerint), 4.: a negyedik csoportba kerliltek azok a fajtak,
amelyekrdl nem talaltunk besorolasi adatot.

Az analizis két fliggvényt eredményezett, amelyek koziil az els¢ 76,4%-at, a masodik
23,6%-at magyarazza a variancianak (0sszesen 100%). A korrelacio értéke mindkét fliggvénynél
kozelit az 1-hez, amely azt mutatja, hogy a fiiggvények diszkriminacios képessége €s a megadott
csoportok kozott erés az Osszefliggés (11. tablazat). A fiiggvények Wilks-tesztje arrol
tanuskodik, hogy sikeriilt olyan fliggvényeket taldlnunk, amelyek értékei nagymértékben
eltérnek az egyes csoportokban, amit grafikusan a 25. dbra is szemléltet (csoport kozépértékek).

Ezek az eltérések pedig szignifikansak (11. tablazat).

11. tablazat: A diszkriminancia-analizis soran kapott fiiggvények adatai

Fiiggvény Sajatérték A variancia %-a Osszesitett % Korrelici6
1 10,864 76,4 76,4 0,957
2 3,357 23,6 100,0 0,878
A fiiggvények tesztje] Wilks’ Lambda 1 Szabadsag fok Szignifikancia
1 (a 2-eshez 0,019 144,00 72 0,000
kapcsoléddéan)
2 0,230 53,716 35 0,022
>
C
O
>
D
D
E
o csoport kdzepek
besorolatlan
3: occidentalis
-4 4
0 2: orientalis
-6 ; ; ; 0 1: pontica
-10 0 10 20 30
1. figgvény

25. abra: A diszkriminancia fiiggvények csoportképzésének grafikus abrazolasa
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A fiiggvényekhez kapcsolodo sulyozott koefficiens-vektor elemei alapjan (adatokat nem
mutatjuk) azt talaltuk, hogy mindkét fiiggvény esetében az ssrVrZag79 egy-egy allélja (242,
258) a legerdsebben diszkriminalo véltozé. Onmagaban azonban nem elegendd a fajtak egyes
csoportokba tartozasanak megallapitdsdhoz.

A felallitott modell tesztelése (amikor a diszkriminancia fliggvények szerinti
csoportositasokat Osszevetjiik az eredeti csoportositassal), azt mutatja, hogy a fiiggvények
szerinti osztalyozas 100%-ban megegyezik az irodalom szerinti csoportba soroldssal (12., 13.
tablazatok). Ez azt jelenti, hogy korabbi eredményekhez hasonldan (Gyorftyné Jahnke 2006), a
foldrajzi-okologiai fajtacsoportok elkiiloniilésének lehetnek genetikai alapjai. Annal is inkabb,
mivel a természetes rendszer szerinti csoportositas jelentds része morfologiai kiilonbségeken
alapul, amelyek egy része, a genotipusok kozotti kiilonbségek fenotipusos megnyilvanulasai.

Az igy nyert diszkriminancia fliggvények lehetdséget adnak a nem besorolt fajtak
csoportositasara is (13. tablazat). Ezt azonban Ovatosan kell kezelni, a diszkriminancia
fliggvényeket ugyanis az ebben a vizsgalatban szerepld, besorolt fajtdk genotipus adatai alapjan
hataroztuk meg ¢€s tény hogy, az orientalis €s occidentalis fajtacsoportokat kevés szamu fajta

reprezentalja.

12. tablazat: A diszkriminancia analizis osztalyozasi eredményei

Feltételezett csoporttagsag Osszesen
. convar. convar.
Csoportok convar. pontica orientalis occidentalis

convar. pontica 47 0 0 47

Szém szerint convar. orientalis 0 6 0 6

convar. occidentalis 0 0 4 4

besorolatlan 31 11 6 48
Az eredeti convar. pontica 100,0 0 0 100,0
besorolis Y- convar. orientalis 0 100,0 0 100,0
4ban convar. occidentalis 0 0 100,0 100,0
besorolatlan 64,6 22,9 12,5 100,0

A feltételezett besorolas 100%-ban megegyezik az eredeti besorolassal.

A régi, gylijteményes értékli karpat-medencei fajtak egy részének részletes ampelografiai
leirasa, illetve a foldrajzi-Okologiai fajtacsoportba soroldsa megtaldlhaté az irodalomban
(Németh 1967, 1970, 1975). Sajnos azonban a Németh Marton altal készitett ampelografiai
feldolgozas elveszett, igy toObbnek a leirasat, illetve rendszerezését az irodalomban nem kozolték.
A molekularis genetikai eredményeink diszkriminancia analizise ezeket a fajtakat is besorolta
(13. tablazat). Az eredményeket Osszevetettem a PTE SZBKI-ben most folyo részletes OIV
jellemzoék szerinti fajtaleirds eredményeivel. A levél szérozottsége a fonakon (OIV084) és a
vitorla szOrozottsége (OIV004) jellemzé bélyegek, amelyeket a természetes rendszerbe

sorolasnal figyelembe vesznek (a 13. tablazatban példaként az eldbbi szerepel).
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13. tablazat: A fajtak ampelografiai és fiiggvény szerinti fajtacsoportba soroldsanak 6sszehasonlitasa

(n.a.=nincs adat, ?=nem egyértelmil)

Diszkriminancia
Fajtanév analizis
eredménye

Alanttermé pontica
Aproéfehér pontica
Agasfark pontica
Bajor kék pontica
Bajor sziirke pontica
Bakarka pontica
Bakator kék pontica
Bakator piros
Bakator, tiidészinii pontica
Bakszem pontica
Balafant pontica
Balafant, fekete pontica
Balint pontica
Banati rizling pontica
Beregi pontica
Betyarszolo orientalis
Bihari pontica
Bronnerstraube occidentalis
Bogdanyi dinka pontica
Béségszaru occidentalis
Budai pontica
Chardonnay occidentalis
Cudarszolo occidentalis
Cukorszolé pontica
Csaba gyongye orientalis
Csikos muskotaly orientalis
Csokaszolé pontica
Csomorika pontica
Czeiger orientalis
Demjén pontica
Erdei pontica
Ezerjé pontica
Furmint pontica
Piros furmint pontica
Fiigér pontica
Fiigeszo616 orientalis
Fiirjmony pontica
Gergely pontica
Gohér fehér pontica
Gohér piros pontica
Gohér valtozo pontica
Gorombasz6lo pontica
Halapi orientalis
Hamusz616 orientalis
Harslevelii pontica
Heunisch weiss orientalis
Hosszunyelii
Irsai Olivér orientalis
Izsaki pontica
Jardovany pontica
Juhfark orientalis

Az irodalom
szerinti besorolas

pontica
pontica
n.a.
pontica
pontica
n.a.
pontica

pontica pontica

pontica
n.a.
pontica
n.a.
pontica
pontica
pontica
n.a.
n.a.
n.a.
pontica
n.a.
pontica
occidentalis
n.a.
n.a.
orientalis
n.a.
pontica
pontica
n.a.
n.a.
pontica
pontica
pontica
pontica
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
pontica
pontica
pontica
n.a.
n.a.
n.a.
pontica
n.a.

pontica pontica

orientalis
pontica
pontica

orientalis

Besorolas OIV
leiras alapjan

pontica
pontica
?
pontica
pontica
pontica
pontica

pontica

pontica
pontica
pontica
pontica
pontica
pontica
pontica

pontica
2
pontica
occidentalis

orientalis

?
pontica

?

2
pontica
pontica
pontica
pontica

pontica

pontica

pontica
?

pontica
pontica
pontica
?
2

pontica

pontica

pontica
pontica
orientalis

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
} pontica
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

OIV084: Levél
szOrozottség a fonakon
(stiriiség)

kicsi

kozepes

kicsi

nagy

kozepes-nagy

kbzepes-nagy

kozepes

nagy

nagy

nagy

nagy

nincs értékelve

nincs értékelve

kozepes

nagy

nincs értékelve

nagyon kicsi-kicsi

nincs értékelve

kodzepes-nagy

kbzepes-nagy

nagy

nincs értékelve

kozepes

nagy

nincs értékelve

nagyon kicsi-kicsi

kozepes

nagy

kicsi-kozepes

kdzepes-nagy

kozepes

nagy

nagy-igen nagy

nagy

nagy

nagy

kicsi

nagyon kicsi-kicsi

nagy-igen nagy

nagy-igen nagy

nagy-igen nagy

igen nagy

nagyon kicsi-kicsi

kicsi

nagy

nincs értékelve

kicsi

nincs értékelve

kbzepes-nagy

nagy-igen nagy

nagyon kicsi-kicsi
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13. tablazat folytatasa: A fajtak ampelografiai és fliggvény szerinti fajtacsoportba sorolasdnak
Osszehasonlitasa (n.a.=nincs adat, ?7=nem egyértelmil)

Diszkriminancia
Fajtanév analizis
eredménve

Kadarka pontica
Kéklopiros pontica
Kéknyeli pontica
Kiralyleanyka pontica
Kiralyszolé pontica
Kolontar pontica
Kovacsi pontica
Kovacskréger occidentalis
Kozma pontica
Kodos pontica
Kdéporos pontica
Kovérszolo pontica
Pécsi dinka pontica
Kovidinka pontica
Kiibeli pontica
Lanysz6l6 pontica
Lagyleveli pontica
Leanyka orientalis

Lisztes fehér

pontica

Lisztes piros

pontica

Magyarka

pontica

Matrai muskotaly

orientalis

Meézesfehér

pontica

Mustos

pontica pontica

Ottonel muskotaly

orientalis

Pettyesszolé

occidentalis

Pécsi szagos

orientalis

Pinot noir

occidentalis

Piros granat

occidentalis

Piros tokos

pontica

Polyhos

pontica

Pozsonyi

pontica

Purcsin

occidentalis

Rakszolo

Az irodalom
szerinti besorolas

pontica
n.a.
pontica
pontica
pontica
n.a.
n.a.
n.a.
pontica
n.a.
n.a.
pontica
pontica
pontica
n.a.
n.a.
n.a.
orientalis
pontica
pontica
pontica
n.a.
pontica

orientalis
n.a.
orientalis
occidentalis
n.a.
n.a.
n.a.
pontica
occidentalis

Besorolas OIV
leiras alapjan

pontica
pontica
pontica

?

?
pontica
pontica
pontica

?
pontica
pontica
pontica
pontica
pontica
pontica
pontica

2

orientalis
pontica
pontica

?
pontica

pontica
orientalis
2
?
occidentalis
2
pontica
pontica

pontica
?

pontica pontica pontica

Roékafarku

orientalis

Rohadé

pontica

Roézsaszolo

pontica

Sarfehér

pontica

Sarpiros

pontica

Somsz616

orientalis

Szagos bajnar

n.a.
n.a.
n.a.

pontica
n.a.
n.a.

?
pontica
pontica
pontica

?

?

pontica pontica pontica

Szeredi

occidentalis

Szerémi

pontica

Szoke sz0616

pontica

Tihanyi

orientalis

Totika

pontica

Tokszolo

pontica

Tulipiros

pontica

Tiikorszolo

pontica

Tiiskéspupu

pontica

Urmi dinka

pontica

Vékonyhéju

pontica

Vorosdinka

occidentalis

pontica
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

pontica

?

pontica
pontica
?
pontica
pontica

pontica
?

pontica
pontica
pontica

pontica pontica pontica

7Z6ld dinka

pontica

pontica

pontica

OIV084: Levél

sz6rozottség a fonakon

(siirtiség)

magas

kozepes-nagy

kézepes-nagy

kicsi

kbzepes-nagy

nagy-igen nagy

kbzepes-nagy

kbdzepes-nagy

nagy-igen nagy

kdzepes-nagy

nagy

kozepes

kodzepes-nagy

nagy

kdzepes

kozepes

nagy

nagyon kicsi-kicsi

kbzepes-nagy

nagy

nagyon kicsi-kicsi

nincs értékelve

kozepes

kozepes

nincs értékelve

kozepes

nagyon kicsi-kicsi

nincs értékelve

kbzepes-nagy

kicsi

nagy-igen nagy

nagyon kicsi-kicsi

nagyon kicsi-kicsi

nagy

nagyon kicsi-kicsi

kicsi

kozepes

nagy

nagyon kicsi-kicsi

kicsi

kozepes

nagyon kicsi-kicsi

kbzepes-nagy

kdzepes-nagy

nagy

kdzepes-nagy

kodzepes-nagy

kozepes

kicsi

kodzepes-nagy

kdzepes-nagy

nagyon kicsi-kicsi

nincs értékelve

nagy
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A kordbbi irodalmakban nem szerepld 45 régi kéarpat-medencei fajtanal, a
diszkriminancia analizissel kapott eredményeket és a levélfonak szOrozottség alapjan tortént

természetes rendszerbe sorolds eredményeit a 14. tdblazatban hasonlitottuk ossze.

14. tablazat: Az irodalomban nem koz6lt régi karpat-medencei sz6l6fajtak diszkriminancia analizissel
kapott foldrajzi- 6kologiai csoportba sorolasanak és a levél fonak szorozottsége alapjan késziilt (O1V084)
besorolds dsszvetése

Convar. pontica Convar. Convar. Osszesen
P orientalis occidentalis

A diszkriminancia analizis alapjan 31 9 5 45
Az ampelografiai leirassal (levél fonak

PR iy . 23 1 0 24
szOrozottség alapjan) egyezik
Nem egyezik 0 1 1 2
Nem lehetett egyértelmiien besorolni a levél

. o e 8 6 4 18

fonak szorozottsége alapjan
Nem értékelt 0 1 0 1

A diszkriminancia analizis 31 fajtat sorolt a pontica fajtacsoportba, amibdl 23 esetet az
ampelografiai leirdas meger0sitett, 8 fajtdnal pedig nem lehetett egyértelmiien megallapitani a
levélfondk szordzottsége alapjan a foldrajzi- 6kolodgiai csoportba tartozast (14. tablazat). Az
orientalis fajtacsoportnal egy esetet megerdsit az ampelografiai leirds, 6 fajtanal azonban nem
lehetett egyértelmiien eldonteni a csoportba soroldst. A *Fiigesz616’ pedig az ampelografiai leirds
szerint a pontica fajtacsoportba keriilt. Az occidentalis fajtacsoport esetében a ’Kovacskréger’
fajta az ampelografiai leirds szerint a pontica fajtacsoportba keriilt, tovabbi négyet nem lehetett
egyértelmiien csoportba sorolni (14. tablazat).

Azok az esetek, ahol a két értékelés nem egyezik, a diszkriminancia analizis -kordbban
emlitett- hibaira utalnak. Az eredményekbdl lathatd, hogy a levél fondkanak szorozottsége
alapjan néhany esetben nem lehet egyértelmiien megallapitani a foldrajzi- 6koldgiai csoportba
tartozast. Az értékelés kiterjesztése a vitorla sz0rozottség (OIV004) megfigyelésével azt mutatta,
hogy az ’Agasfark’, ’Bihari’, *Gergely’ és ’Sarpiros’ vélhetden nem tiszta pontuszi fajtak, a
tobbinél valdsziniileg elfogadhatdo a diszkriminancia analizissel kapott besorolds. Nagy a
valoszintisége, hogy a Karpat-medencében, fajtacsoportok kozotti keresztezédések torténhettek,
tehat egyes fajtak, kiilonb6zo foldrajzi-okologiai csoportba tartozo fajtdk keresztezésébodl
johettek létre. A régi karpat-medencei fajtadk zommel pontica fajtdk, de vannak koztiik orientalis
€s occidentalis fajtacsoportba tartozdak is. Eredményeink azt mutatjdk, hogy mélyebb
vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy tiszta pontuszi, orientalis, occidentalis vagy

kevert fajtakrol van-e szo.
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4.1.4. Pedigréelemzés a kivalasztott sz6lofajtaknal

‘Matrai Muskotaly’

Az Identity 1.0 szoftver a 6 mikroszatellit markerrel kapott adatok elemzése utan a

‘Matrai muskotaly’ esetében a

‘Matrai muskotaly’ = ‘Izsaki’ x ‘Ottonel muskotaly’;

‘Matrai muskotaly’ = ‘Izséki’ x ‘Csaba gyongye’;

‘Matrai muskotaly’ = ‘Jardovany’ x ‘Ottonel muskotaly’

szil6-utéd kombinacidkat adta meg lehetdségként. Annak valdszinlisége, hogy az ‘Izsdki’ és
‘Ottonel muskotaly’ fajta a két sziil6, 1,15x10°-szor nagyobb, mint annak a valosziniisége, hogy

barmely masik két, a populaciobdl véletlenszerlien kivalasztott egyed (15. tablazat). Ugyanez az

érték a masik két kombinacional valamivel kevesebb, egyarant 5,75x10".

15. tablazat: A statisztikai szamitas szerint lehetséges sziilok a ‘Matrai muskotaly’-nal, és a kumulativ

valdszinliségi aranyok.

‘Matrai muskotaly’ = (1) ‘Izsaki’ x (2) ‘Ottonel muskotaly’

Valosziniiségi ratak A: XxY B: (HxX C: rel(2)x(1) D: 2)xX E: rel(1)x(2)
a megfigyelt 1,15e+005 4,08¢+003 1,03e+001 8,11e+001 5,11e+000
allélgyakorisaggal
o PARREL
95% "sl:gfég:’r‘;:‘at"sag‘ (5.86e+003) | (7.35¢+002) | (7.66e1000) | (2.45¢+001) | (3.48¢+000)

A: Annak a valosziniségnek az aranya, hogy az utdd genotipusa a feltételezett két sziil6tdl szarmazik, szemben
annak valoszinliségével, hogy két véletlenszertien kivalasztott egyedtol: (VElt sziilok) versus (két véletlenszertien

valasztott egyed).

B: Valoszinlségi arany: (VéElt sziilok) v.s. (tetsz6leges egyed x 1. feltételezett sziild)

C: (Feltételezett sziilok) v.s. (a vélt 2. sziilé kozeli rokona x a vélt 1. sziild)
D: (Feltételezett sziilok) v.s. (a vélt 2. sziil6 x tetszéleges egyed)
E: (Feltételezett sziilok) v.s. (a vélt 2. sziil6 x a vélt 1. sziilé kdzeli rokona)

A megbizhatosag érdekében tovabbi 21 mikroszatellit primerpart vontunk be az

elemzésbe és kizartuk az utols6 két kombinaciot €s megerdsitettiik az irodalomban leirt

keresztezést: ‘Matrai muskotaly’ = ‘Izséki’ x ‘Ottonel muskotaly’ (16. tablazat).

16. tablazat: Az ‘Izsaki’, ‘Matrai muskotaly’, ‘Ottonel muskotaly’ sz0l6fajtak allélméretei 27 SSR

rimerparral.
Scu08vv 185 185 185 VVMD5 226:232 226:232 226:228
SculOvv 208:214 214 208:214 VVMD7 242:252 242:246 242:246
ssrVrZagd7 | 159:169 159 159:169 VVS2 143 133:143
ssrVrZag62 | 191:207 191 191:197 VVMD32 | 258:274 266:274 242:266
ssrVrZag79 | 240:246 240:258 258:262 VMC4c6 157:166 157:163 163
ssrVrZag83 | 197:203 197:203 193:203 VMC4g6 128:132 128:138 130:138
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16. tablazat folytatasa: Az ‘Izsaki’, ‘Matrai muskotaly’, ‘Ottonel muskotaly’ szél6fajtak allélméretei 27

SSR primerparral.

ssrVrZagl12 | 237:245 237:237 237:245 VVIml1l 280:283 280:292 280:292
VVMD21 244:250 244:267 267:267 VVIt14 134 134 134
VVMD25 245:259 259 253:259 VVIib23 285:302 285 285:291
VVMD28 236:258 258:268 258:268 VVIis1 261 261 247:261
VVMD31 209:211 209 209:213 VVIh54 166:168 168 164:168
VVMD36 254:276 264:276 264:276 VrZag25 239:239 235:239 227:235
ssrVrZag21 208 208 208 VMCé6d12 | 177:179 171:177 148:171
ssrVrZag64 | 139:161 139:161 139:161

‘Irsai Olivér’

A 6 mikroszatellit markerrel kapott adatok feldolgozasat kdvetden ez esetben az alabbi
sziilé-utdd kombinacidkat kaptunk:

‘Irsai Olivér’ = ‘Pozsonyi fehér’ x ‘Csaba gyongye’;

‘Irsai Olivér’ = ‘Bogdanyi dinka’ x ‘Csaba gyongye’

‘Irsai Olivér’ = ‘Kovidinka’ x ‘Csaba gyongye’

‘Irsai Olivér’ = ‘Vordsdinka’ x ‘Csaba gyongye’

‘Irsai Olivér’ = ‘Piros granat’ x ‘Csaba gyongye’.
Annak valdsziniisége, hogy a ‘Pozsonyi fehér’ és ‘Csaba gyongye’ fajtak az ‘Irsai Olivér’
sziiléparja, 3,6x10°-szer nagyobb, mint annak a valosziniisége, hogy barmely maésik két, a

populaciébol véletlenszertien kivalasztott, egyed (17. tablazat).

17. tablazat: A statisztikai szamitas szerint lehetséges sziilok a ‘Irsai Olivér’-nél, és a kumulativ
valoszinliségi aranyok.

‘Irsai Olivér’ = (1) ‘Pozsonyi’ x (2) ‘Csaba gyongye’
Valésziniiségi ratak A: XxY B: (1)xX C: rel(2)x(1) D: 2)xX E: rel(1)x(2)
a megfigyelt 3,60e+005 3,90e-+004 1,51e+001 1,17e+002 4,99e+000
allélgyakorisagokkal
o e
95% "sli‘;:ég:’r';i‘a“’sag‘ (1,22¢+004) | (3,97¢+003) | (1,15¢+001) | (3.48¢+001) | (3,51¢+000)

A: Annak a valdsziniiségnek az aranya, hogy az utdd genotipusa a feltételezett két sziil6t6] szarmazik, szemben
annak valosziniiségével, hogy két véletlenszerlien kivalasztott egyedtol: (VEIt sziilok) versus (két véletlenszeriien

valasztott egyed).

B: Valoszinliségi arany: (Vélt sziilok) v.s. (tetsz6leges egyed x 1. feltételezett sziild)
C: (Feltételezett sziilok) v.s. (a vélt 2. sziil6 kozeli rokona x a vélt 1. sziild)
D: (Feltételezett sziilok) v.s. (a vélt 2. sziil6 x tetszéleges egyed)

E: (Feltételezett sziilok) v.s. (a vélt 2. sziild x a vélt 1. sziilo kdzeli rokona)

Ebben az esetben a ‘Bogdanyi dinka’ x ‘Csaba gyongye’ és a ‘Kovidinka’ x ‘Csaba

gyongye’ kombinacioknal ugyanazt az értéket kaptuk, amely megerdsiti, hogy 6 mikroszatellit
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marker kevés a sziil6-utéd kapcsolatok bizonyitdsdhoz. A tovabbiakban bevont SSR
markerekkel, azonban ebben az itt is sikertilt kizarnunk egy kivételével a tobbi lehetoséget. A 27
primerparral kapott eredmények (18. tablazat) alatdmasztjak, hogy az ‘Irsai Olivér’-t a ‘Csaba

gyongye’ ¢és a ‘Pozsonyi fehér’ keresztezésével allitottak eld.

18. tablazat: Az ‘Csaba gyongye’, ‘Irsai Olivér’, ‘Pozsonyi fehér’ sz6l6fajtak allélméretei 27 SSR
markerrel.

Lékusz ‘Qsaba ‘I.rs:’ii ‘Pozs9nyi Marker ‘(Esaba ‘I.rs?i ‘Pozssmyi
gyongye’ | Olivér’ fehér’ gyongye’ Olivér’ fehér’
Scu08vv 185 185 185:192 VVMD5 236 226:236 226:234
SculOvv 205:214 | 205:214 | 202:214 VVMD7 252:252 252:252 252:258
ssrVrzagd7 159:161 159:161 161:174 VVS2 133:155 135:155 135:153
sSrVrZAGo62 189:207 207 207 VVMD32 274:274 252:274 252:274
ssrVrZAG79 258:262 254:258 254 VMC4c6 157:163 157:157 157:157
ssrVrZAGS83 191:203 197:203 191:197 VMC4g6 130:132 132:132 130:132
ssrVrZAG112 243 243:245 | 237:245 VVimll 283 278:283 278:280
VVMD21 244:267 244 244:259 VVIt14 134 134 134
VVMD25 245:245 | 245:259 | 245:259 VVIib23 285:310 285:310 285:302
VVMD28 218:268 | 218:268 | 268:278 VVIi51 259:263 259:263 247:263
VVMD31 213:221 211:221 | 207:211 VVIh54 164:166 164:166 164:166
VVMD36 264:296 | 264:296 264 VrZag25 227 227:235 235:239
ssrVrZAGo64 161 139:161 139:145 VMC6d12 136:179 136:181 179:181
ssrVrZAG21 202:208 204:208 202:204

‘Kiralyleanyka’

Kisérleti anyagunkban szerepeltek a ‘Lednyka’ és ‘Kovérszold® fajtak, amelyek az
irodalmi utalasok szerint a ‘Kirdlyleanyka’ feltételezett sziil6i. Az adatokat értékelve nem kaptuk
meg a vélt eredményt, miszerint a ‘Kirdlyleanyka’ a fent emlitett sziilopar kozvetlen utoda. A 6
mikroszatellit 16kuszbol mar 4 (Scul0, VrZag79, VVMD21, VVMD?36) kizarta a ‘Leanyka’ x
‘Kovérszolé’ kombinacidt (19. tablazat). Az alabbi 11 lehetdség, azonban nyitva maradt.

‘Kiralyleanyka’ = ‘Furmint’ x ‘Jardovany’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Furmint’ x ‘Raksz616’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Furmint piros’ x ‘Jardovany’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Furmint piros’ x ‘Raksz0616’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Jardovany’ x ‘Lanysz616’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Jardovany’ x ‘Mustos’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Kovérszolé’ x ‘Mustos’
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‘Kiréalylednyka’ = ‘Urmi dinka’ x ‘Mustos’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Lanysz6l6’ x ‘Raksz616’

‘Kiralylednyka’ = ‘Lednyka’ x ‘Mustos’

‘Kiralyleanyka’ = ‘Mustos’ x ‘Raksz616’
A tovabbiakban tjabb 7 mikroszatellit markert vontunk be (az adatokat nem mutatjuk), amelyek
mindegyik kombinaciot kizartak. Az adatok alapjan mas sziilépar lehetdséget nem kaptunk a

vizsgalt mintak kozott.

19. tablazat: A ‘Leanyka’, ‘Kiralylednyka’, ‘Kovérszolo’ fajtak mikroszatellit ujjlenyomatai, 6 SSR
marker alapjan (Sziirkével vannak kiemelve azok a markerek, amelyek megkérddjelezik a sziil6-utod
viszony fennallasat).

Lékusz ‘Leanyka’ ‘Kiralyleanyka’ ‘Kovérszole’
Scu08vv 185 185 185
SculOvy 202:208 208:214 208
ssrVrZag64 161:165 161 145:161
ssrVrZag79 240:254 252:254 240:254
VVMD21 250 244:250 250:259
VVMD36 266:276 254:266 264:266

Mindhéarom fajta esetében a PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatointézetében fenntartott, és
az FVM Szo6lészeti és Boraszati Kutatointézet tarcali allomdsdn gyQjtott mintdkat is
megvizsgaltunk ¢és fajtanként azonos eredményeket kaptunk. A Corvinus Egyetem
fajtagylijteményében azonban két kiilonbozé allélmintizatot mutatd egyed szerepel
‘Kiralylednyka’ néven (Bisztray et al. 2005). Ennek tiikrében a tovabbi szarmazéasvizsgalatok, ¢és
fajtafenntartdsi munkdk szempontjabol fontos lenne a Magyarorszagon, illetve a Karpat-
medencében taldlhaté mas gyljtemények atfogo, egységes vizsgalata és 0sszehasonlitasa, mind

molekularis, mind morfologiai markerekkel, hogy megbizhaté kovetkeztetéseket vonhassunk le.

‘Csaba gyongye’

Az adatok értékelése azt mutatta, hogy a feltételezett egyedek (‘Bronnerstraube’, ‘Csaba
gyongye’, ‘Ottonel muskotaly’) nem allnak egymassal sziil6-utdd viszonyban (20. tablazat). A
SculOvv l6kuszban a ‘Csaba gydngye’ mind a ‘Bronnerstraube’-t6] mind, pedig az ‘Ottonel
muskotaly’-t6]l o6rokolhette a 214 bp-os allélt, de a 205 bazispar méretli allél egyikiikben sem
talalhato meg. Az ssrVrZag79, VVMD?21, ssrViZag64 primerek onmagukban is kizarjdk a
‘Bronnerstraube’ kozvetlen sziildi voltat, mivel nem talaltunk olyan allélméretet, mely a ‘Csaba

gyongye’ fajtaéval egyezést mutat. Az ‘Ottonel muskotaly’ fajtdt azonban nem zarta ki a 6 SSR
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marker, ezért tovabbi markereket vontunk be (adatokat nem mutatjuk), amelyek az utobbit is

kizartak mint lehetséges sziil6t. Végiil is egyik sem lehet a ‘Csaba gyongye’ kozvetlen sziiloje.

20. tablazat: A ‘Csaba gyongye’ és feltételezett sziildinek allélmintazata 6 SSR markerrel (Sziirkével
vannak kiemelve azok a markerek, amelyek megkérdéjelezik a sziild-utdd viszony fennallasat).

Lékusz ‘Bronnerstraube’ ‘Csaba gyongye’ ‘Ottonel muskotaly’
Scu08vv 185 185 185
SculOvv 202:214 205:214 208:214
ssrVrZag64 141:145 161 139:161
ssrVrZag79 248:254 258:262 258:262
VVMD21 250 244:267 267
VVMD36 244:296 264:296 264:276

Az elemzésben szerepld nemzetkozi fajtakkal kapott allélméreteket 0sszehasonlitottuk
nemzetkdzi adatbdzisban talalhatdé adatokkal, és a tobbi kozt az ‘Ottonel muskotalynal’ kapott
eredményeink is jol megfigyelhetd egyezdséget mutatnak. A ‘Bronnerstraube’ fajtdnal a
magyarorszagi mintan kiviil, Roméaniabol és Franciaorszagbodl kért mintakat is megvizsgaltunk,
amelyek allélmintazata megegyezett a kecskeméti Szolészeti és Boraszati Kutatointézetben
fenntartott mintaéval (az adatokat kiilon nem mutatjuk). Mindezek megerdsitik, hogy a kivalo
magyar ‘Csaba gyongye’ fajta, a mikroszatellit vizsgalat szerint nem a ‘Bronnerstraube’ és az
‘Ottonel muskotaly’ fajtak keresztezésébdl szdrmazik. A molekuldris vizsgalatok eredményein
kiviil a jelentés fenotipusos kiillonbség is azt mutatja, hogy a piros bogydju, ndviraga
’Bronnerstraube’ nem lehet az anya, tehat nem tarthatd az az elmélet, amely szerint Mathiasz
Janostol szarmazo *Bronnerstraube’ eredetli magokbdl sziiletett a *Csaba gyongye’ fajta.

A tovabbi vizsgalatokba érdemes lenne bevonni a kiilonb6zé elméletekben emlitett
fajtakat, illetve egyéb karpat-medencei, valamint a Stark Adolf egykori szdélészetében fellelhetd

szOlofajtakat, hogy tisztazddjon a ‘Csaba gyongye’ szarmazasanak kérdése.



4.2. Almafajtak mikroszatellit analizisének eredményei

A 66 vizsgalt almafajtanal, mindegyik felhasznalt SSR primer-parral felszaporitottunk
mikroszatellit régidkat €s a 26. abran bemutatott példa szerint a lefutasi gorbék analizisével

pontos fragmentummeéreteket allapitottunk meg, amelyeket tablazatba foglaltunk (21. tablazat).
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26. abra: ALF Express II késziiléken CH05e03 primerrel kapott fragmentumok néhany almafajtaban,
alatta az ALFwin Fragment Analyser 1.03 szoftver alkotta virtualis gél-fotd
M: kiils6 standard (96, 200, 275 és 300 bazispar méretli fragmentumok). 1: ‘Ozark Gold’,
2: ‘Jersey Mac’, 3: ‘Piros’, 4: ‘Imperial Gala’, 5: ‘Poiana’, 6: ‘Gloster’ 7: ‘Julyred’,
8: "Wellspur Delicious’, 9: ‘Starkimson Delicious’

21. tablazat: A vizsgalt 66 almafajta és a hat mikroszatellit markerrel kapott allélméreteik bazisparban

megadva.

Fajtak CHO03g07 CHO04¢03 CH04¢g10 CHO05c02 CHO05d11 CHO05¢03
AKkane 123:179 196:210:216 135:143 170:200 173 185
Angold 119:129 198 135 168:170 171:173 173:185
Braeburn 127:129 198:202 168 168 171:173 191
Charden 119:129 198 135 168:174:200 | 169:173:175 | 175:179:185
Elstar 119 190:198 135 168:170 173:187 164:179
Red Elstar 119 190:198 135 168:170 173:187 164:179
Fiesta 119:123 186:196 135 168 173:197 164:185
Florina 123:127 196:198 135:168 168:200 173:197 163:191
Freedom 129 198 135 168 173:187 179:191
Fuji 119:127 196:198 143:168 168 173:197 163:191
Gala 119:129 196:198 135 168:170 173 173:185
Galaxy 119:129 196:198 135 168:170 173 173:185
Imperial Gala 119:129 196:198 135 168:170 173 173:185
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21. tablazat folytatasa: A vizsgalt 66 almafajta és a hat mikroszatellit markerrel kapott allélméreteik

bazisparban megadva.

Fajtak CHO03g07 CHO04¢03 CHO04g10 CHO05¢02 CHO05d11 CHO05¢03
;ef;l) Prince (Gala 119:129 | 196:198 135 168:170 173 173:185
Royal Gala 119:129 196:198 135 168:170 173 173:185
Gloster 123:129 198 127:137 160:168 195:197 160:191
Golden Delicious 119:129 198 135 168:174 169:173 179:185
Goldenir (Lysgolden) 119:129 198 135 168:174 169:173 179:185
Golden Reinders 119:129 198 135 168:174 169:173 179:185
Golden Spur 119:129 198 135 168:174 169:173 179:185
Gibson Golden Delicious | 4., 198 135 168:174 | 169:173 | 179:185
(Smoothee)
Goldstar 119:129 190:198 135:143 168:170 173 185:193
Granny Smith 129:153 196:198 127:137 160:172 171:173 168:181
Greensleeves 129 190:198 135:143 170:174 171:173 173:185
Idared 123:129 186:198 135 168:200 173:197 172:185
Red Idared 123:129 186:198 135 168:200 173:197 172:185
Jerseymac 165 184:198 135:137 160:176 173:197 163:173
Jonager 123:127 196 135 170:200 173:175 168:185
Jonagold 119:123:129 186:198 135 168:174:200 | 169:173:175 | 163:179:185
Jonathan 119:123 186:196 135 168:200 173:175 163:185
Jonathan M41 119:123 186:196 135 168:200 173:175 163:185
Jonathan Csany 1 119:123 186:196 135 168:200 173:175 163:185
Red Jonathan 119:123 186:196 135 168:200 173:175 163:185
Szatmarcsekei Jonathan 119:123 186:196 135 168:200 173:175 163:185
Watson Jonathan 119:123 186:196 135 168:200 173:175 163:185
Judeline 123:129 196:198 135 168:174 173 163:185
Julyred 165 184:198 135:143 160:176 175:197 163
Liberty 123:129 178:198 137 168 173:211 163:176
Mclntosh 129:165 184:198 139:143 168 173:175 163
Mizsei 123:129 186:208 135 160:168 173 163:185
Mutsu 129:179 198 135 168 173 173:179
Ozark Gold 119:129 196:198 135:168 168:172 173 168:179
Pilot 129:179 196 135 168 173 164:185
Pink Lady 129 198:204 135:137 160:168 169:171 168:179
Pinova 119:127:129 198:222 127:135 168:174 169:173 163:179:185
Piros 165:179 196:198 135 168:176 173:175 173
Poiana 129 190:198 135:137 170:174 169:171 163:185
Prima 129:165 184:204 135:143 168:176 169:173 179:185
Reanda 119:129 196:208 135:137 168 173:181 173:185
Red Rome Van Well 123:129 186:198 135 168 173 163
Red Stayman 127:129 196:204 127:135 168:172 169:173 163:191
Reglindis 129:179 198 135 168 169:173 173
Relinda 123:129 196:208 135:143 168:172 173 172:185
Remo 119:123 178:190 135 168:170 173 163:172
Rewena 119:123 178:210 135 168 173 164:185
Rubinola 129 184:198 135 168:176 173 179:193
Sampion 119:129 190:198 135 170:174 169:173 179:193
Sir Prize 119:123:129 198:204 135 168 169:173 173:179
Snygold 129 198 135 170:174 173:205 173:179
Starking Delicious 127:129 198:202 137:168 168 173:197 191
Starkrimson Delicious 127:129 198:202 137:168 168 173:197 191
Redchief Delicious 127:129 198:202 137:168 168 173:197 191
Redspur Delicious 127:129 198:202 137:168 168 173:197 191
Topred Delicious 127:129 198:202 137:168 168 173:197 191
Wellspur Delicious 127:129 198:202 137:168 168 173:197 191
Topaz 119:129 190:198 135 168 169:173 185:193
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4.2.1. Az alma mikroszatellit markerek eredményeinek elemzése
Osszesen 55 polimorf fragmentumot amplifikaltunk, markerenként 6-to1 13-ig, vagyis

atlagosan 9,2 allélt (22. tablazat). A kisérletek soran megfigyeltiink 7ag-polimerdz okozta
»csuszasokat” (slippage), azonban a megismételt teszteknek kdszonhetden megbizhaté adatokat

kaptunk. A kapott allélméretek, markerenként és fajtdnként azonosak voltak az ismétlésekben.

22. tablazat: A almafajtdnal felhasznalt markerek statisztikai adatai. Az allélok szdma markerenként a 66
almafajtara vonatkozik, a tobbi adat szamitasanal technikai okokbol nem vettiik figyelembe az ‘Akane’, a

‘Pinova’ és a triploid fajtakat.

Allélok g?nzgtrill())lsls Vart Megfigyelt Sziiloség Null alélok
Loékusz . AR heterozigozitas | heterozigozitas kizarasi becsiilt PIC
szama | valésziniisége L . -
(P1) (He) (Ho) valdésziniiség | gyakorisaga
CHO03g07 7 0.18 0.73 0,83 0.50 -0.056 0,69
CHO04e03 12 0.15 0.72 0.79 0.53 -0.039 0,70
CHO04¢g10 6 0.35 0.47 0.35 0.28 0.082 0,45
CHO05¢02 7 0.21 0.62 0.69 0.42 -0.044 0,59
CHO05d11 10 0.22 0.61 0.74 0.41 -0.081 0,58
CHO05e03 13 0.07 0.84 0.79 0.68 0.024 0,82

Azonos genotipus el6fordulasanak 6ssz-valosziniisége (cumulativ probability of identity) (Pl,): 4.02e-005

A 21. tablazatdban felsorolt fragmentum-méreteknél, azokban az esetekben, ahol csak
egy fragmentumot kaptunk, feltételeztiik a homozigdtasagot. Annak eldontésére, hogy az adott
esetben homozigota allélokrol vagy null allélrol van-e szd, hasadd populaciod vizsgalatara van
sziikség (ez a sz6lonél kapott eredményeinkre is igaz). A gyakorlatban, az azonos koriilmények
kozott végrehajtott kisérletekben segitséget nyujthat az amplifikalt fragmentum intenzitasa. A
valodi homozigota allélok jelenléténél a megfigyelt cstics altaldban nagyobb. Ebben a
dolgozatban a vizsgalt almafajtdk esetében a CHO04gl0 marker eredményezte a legtobb
homozigoéta allélt (59%) €s ennél az egy markernél mutat pozitiv értéket a null allélok becsiilt
gyakorisaga (24., 22. tdblazat).

A vizsgalatban megfigyelt heterozigétasag 0,35 és 0,83 kozott mozog, mig az atlag 0,70
(22. tablazat). Ezek az értékek hasonloak Gianfranceschi et al. (1998), Hokanson et al. (1998),
Liebhard et al. (2002), valamint Garkava-Gustavson et al. (2008) eredményeihez, illetve
valamivel alacsonyabbak Laurens et al. (2004) megfigyeléseinél.

Informéciotartalom szempontjabdl a CH05e03 > CH04e03 > CHO03g07 > CHO05c02 >
CHO05d11 > CH04g10 sorrend allithat6 fel.

Annak valdszinlisége, hogy két véletlenszertien kivalasztott eltérd fajta ugyanazt az SSR-
ujjlenyomatot mutatja minden vizsgalt 16kuszban PI: 1.79 x 10™ (Tessier ef al. 1999) és 4,02 x
10~ (Paetkau ef al. 1995). Ez megmutatja, hogy a kivalasztott hat marker alkalmas nagyszamu
almafajta megkiilonboztetésére. Mas tipusi marker/ek bevondsira csak a szomatikus

mutansoknal van sziikség.
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Ot fajtanal fordult eld, hogy legalabb egy markerrel, harom jol elkiilonitheté allélformat
kaptunk az SSR-ujjlenyomaton. Mindez vagy multilokuszra utal vagy triploiditast jelez, azonban
a 66 fajta kozott, csak ot valdadi triploid van (‘Charden’, ‘Jonagold’, ‘Mutsu’, ‘Red Stayman’ és
‘SirPrize’). Az ‘Akane’ és ‘Pinova’ fajtaknal a harmadik allél jelenlétét egy masik lokusz
magyarazhatja. Feltételezhetden ezek nem véletlen melléktermékek, mivel a megfigyelt mintazat
minden ismétlésben azonos volt. A tobb 10kuszrol torténd felszaporitas lehetdségét Guilford et
al. (1997) tovabba Liebhard ef al. (2002) is megfigyelték. A triploid ‘Mutsu’ ezzel szemben csak
egy vagy két allélt produkalt a 6 primer mindegyikével, amely csak homozigdta vagy null allélok
jelenlétével magyarazhato. Elképzelheté azonban véletlen egybeesés is, Kitahara et al. példaul
(2005) 10 markerbdl 6-tal kaptak 3 kiilonbozé allélt a ‘Mutsu’ fajtanal.

Liebhard et al. (2002) kisérleteihez képest megfigyeltiink néhany 11 allélvariacidt tovabba
a PIC értéke is eltér, amelynek nyilvanvald oka a vizsgalt egyedek szamanak nagy kiilonbsége.
A ‘Fiesta’, ‘Florina’, ‘Prima’ és ‘Starking’ fajtdk mindkét kisérletsorozatban szerepeltek, igy
lehetéséglink volt 6sszehasonlitani az eredményeket, amelyek a CH05e03 primerpar kivételével

azonosak (23. tablazat).

23. tablazat: Az allélméret eredmények Osszehasonlitasa Liebhard ef al. (2002) adataival. A szamok a
kapott fragmentummeéreteket jelentik, mig alattuk a relativ megjelolés, ahol ,,n”= a ‘Fiesta’ legkisebb
allélja. A tobbi (az adott vizsgalatban és markerrel) el6forduld fragmentummeéretet az ,,n”-t61 valo
eltéréssel jeloltiik. (A két kisérlet kozotti eltérések pirossal kiemelve)

Marker Referencia Fajtak
’Fiesta’ ’Florina’ ’Prima’ ’Starking’
. 119:123 123:127 129 127:129
Licbhard et al. 2002 (n):(n-+4) (0-+4):(n+8) (n+10) (n+8):(n+10)
CHO03g07
A i eredmémveink: 119:123 123:127 129:165 127:129
Y ) (n):(nt+4) (n+4):(n+8) (n+10):(n+46) (n+8):(n+10)
. 186:196 196:198 184:204 198:202
CHO4e03 Licbhard et al. 2002 (n):(n+10) (+10):(n+12) | (n-2):(n+18) | (n+12):(n+16)
A i eredmémveink: 186:196 196:198 184:204 198:202
Y ) (n):(n+10) (n+10):(n+12) (n-2):(n+18) (n+12):(n+16)
. 135 135:168 135:143 137:168
Liebhard et al. 2002
CHO4g10 eta (n) (n):(n+33) (n):(n+8) (n+2):(n+33)
A i eredménveink: 135 135:168 135:143 137:168
yemx: (n) (n):(n+33) (n):(n+8) (n+2):(n+33)
Licbhard ef al. 2002 168 168:200 168:176 168
CHO5c02 : (n) (n):(n+32) (n):(n+8) (n)
A mi eredményeink: 168 168:200 168:176 168
' (n) (n):(n+32) (n):(n+8) (n)
. 173:197 173:197 169:173 173:197
Liebhard e al. 2002
CHOSd11 (n):(n+24) (n):(n+24) (n-4):(n) (n):(n+24)
A mi eredmeénveink. 173:197 173:197 169:173 173:197
yem (n):(n+24) (n):(n+24) (n-4):(n) (n):(n+24)
. 161:182 160:188 176:182 186:188
CHOSe03 Licbhard et al. 2002 (n):(n+21) -1):127) | @+15):@+21) | (n+25):(n+27)
A mi eredménveink: 164:185 163:191 179:185 191
yems: (n):(n+21) (n-1):(n+27) | (@+15):(n+21) (n+27)
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Az elobbi markernél 3 bazisparos eltéréseket figyeltiink meg, ami adddhatott a kiilonbdzo
futasi koriilmények vagy eltéré molekulatomeg-marker alkalmazéasa miatt. Mindez az almanal is
alatdmasztja azt, hogy mivel a reakcidkat és detektalast a kiilonb6zd laboratoriumokban, eltérd
koriilmények befolyasolhatjak, ezért az allélok relativ méreteinek figyelembevétele nagyon
fontos. Néhany tovabbi kiilonbséget is kaptunk egyes fajtaknal. Mig Liebhard et al. (2002) a
‘Starking’ fajtanal a CH05e03 primerpart alkalmazva 186 ¢és 188 bp-os fragmentumokat kaptak,
addig mi a vart 189, 191 bp-os helyett (a 3 bazispar eltéréssel) csak 191 bp-os allélt kaptunk.
Mivel az emlitett primerparral a ‘Starking’ szomatikus mutans fajtdiban is csak egy 191 bp
méretll fragmentumot kaptunk eredménytiil (21. tablazat), ezért feltételezziik, hogy két azonos
méretli homozigota allélrdl van szo, valamint a korabbi vizsgalatban a Taqg-polimeraz ,,cstiszasa”
(slippage) eredményezhette a megfigyelt 186 bp-os szekvencia létrejottét. Masfajta eltérést
tapasztaltunk a CH03g07 markerrel, ahol a ‘Prima’ fajtdban egy tovabbi (165 bp) fragmentumot
amplifikaltunk.

Az allélgyakorisagok (24. tablazat) kozott, minden mikroszatellit marker esetében
felfedezhetiink egy jellemzd allélt, amelyeknek gyakoribb az el6forduldsuk a populécidban.
Valoszintisithetden ezek az allélok tekinthetdek az eredeti kiindulopontnak a tovabbi, kiillonb6zo
méretli mikroszatellit szekvencidk kialakulasa soran. Ez azonban 6vatosan kezelendd a szdlonél
mar leirt okokbol. A CHO04gl10-es lokuszban a 135 bp méreth allél gyakorisaga a legnagyobb, a
teljes allélkészlet 60%-at teszi ki. Amellett, hogy a legkevesebb alléltipus is itt jelent meg, ez a
magyarazata annak, hogy ehhez a markerhez tartozik a legkisebb PIC érték (22. tablazat).

24, tablazat: All¢l méretek bazisparban és az egyes SSR markerekhez tartozé allélok eléfordulasa a 66
fajtaban (a legnagyobb gyakorisagok vastagitassal kiemelve)

CH03g07 CH04¢03 CH04g10 CHO5c02 CHO5d11 CHO5¢03
Méret gl;;llf(l)_ Méret gl;;llf(l)- Méret g?z?lf(l)- Méret g?;llf(l)_ Méret gl;;llf(l)_ Méret g;?lf(l)-
®p) | isag %)) PP |rissg (%) PP |risag (%) PP |rissg (%) PP |risag (%) PP |rissg (%)

119 25,6 178 2,5 127 4,4 160 5,3 169 13,7 160 0,8
123 17,6 184 4,2 135 60 168 50 171 5,1 163 16,4
127 9,6 186 10,1 137 14,4 170 14 173 53 164 4,1
129 38,4 190 6,7 139 1,1 172 3,5 175 10,3 168 33
153 0,8 196 20,2 143 8,9 174 11,4 181 0,9 172 33

165 4 198 41,2 168 11,1 176 4,4 187 2,6 173 11,5
179 4 202 59 200 11,4 195 0,9 175 0,8
204 34 197 12 176 0,8
208 2,5 205 0,9 179 15,6
210 1,7 211 0,9 181 0,8
216 0,8 185 29,5
222 0,8 191 9,8

193 3,3
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4.2.2. Almafajtak elkiilonitése, rokonsagi kapcsolatok
A riigymutacioval létrejott fajtak kivételével sikeresen megkiilonbdztettiik egymastol a

fajtakat. Az azonos fajtabol szarmazé szomatikus mutdnsokat nem tudtuk megkiilonboztetni
egymastol és ,,sziildiktol”, mivel a teljes genomot tekintve ezek legfoképp csak néhany olyan
szekvenciakban térnek el, amelyek gazdasagilag fontos tulajdonsdgokat befolyasolnak (pl.:
gylimolcs méret, szin, iz). Mivel a mikroszatellit szekvenciak elsdsorban a genom nem-kodold
régidiban talalhatoak meg, ezért kevés az esély, hogy SSR markerekkel elkiilonitsiik a
rigymutansokat.

A fajtdk megkiilonboztetéséhez (a szomatikus mutansok kivételével) a felhasznalt
markerek koziil mar négy (CH03g07, CH04e03, CHO05d11, CHO05e03) is elegenddnek bizonyult
(25. tablazat). (Ebben a szamitasban a szomatikus mutansok és sziileik egy-egy genotipussal
jellemezve szerepelnek.) A harom legnagyobb polimorfizmust mutaté SSR marker hasznalataval
(CHO05e03, CH04e03, CH03g07) mindossze két genotipus-par (‘Topaz’-‘Goldstar’ és ‘Starking’-
’Braeburn’) maradt megkiilonbdztethetetlen. A negyedik legnagyobb polimorfizmust mutato
SSR-marker a CH05c02, azonban még mindig nem tudta elkiiloniteni egymastol a ‘Starking’ és
‘Braeburn’ fajtakat. A 25. tablazatban azért a CHO5d11 a negyedik marker, mert ez képes volt
megkiilonboztetni a fent leirt két fajtat egymastol, annak ellenére, hogy a PIC értéke valamivel
kisebb, mint CH05c02-¢ (22. tablazat).

25. tablazat: Az SSR markerek leghatékonyabb kombinaciojanak kivalasztasa 46 almafajta
elkiilonitéséhez. A vart értékek (Xy) szamitasa Tessier et al. (1999) modszerével tortént

A megkiilonboztethetetlen parok
Marker kombinaciok M:Zr;(:ll;lek szama
Vart (Xy) Megfigyelt
CHO05e03 1 132,5 32
CHO05e03 + CH04¢03 2 27,3 5
CHO05e03 + CH04¢e03 + CH03g07 3 6,4 2
CHO05¢03 + CH04¢03 + CH03g07 + CH05d11 4 1,9 0

A klaszteranalizishez minden SSR adatot felhasznaltunk és hasonldsagi matrix alapjan
dendrogramot szerkesztettliink (27. abra). Néhany egybeesés figyelheté meg a dendrogramon.
Azok a fajtdk, melyeknek egyik sziilgje a ‘Golden Delicious’ egy csoportba (klaszter) kertiltek.
A triploid ‘Jonagold’ fajta a ‘Jonathan’ és a ‘Golden Delicious’ koz¢é keriilt, de kozelebb az
utobbihoz (valdszintileg t6le kapott két allélt). Megtigyelhetd a kozeli rokonsag az ‘Idared’ és
‘Jonathan’ fajtdk kozott is. Az ismeretlen szarmazdsu magyar ‘Mizsei’ a legnagyobb
hasonlésagot a ‘Red Rome Van Well’ fajtaval mutatja, amely a ‘Rome Beauty’ (nem szerepel a
vizsgalatban) riigymutaciojabol szarmazik. Eredményeink nem zarjak ki a feltételezett 'Jonathan'
sziil0ségét. Messzemend kovetkeztetésekre, azonban nincs lehetdséglink, mivel a felhasznalt hat

marker nem elegendd a szdrmazés-elemzésekhez.
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27. abra: Az alma fajtak klaszter analizisének eredménye dendrogramon szemléltetve.
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A vizsgalt fajtak koziil egy esetben fordul eld, hogy egy fajta és mindkét sziildje is
szerepel a vizsgalatban, hiszen a ‘Jonagold’ a ‘Golden Delicious’ és a ‘Jonathan’ hibridje. Ez
lehetdséget teremt a kapott adatok pontossaganak aldtdmasztdséra, amely a mi esetiinkben a vart
eredményt hozta, vagyis, hogy a ‘Jonagold’-ban jelen 1év6 allélok, a megfelelé kombinacidban, a
szlilokben is jelen vannak. Nemesitési szempontbdl, az is fontos, hogy az SSR analizissel
eldonthetd, hogy az egyes keresztezések soran nem tortént-e idegenmegporzas. A bevont fajtak
kozott néhany esetben vannak tovabbi sziild-utod kapcesolatok, de csak az egyik sziilé van jelen.
Ilyen a ‘Golden Delicious’, amelyet esetiinkben 13 0j hibrid eldallitasahoz hasznaltak fel
keresztezési partnerként (‘Angold’, ‘Charden’, ‘Elstar’, ‘Gala’, ‘Greensleeves’, ‘Jonagold’,
‘Mutsu’, ‘Ozark Gold’, ‘Pink Lady’, ‘Pinova’, ‘Sampion’, ‘SirPrize’, ‘Snygold’). Mindegyikiik
allélmintazataban kovetkezetesen ott szerepel a ‘Golden Delicious’ valamelyik allélja. Ugyanez
a helyzet megfigyelheté az ‘Akane’, ‘Florina’, ‘Idared’, ‘Jonager’ és ‘Jonagold’ esetében is,
amelyeknél a ‘Jonathan’ szerepelt sziiloként az 01j hibridek létrehozésa soran.

Specialis esetben akar a pollenad6 apai és a befogadd anyai sziild is azonosithato. A
triploid ‘Jonagold’ fajtaval kapcsolatban megallapithat6, hogy melyik sziil6tdl kapott két allélt,
mivel a CHO04e03 1okuszon a két 198 bp-os allélt csak a ‘Golden Delicious’-t6l kaphatta, mig a
‘Jonathan’-t6l csak egy 186 bp-os allélt 6rokolt feltételezhetéen az utodbbi fajta pollenjével. A
CHO05c02, CHO5d11 ¢és CHO05e03 markerek eredményei alapjan valdszintinek tiinik, hogy a
‘Charden’ triploid fajta a ‘Golden Delicious’ -meiotikus szét nem valas kovetkeztében-, diploid
petesejtjének és a ‘Chlochard Renet’ haploid pollenjének egyesiilésével johetett 1étre. Am mivel
az analizisbe bevont fajtak kozott a feltételezett apai sziilldé nem szerepelt, ezért az eldbbi
kovetkeztetést, a nélkiil vontuk le, hogy ismernénk az allélmitazatat. A mintdk kozott még egy
triploid fajta szerepel a ‘SirPrize’, amelynek egyik sziil¢jét (a ‘Golden Delicious’-t) szintén
vizsgaltuk. Ebben a keresztezésben, azonban a felhasznalt ‘Golden Delicious’ tetraploid volt
(Williams et al. 1975). igy a petesejtekben két homolog kromoszomaszerelvény lesz. Mivel a

masik sziilé (‘PRI 14-152") diploid, ezért feltételezhetd a ‘Golden Delicious’ anyai sziildsége.

4.3. Mikroszatellit adatbazisok létrehozasa

A nagyszdmu marker, valamint fajta-, fajtavaltozat miatt jelentds adatmennyiség

halmozodott fel. Az egyszeriibb kezelés érdekében, létrehoztunk egy belsd hasznalata adatbazist.
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Az adatbazis 6 tablabol all. A Fajtdk/valtozatok tabla tartalmazza a ,Fajtanév/valtozatnév”,

,Klon jele”, ,,Egyéb azonositd¢”, valamint a rendszertani besorolashoz sziikséges mezdket. A
Gyljtés tabla tartalmazza a ndvényminta begytiijtésére vonatkozé adatokat (,,Novényminta jele”,
»Begyljtott novényi rész”, ,,Gyljtés ideje”, ,,Gyljtés helye”, ,,Gyljtést végzok”, valamint a
novényegyed fizikai helyének azonositdsdhoz sziikséges mezdk). A DNS mintdk tdblaban
szerepelnek a ,,Mintaszam”, a ,Novényminta jele”, ,,DNS izoldlds modja”, ,,Koncentracio
(ng/ul)”, ,,DNS minta taroldsa”, ,,Megjegyzés” mezOk. Ebben a tabldban jelezhetjiik azt, ha az
adott DNS minta elfogyott. A fragmentumméretek tarolasara szolgal az SSR adatok tabla. Ebben
megtalalhatdbak a ,Mintaszdm” (a DNS minta szadma), ,,Marker neve”, ,Fragmentuml”,

»Fragmentum 2”, , Egyéb fragmentum”, ,,Detektalas modja”, ,,Referenciaazonositd” valamint a

»Megjegyzés” mezOk. A mikroszatellit markerek adatait a ,Mikroszatellit markerek” tabla
tartalmazza. Végiil a ,,Referencidk” tabla foglalja magéba a hivatkozasok adatainak mezdit.
Egyes tablaknal beillesztettiink egy Azonositdé mez6t, amely minden a tiblaban szerepld
rekordnak automatikusan egyedi sorszamot ad. Erre a tablak kozotti ,,egy a tobbhoz” kapcesolatok

kialakitdsa miatt volt sziikség (28. 4bra).
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28. abra: Kapcsolatok a mikroszatellit adatbazis tablai kozott (,,egy a tobbhoz kapcsolat™).

Az adatbazist feltolthetjilk hagyomanyos tervezé moddban vagy trlapok segitségével.
Ezutan mod nyilik az adatok lekérdezésére barmilyen kombinacioban a mezdk és rekordok adta
lehetdség szerint.

Publikus mikroszatellit adatainkat a konnyebb elérés és felhasznalds érdekében az
(http:// www.mkk.szie.hu/dep/gent/HVSDProject/HVSD.html,
http://www.mkk.szie.hu/dep/gent/Alma%20mikroszatellit/HASD.html). A sz610 és az alma SSR

interneten is koOzzé  tettiik

adatbazisok internetes kezddlapjai a 29.-30. dbran lathato.
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o) Mﬁ[@ROSZAI;pJJIZfT / SSR ADATBA

29. abra: A szlc’S mikroszatellit adatbazis kezdapja.
(http://www.mkk.szie.hu/dep/gent/HVSDProject/HVSD.html)
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Szent Istvan University, Department of Genctics and Plant Breeding
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30. abra: Az alma mikroszatellit adatbazis kezd6lapja.
(http://www.mkk.szie.hu/dep/gent/Alma%?20mikroszatellit/HASD.html)

Lekérhetjiik az informacidkat a marker neve szerint, vagy a betlirend szerint sorba szedett
fajtanevek alapjan. A teljes fajtalista lekérdezésére is lehetdséget nyujt az internetes oldal, hogy

azon keresztiil érjiik el az adatokat.
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4.4. Uj tudoményos eredmények

1. Els6ként hataroztuk meg 97 régi karpat-medencei, két magyar nemesitésti fajta az ’Irsai
Olivér’, ’Matrai muskotaly’, valamint a ’Bronnerstraube’ DNS ujjlenyomatat 6 mikroszatellit
l6kuszban.

2. Bizonyitottuk, hogy a kivalasztott mikroszatellit markerek alkalmasak a Karpat-
medencében &shonos, illetve régota termesztett fajtadk megkiilonboztetésére, azonositasara
(kivéve a bogyoszin-valtozatokat).

3. Mar 6 mikroszatellit marker felhasznéaladsaval bizonyitottuk, hogy a ‘Bronnerstraube’ és
az ’Ottonel muskotaly’ nem lehetnek kozvetlen sziildi a magyar ‘Csaba gyongye’ fajtanak.

4. Mar 6 SSR marker eredményei alapjan bizonyitottuk, hogy a ‘Kirdlylednyka’ nem
szarmazhat a ‘Lednyka’ x ‘Kovérszolo® keresztezodésbol, ugyanakkor eredményeink nem
zartak ki a ‘Leanykét’ mint lehetséges sziilot.

5. Molekularis markerekkel (27 SSR) alatdmasztottuk, hogy az ‘Irsai Olivér’ az irodalmi
adatoknak megfeleléen a ‘Pozsonyi fehér’ és ‘Csaba gyongye’ fajtdk keresztezésébol, a
‘Matrai muskotaly’ pedig az ‘Izsaki’ x ‘Ottonel muskotaly’ kombinaci6jabol szarmazik.

6. SzO616 mikroszatellit adatainkat Interneten elérhetd adatbazisba foglaltuk, igy létrehozva
az elsd ,,Magyar Sz0l6 Mikroszatellit Adatbazis”-t (Hungarian Vitis Microsatellite
Database).

7. Meghataroztuk 66 koztermesztésben 1évo fontos almafajta mikroszatellit ujjlenyomatat 6
SSR 16kuszban.

8. Bizonyitottuk, hogy az almafajtak, illetve fajtakorok elkiilonitésére elegendd 6 jol
megvalasztott mikroszatellit marker, ugyanakkor a fajtakorokon beliil a riigymutansokat az
altalunk felhasznalt 6 marker sem kiilonboztette meg.

9. Alma mikroszatellit adatainkat adatbazisba foglaltuk, igy létrehozva az elsé Interneten
elérheté ,,Magyar Alma Mikroszatellit Adatbazis”-t (Hungarian Apple Microsatellite
Database).
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5. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink meggy6zden bizonyitjdk, hogy a mikroszatellit markerek jol
alkalmazhatdéak a fajtdk molekularis elkiilonitésére, Osszehasonlitasara, homonimak, illetve
szinonimak azonositasdra. Nem differencialjdk azonban a nagyon kozeli rokonokat
(rigymutansokat).

A vizsgalt fajtaszortimentben nem tartunk fel redundancidt vagy szinonimékat,
homonimakat, a fajtdk egyedi ujjlenyomataik alapjan differencidlhatéak voltak egymastol (a
bogydszin-valtozatok és riigymutansok kivételével).

Azok a mikroszatellit markerek, amelyek kis mértékli polimorfizmust mutatnak a fajtak
kozott (jelen esetben a Scu8), kevéssé alkalmasak a tovabbi vizsgalatokhoz. A mikroszatellit
markerek informéciotartalma nagyban fiigg a vizsgalt populacid Osszetételétdl is. A Scu8
kivételével a felhasznalt markerek alkalmasnak bizonyultak a vizsgalatainkhoz.

Sefc et al. (2001) kovetkeztetéseivel 6sszhangban mind a szdéldvel, mind az almaval
kapott eredményeink bizonyitjak, hogy a fajtdk megkiilonboztetés¢hez 5-6 SSR marker
elegendd. A pedigré-elemzésekhez ugyanakkor ez a szdm kevés, ennél tobb, legalabb 25
sziikséges.

A mikroszatellit markerekkel kapott DNS ujjlenyomatok kizartdk, hogy a ‘Kirdlylednyka’
a ‘Koveérszold’ és a ‘Leanyka’ spontan keresztezddésével jott 1étre. A ‘Csaba gyongye’ pedigré-
analizise pedig, a ‘Bronnerstraube’ ¢és az ‘Ottonel muskotaly’ kozvetlen sziiléi voltat céafolta
meg, annak ellenére, hogy korabeli dokumentumok a ‘Bronnerstraube’-t anyaként jelolik meg.

Bar a ‘Kiralyleanyka’ és ‘Csaba gyongye’ fajtaknal mar 6 mikroszatellit marker is kizarta
a feltételezett sziil6-utdd kapcsolatot. A teljes fajtalistat tekintve azonban, a régi magyar, illetve
karpat-medencei fajtak kozt még tobb lehetdéség maradt nyitva, melyek tisztazésara tobb SSR
primerpar bevonasa sziikséges.

Az 1930-ban nemesitett ‘Irsai Olivér’ és az 1952-ben létrehozott ‘Matrai muskotaly’
sz016fajtak pedigré elemzése azonban a nagyszamu (27) mikroszatellit marker bevondséaval,
DNS szinten is aldtdmasztja a szarmazasukat. A modszer tehat egyértelmiien alkalmas a sziilo-
utoéd viszonyok felderitésére, igy a ‘Kiralylednyka’ és ‘Csaba gydngye’ esetében a feltételezett
vagy megadott pedigrék nem érvényesek.

Az SSR adatok az alma esetében is megerdsitették a sziild-utdod kapcsolatokat. A
mikroszatellit markerek lehetdséget adhatnak az ismeretlen eredetli hibridek szarmazasanak

feltarasara (Cabe et al. 2005; Kitahara et al. 2005). A ‘Jonagold’ = ‘Jonathan’ x ‘Golden
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Delicious’ kapcsolatot a vizsgalt 6 mikroszatellit 10kuszban kapott eredmények bizonyitottak.
Specialis esetben akar a pollenadd apai €s a befogado anyai sziild is azonosithato.

A klaszter analizis eredménye a sziil6-utdd kapcsolatokat csak korlatozottan szemlélteti,
és a szO0l6 esetében a fajtdk természetes rendszerbe soroldsdval sem mutat Osszefliggést.
Diszkriminancia analizissel azonban 0sszefliggést talaltunk a mikroszatellit markerekkel kapott
genotipusok és a fajtak foldrajzi-6kologiai fajtacsoportba tartozasa kézott, ami a fajtacsoportok
elkiiloniilésének genetikai alapjait bizonyitja.

A nemzetkdzi referencia fajtdk bevonasaval igazoltuk, hogy vizsgalataink megbizhatdak
¢s a kapott adatok alkalmasak arra, hogy mas laboratériumok eredményeivel 6sszehasonlitsuk.
Az abszolut allélméretek nem alkalmasak az ilyen iranyu vizsgalatokra, a referencia fajtadkhoz
viszonyitott adatok, azonban mar igen.

A riigymutansok egyik fajnal sem kiilonboztethetbek meg mikroszatellit markerekkel
egymastol vagy az alapfajtatol. Az atlagos megfigyelt heterozigotasag és a PIC értékek kozel
azonosak, valamint a kumulativ PI is azonos nagysagrendi a két fajon beliil (8. és 22. tablazat),
ami a két faj hasonld genetikai diverzitasara utal. Nem szabad azonban figyelmen kiviil
hagynunk, hogy ezek az értékek nagyban fliggenek az alkalmazott markerektdl.

A sz016- és almafajtak molekularis markerekkel torténd genotipizalasa mind a nemesitési
programokban mind, pedig a genetikai forrasok diverzitasinak megérzése céljabol rendkiviili
jelentéségli. A bemutatott mikroszatellit elemzési eredmények objektiv genotipus azonositast,

illetve megkiilonboztetést, pedigré meghatarozast tesznek lehetévé mindkét vizsgalt faj esetében.
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6. OSSZEFOGLALAS

Célul thaztik ki a régi karpat-medencei sz6lofajtak elkiilonitését mikroszatellit
markerekkel, illetve a kapott DNS ujjlenyomatok alkalmazasat a lehetséges sziil6-utod
kapcsolatok feltarasara. Célunk volt tovabbd a Magyarorszdgon nemesitett, vilagszerte
koraisagarol ismert ‘Csaba gyongye’ szOl6fajta szarmazasanak megallapitasa, melynek eredete a
mai napig nincs tisztazva. Emellett célkitlizéseink kozott szerepelt az is, hogy kdztermesztésben
szerepld 66 alma fajtat molekularis modszerrel azonositsuk €s megkiilonboztessiik egymastol.

A sz016 mintdkat a PTE SzOlészeti és Boraszati Kutatdintézetében gytijtottik. A
kisérletekben felhasznalt 66 alma minta (Malus x domestica Borkh.) az Ujfehértoi
Gyilimolcstermesztési Kutatd Intézet gylijteményébdl szarmazik. A fiatal sz6lé és alma
levelekb6l DNS-t izoldltunk. A kisérlet soran 105 sz6léfajta mikroszatellit ujjlenyomatat
hataroztuk meg a Scu08, Scul0, VVMD21, VVMD?36, ssrVrZag64, ssrVrZag79 primerparokkal.
Tovabbi mikroszatellit markerek bevonasaval (VVIb23, VVIh54, VVIi51, VVIml1l1, VVItl4,
VMC4c6, VMC4g6, VMC6d12, ssrVIZAG21, ssrVrZag25 ssrVrZagd7, ssrVrZag62,
ssrVrZag83, ssrVrZagll2, VVMDS5, VVMD7, VVMD25, VVMD28, VVMD31, VVMD32,
VVS2) végeztiink pedigréelemzéseket a vilagszerte koraisdgarol ismert *Csaba gyongye’, és az
erdélyi szarmazasu ’Kirdlyleanyka’® szOlofajtak esetében. Vizsgalataink pontossdganak
alatdmasztasara két ismert, magyar nemesitésii szOlofajta az ’Irsai Olivér’ és a ’Matrai
muskotaly’ sz6l6fajtak sziilo-utdod kapcsolatait is vizsgaltuk az Osszes felhasznalt sz6l6 SSR
markerrel.

Mindezek mellett meghataroztuk 66 almafajta SSR wujjlenyomatat is a CH03g07,
CHO04e03, CHO04gl0, CHO05c02, CHO05d11, ¢és CHO05e03 almaban kifejlesztett SSR
primerparokkal. A primerparok ,,forward” tagjat minden esetben Cy5 fluoreszcens festékkel
jeloltettiik meg. PCR reakcidkat inditottunk, ahol minden reakcidban egy-egy egyed DNS-ét
hasznaltuk templatként. A reakcidokat minden fajtaval és markerrel elvégeztiik. Az amplifikalt
PCR-termékeket az ALF Express II késziilékkel, nagy felbontdsu poliakrilamid gélen
valasztottuk szét és 1ézeres gerjesztés segitségével figyeltiik meg. Az eredményeket az ALFwin
Fragment Analyser 1.03 szoftverrel értékeltiik. Minden marker és fajta esetében pontos
allélméreteket hatdroztuk meg az ismert nukleotidszamt standardok felhasznalasaval. A sz616
esetében 6 10kuszon dsszesen 44 kiilonbozo allélt figyeltink meg. Az atlag allélszam 7,33 volt
(3-11/16kusz). Az atlagos megfigyelt heterozigozitas érték 0,69. A kumulativ PI = 7,62%10~.

Ezek az értékek a fajtdk nagyfokil genetikai diverzitdsara és a markerek jO megkiilonboztetd
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képességére utalnak. Az Scu8vv marker kivételével mindegyik jol alkalmazhatd genotipizalasra.
Az elemzésbe bevont referencia-fajta (‘Pinot noir’) segitségével lehetdvé valt az eredményeink
Osszehasonlitdsa, mas laboratoriumok, illetve fajtagylijtemények adataival is.

A fajtakat egyedi SSR-ujjlenyomatuk alapjan megkiilonboztettiik. Csak a *Gohér’ (fehér-
piros), ’Lisztes’ (fehér-piros), *Bakator’ (piros-tiid6szinii) és Furmint’ (fehér-piros) bogyoszin-
valtozatok adtak azonos mikroszatellit mintazatot az alkalmazott 6 primerparral.

Tobb, az irodalomban leirt szinonima esetén (‘Aprofehér’: *Balint’, ‘Sarfehér’; ‘Bakator
piros’: ‘Roézsaszdld’; ‘Balafant’:  ‘Kéknyelti’, ‘Pikolit’; ‘Balint’: ‘Séarfehér’; ‘Beregi’:
‘Rozsaszold’; ‘Ezerjo’: ‘Harslevell’; ‘Csokaszold’: Kadarka (kék)’; ‘Furmint’: ‘Demjén’,
‘Kéknyeli’, ‘Fehér gohér’; ‘Fehér gohér’: ‘Bajor’, ‘Kolontar’, ‘Kozma’; ‘Hosszunyelli’: ‘Budai’,
‘Izsaki’: ‘SzOkesz6l6’, ‘Vékonyhéji’; ‘Juhfark’: ‘Hosszlinyell’, ‘Sarfehér’; ‘Kiralyszold’:
‘Lagylevell’; ‘Leanyka’: ‘Leanysz0l6’; ‘Mézes (fehér)’: ‘Sarfehér’; ‘Rakszdl6’: ‘Vékonyhéju’;
‘Vékonyhéji’: ‘Polyhos’; ‘Izsaki’: ‘Sarfehér’; ‘Juhfark’: ‘Vékonyhéju’; ‘Kovidinka’: ‘Vords
dinka’; ‘Szeredi’: ‘Sarpiros’; ‘Tulipiros’: ‘Rozsasz016’) molekularisan is aldtdmasztottuk, hogy
kiilonbozo fajtakrol van szo. Az adatok és a klaszter-analizis segitségével tobb fajta irodalomban
leirt kapcsolatat elemeztiik.

A szarmazas vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a ‘Bronnerstraube’ és az ‘Ottonel
muskotaly’ szol6fajtak nem lehetnek kozvetlen sziildi a ‘Csaba gyongye’ fajtanak. Ugyanigy a
‘Kirdlylednyka’ nem a feltételezett ‘Lednyka’ x ‘Kovérszold keresztezésbol johetett 1étre. A
referenciaként bevont ‘Matrai muskotaly’ és ‘Irsai Olivér’ fajtdknal a mikroszatellit analizis
alatdmasztotta a szarmazasukat.

Az alma fajtadknal kapott allélmintazatok szintén nagyfoku polimorfizmust mutattak,
amely lehetOvé tette az almafajtdk megkiilonboztetését. Az allélszam markerenként 6 ¢és 13
kozott volt (atlag: 9,2), az atlagos heterozigozitas pedig 0,7. A kumulativ PI=4,02x107.

A riigymutansok és alapfajtaik kivételével (‘Starking Delicious’, ‘Elstar’, ‘Gala’, ‘Golden
Delicious’, ‘Jonathan’, ‘Idared’ fajtakorok), minden fajtat sikeresen megkiilonboztettiink SSR-
ujjlenyomatuk alapjan. Megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt hat mikroszatellit marker nem
alkalmas az egyes fajtakorokon beliil kiillonbséget tenni az alapfajtdk és riigymutans valtozataik
kozott, azonban a fajtakorok jol elkiilonithetdek egymastdl. Az alménal is meghataroztuk azt a
minimalis szdmu marker-kombindciot, amelyekkel a vizsgalt fajtdk mar elkiilonithetdek
egymastol. Vizsgaltuk a fajtak kozotti sziilé-utdd kapcsolatokat is, amelyek alatdmasztottak

adataink pontossagat.
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Mindkét faj esetében létrehoztunk egy-egy publikus adatbazist, mely az interneten
keresztiil elérhetévé teszi alma mikroszatellit adatainkat és azok Osszehasonlitdsdt mas
laboratoriumok adataival.

Mind a sz6l6nél, mind pedig az almanal elért eredményeink segitséget nyujthatnak a
fajtafenntartasi €s nemesitési munkakban egyarant. Hozzajarulnak a Karpat-medence sz6lo- és

almafajtdinak megismeréséhez.
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7. SUMMARY

Our aims were to identify and characterise the old grape (Vitis vinifera L.) varieties of the
Carpathian-basin by microsatellite markers. In connection with this, we planned to use DNA-
figerprints to reveal parent-offspring relations and pedigree analysis among examined
accessions. Our concrete aim was to find the origin of Csaba gyongye’ (’Pearl of Csaba’) wich
is known all over the world because of its very early ripening. In parallel with grape
examinations, we wanted to identify and distinguish 66 generally grown apple (Malus x
domestica Borkh.) cultivars by microsatellite markers as vell.

Grape samples were collected from grape collection of the Research Institute for
Viticulture and Enology, University of Pécs. 66 apple samples originate from the collection of
the Research and Extension Centre for Fruit Growing, Ujfehértd. DNA was extracted from
young leaf tissues gathered before flowering. In our study microsatellite fingerprints of 105
grape cultivars were determined using Scu08, Scul0, VVMD21, VVMD36, ssrVrZag64,
sstVrZag79 primer-pairs. Further SSR markers were involved (VVIb23, VVIh54, VVIi5l1,
VVImll, VVItl4, VMC4c6, VMC4g6, VMC6d12, ssrVIZAG21, ssrVrZag25 ssrVrZag4d7,
sstVrZag62, ssrVrZag83, ssrVrZagl12, VVMDS, VVMD7, VVMD25, VVMD?28, VVMD31,
VVMD32, VVS2) in the pedigree analysis of ’Csaba gyongye’ (’Pearl of Csaba’) known world
wide by its early ripening and of ’Kiralyleanyka’ originated from Transylvania. To confirm our
results we examined parrent-offspring relationships of two Hungarian grape varieties ’Irsai
Olivér’ and *Matrai muskotaly’ by using all SSR primer-pairs involved in this study.

In addition 66 generally cultivated apple varieties were analysed by CH03g07, CH04e03,
CHO04g10, CHO05c02, CHO5d11, CHO05e03 apple SSR markers. Each forward primers were
indicated by Cy5 fluorescent dye. We performed PCRs in which one of the DNA samples from
grape and apple cultivars was used as template. The amplification products were separated on
high resolution polyacrylamide gel and detected by laser induced detection in ALF Express II
device. Results were visualised and evaluated by ALFwin Fragment Analyser 1.03 software. In
all cases, exact length of amplified fragmets were estimated by applying DNA standards with
known sizes.

In the course of examination of 105 grape cultivars 44 different alleles were detected in 6
loci. Mean allele number was 7.33 (3-11 alleles/loci). Mean observed heterozygosity value was
0.69 and the cumulative probability of identity was 7.62x10”. These values refer to high genetic
diversity of cultivars and good discriminating power of markers. All applied SSRs but Scu8 are

sufficient for reliable varietal identification because of their high level of polymorphism.



103

Involving ’Pinot noir’ as an international reference cultivar allowed us to compare our data with
the results of other laboratories, demonstrating the international availability of them.

Cultivars were differentiated by their unique microsatellite fingerprints. Only berry
colour variants of cultivars ’Gohér’ (white and red), ’Lisztes’ (white and red), ’Bakator’ (red and
light-red) and *Furmint’ (white and red) gave identical SSR patterns with the selected 6 primer
pairs.

Among examined varieties, there are more synonyms according to the literature
(‘Aprofehér’: ’Balint’-’Sarfehér’, 'Bakator piros': 'Rézsasz6l6', 'Balafant’: 'Kéknyelii'-Pikolit',
'Bélint': 'Sarfehér', 'Beregi': 'Rozsasz610', ‘Ezerjé’: *Harslevellt’, ‘Csokaszolo’: *Kadarka (kék)’,
‘Furmint’: ’Demjén’-’Kéknyelti’-'"Fehér gohér', 'Fehér gohér': 'Bajor'-'Kolontar'-'Kozma',
'Hosszunyelli: 'Budai’, ‘Izsdki’: *Sz6kesz616’->Vékonyhéja’, 'Juhfark': 'Hosszunyell'-'Sarfehér',
'Kiralyszold": 'Lagylevelll', ‘Leanyka’: ’Leanysz6ld’, 'Mézes (fehér): 'Sarfehér', 'Rakszolo':
'Vékonyhéju', 'Vékonyhéju': "Polyhos', 'Izséki": 'Sarfehér', 'Juhfark': 'Vékonyhéju', 'Kovidinka':
'Voros dinka', 'Szeredi': 'Sarpiros', 'Tulipiros': 'R6zsasz616'), but we confirmed that they are
different cultivars. In this study, relations between cultivars described in literature were analysed
as well by cluster analysis of our data.

Pedigree- analysis disproved the parent-offspring relations in the case of
’Bronnerstraube’-’Muscat Ottonel’-’Csaba gyongye’. The situation is same in the case of
’Kiralylednyka” where ‘Leanyka’ x ‘Kovérszold® are not parents of this cultivar. At the same
time the results verified the recorded pedigree of ’Irsai Olivér’ and *Matrai muskotaly’.

SSR profiles of apple cultivars showed high polymorphism as well as of grape cultivars.
This allowed to differentiate them. The allele number per markers were between 6 and 13 (mean:
9,2). Mean observed heterozygosity value was 0.7 and the cumulative probability of identity was
4.02x10°. All cutivars were distinguishable by their microsatellite figerprints except somatic
mutants and their base cultivars (‘Starking Delicious’, ‘Elstar’, ‘Gala’, ‘Golden Delicious’,
‘Jonathan’, ‘Idared’ varieties). Sport mutants proved to be indistinguishable from each other and
their progenitors but these groups based on different base cultivar could be differentiated.
Relationships between cultivars were examined as well and results supports accuracy of our data.

The determined allele sizes of apple and grape varieties are collected in two public
database (Hungarian Apple Microsatellite / SSR Database, Hungarian Vitis Microsatellite / SSR
Database). Data are accessible on internet and are comparable with international results.

Our results in apple and grape identification and relationship analysis give help in
germplasm management, breeding efforts and cultivar protection as well and contribute to

cognition of grape and apple cultivars of the Carpathian-basin.
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KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretném megkoszonni Dr. Kiss Erzsébet intézetvezetd, egyetemi tanar,
faradhatatlan segitségét és magas szinvonalli szakmai irdnyitasat a kisérletek és tanulményaim
minden mozzanataban. Kiilon kdszonettel tartozom a publikacioim és dolgozatom elkészitésében
nyujtott nélkiilozhetetlen segitségéért.

Koszonom Dr. Kozma Péalnak, a PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatdintézet (Pécs)
igazgatojanak segitségét €és az egylittmiikodés lehetdségét. Koszondm az évek soran kérdéseimre
adott magas szakmai szinvonalu vélaszait, melyek altal betekintést nyerhettem a szdlészet
tudomanyaba.

Koszonettel tartozom Dr. Heszky Laszlonak az intézet korabbi vezetdjének is, hogy
lehetdvé tette szamomra kisérleteim elvégzését és dolgozatom elkészitését a Szent Istvan
Egyetem Genetika és Biotechnologiai Intézetében. Koszondm tandcsait és kutatoi szemléletem
megalapozasat. Ko6szonom Dr. Galli Zsoltnak a vizsgalatok és laboratoriumi munka soran
tanusitott segitOkészségét, szakmai tanacsait. Koszonom a tanszék doktorandusainak — Dr. Szabo
Zoltan, Molnar Stella, Galbacs Zsuzsa, Dr. Veres Aniko, Lagler Richard, Dr. Széke Antal, Dr.
Balogh Andrea, Koncz Timea- segitségét. Kiilon kdszonet illeti Dr. Szabd Zoltant, hasznos
gyakorlati tanicsaiért, valamint Molnar Stellat és Galbacs Zsuzsat a kisérletek elvégzésében
nyujtott segitségiikért.

Koszonom a tanszék Osszes dolgozojanak kedvességét, baratsagos ¢és segitOkész
hozz4aallasat munkamhoz és tanulmanyaimhoz.

Ko6szondm Dr. Dobranszki Juditnak, a Debreceni Egyetem Nyiregyhdzi Kutatdintézete
igazgatohelyettesének az egytittmiikodést.

Koszonom Dr. Hoffmann Sarolta segitokészségét a pécsi SzOlészeti és Borészati
Kutatointézet és az Intézet kozotti egyiittmiikodés soran.

Koszonettel tartozom Feleségemnek ¢és Csalddomnak kitartd szeretetiikért és

tamogatasukért.



