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Roviditések jegyzéke

ALF- Automata Lézer Fluorométer

AFLP- Amplified Fragment Length Polymorphism = amplifikalt fragmentum-hossz
polimorfizmus

APAF1- Apoptotic Protease Activating Factor 1 = apopt6zist szabalyozo faktor 1
AP-PCR- Arbitrarily Primed — PCR = PCR tetszés szerinti primerrel
BAC- Bacterial Artificial Chromosome

BC- Back-cross

BCR- B Cell Receptor

bp- bazispar

BSA - Bulked Segregant Analysis = csoport szegregacios analizis
CAPS- Cleaved Amplified Polymorphic Sequences

CSIRO- Commonwealth Scientific and Research Organization
DAF- DNA Amplification Fingerprint = DNS amplifikacios ujjlenyomat
DNS- Dezoxiribonukleinsav

cDNS- kopia-DNS

dNTP- Dezoxiribonukleotid trifoszfat

dsDNS- dupla szala DNS

EDTA- Etiléndiamin-tetraecetsav

EST- Expressed Sequence Tags

ETI- Effector Triggered Susceptibility

ETS- Effector Triggered Immunity

EU- European Union

FAO- Food and Agriculture Organization

HR- Hypersensitivity response = hiperszenzitivitasi valasz

Ig- Immunoglobulin

INRA- L’institute Nationale la Recherche Agronomique

IRAK- Interleukin-1Receptor Associated Kinase

ISSR- Inter Simple Sequence Repeats

LRR- Leucine Rich Repeat = leucinban gazdag ismétlodé szakaszok
MAPK- mitogén aktivalt protein kinaz

MAS- Marker Assisted Selection = markereken alapul6 szelekcio
NBS- Nucleotide Binding Site = nukleotid kot6 hely



NCBI- National Center of Biotechnology Information

NF- Nuklearis Faktor

NOD- Nucleotide—binding Oligomerization Domain

O.1.V.- Office International de la Vigne et du Vin = Nemzetko6zi Sz6lészeti és Boraszati
Hivatal

PAGE- Polyacrylamid Gel Electrophoresis - poliakrilamid gélelektroforézis

PAMP- Pathogen-Associated Molecular Patterns = patogénekhez kapcsolt molekularis
mintazat

PCR- Polymerase Chain Reaction = polimeraz lancreakcio

PR- Pathogenesis — Relatedproteins = véd6fehérjék

PRR- Pattern Recognition Receptors = mintazatfelismer6 receptorok

PTI- Pathogen Triggered Immunity

QTL- Quantitative Trait Loci = mennyiségi tulajdonsagok lokusza

RAG- Rekombinaz Aktivalo Gén

RAPD- Randomly Amplified Polymorphic DNA = véletlen amplifikalt polimorf DNS
rDNS- riboszomalis - DNS

RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism = restrikcios fragmentum-hossz
polimorfizmus

RGA- Resistance Gene Analogs = rezisztencia génanalogok

ROS- Reactive Oxygen Species = reaktiv oxigénfajtak

RPV1- Resistant to Plasmopara viticola 1

RUNZ1- Resistant to Uncinula necator 1

SAR- Systemic Acquired Resistance = szisztematikus szerzett rezisztencia

SCAR- Sequence Characterized Amplified Regions = ismert szekvenciarol amplifikalt
régio

SNP- Single Nucleotide Polymorphism

SSLP- Simple Sequence Length Polymorphism

SSR- Simple Sequence Repeat = egyszerii szekvenciaismétlodés

STR- Short Tandem Repeat = révid tandem ismétlddés

Tag- Thermus aquaticus

TBE- puffer- Tris-Borat-EDTA-puffer

TCR- T Cell Receptor

TIR- Toll Interleukin 1 Receptor

TLR- Toll-like receptors



Tm- melting temperature = olvadasi hémérséklet

UV- Ultraviolet = ultraibolya fény

VMC- Vitis Microsatellite Consortium

VNDR- Variable Number of Dinucleotide Repeats = valtozé szamu dinukleotid
ismétlodések

VNTR- Variable Number Tandem Repeat = valtoz6 szamu tandem ismétlédések



1 BEVEZETES ES CELKITUZES

Az eurdpai szOlofajtdk nagy gazdasagi karokat okozd gombabetegsége a
lisztharmat (Erysiphe necator Schwein.) és a peronoszpéra (Plasmopara viticola Berk.
et Curtis ex de Bary) Berl. et de Toni. Az elleniik valo védekezés jelentés eréforrasokat
igényel a szOl6termesztésben, amely indokolja a rezisztencianemesitést megalapozo

genetikai kutatasokat.

1.1 A téma aktualitasa, jelentosége

A szdldkultara az emberi civilizaci6 igen jelentds eleme. A sz616 felhasznalasa
sokrétli: bort vagy szdldlevet allitunk eld beldle, csemegeszdloként fogyasztjuk,
magjabol olajat nyeriink ki. A sz6lotermés koriilbeliil 71%-at borkészitésre hasznaljak,
21% friss gylimdlcsként, 2% pedig mazsolaként keriil értékesitésre. A sz616 levét
¢édesitdszerként is hasznaljak a cukormentes bef6ttekhez.

A vilag legnagyobb szOl6termeldi orszagait, valamint a termelésre hasznalt

teriiletek méretét az 1. tablazat foglalja 6ssze (www.fao.org).

1. tablazat: A vilag jelent6sebb szol6termeld orszagai

Orszagok Termelésre hasznalt teriilet mérete

Spanyolorszag 11750 km?
Franciaorszag 8640 km?
Olaszorszag 8270 km?
Torokorszag 8120 km?
Amerikai Egyesiilt Allamok 4150 km?
Iran 2860 km?
Romania 2480 km?
Portugilia 2160 km?
Argentina 2080 km?
Ausztria 1642 km?
Magyarorszag* 710 km?

* FAO és az Agrarszektor (http://agrarszektor.hu) adatai alapjan


http://hu.wikipedia.org/wiki/Bor
http://hu.wikipedia.org/wiki/Gy%C3%BCm%C3%B6lcs
http://www.fao.org/
http://agrarszektor.hu/

A vilag szoldiiltetvényeit sokféle patogén és kartevo veszélyezteti. Europaban a
XIX. szadzad kozepén jelentek meg azok a gombafajok, amelyek ma a legnagyobb
veszélyt jelentik az érzékeny Vitis vinifera eredetii fajtakra.

A sz0616 gombas betegségei koziil a peronoszpora (Plasmopara viticola Berk. &
M.A. Curtis Berl. & De Toni), a lisztharmat (Erysiphe necator Schwein.), a sziirke
rothadas (Botrytis cinerea), a széléorbanc (Pseudopeziza tracheiphilla) és a téelhalast
okozo betegségek a legjelentdsebbek (Bényei et al. 1999).

Magyarorszagon a szoldtltetvényeket mind a lisztharmat, mind a peronoszpora
veszélyezteti Az iddjarasban a valtozékonysag és a sz€lsdségek jellemzdek, melyek
kedveznek a szélobetegségek kialakuldsanak.

A peronoszpora terjedése és a megbetegités aranya nem kizarolag a kérokozd
dinamikdjatdl, hanem a csapadékos, hlivos id6jarastdl is fiigg. A lisztharmat jarvanyok
kialakuldsédnak a paras, de meleg id6jaras kedvez. A lisztharmatjarvanyok dinamikéja

azonban dontden a korokozon mulik (1. abra).
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1. abra: A lisztharmatjarvanyok kitorését a bogyofertdzési idoszak (a viragzas kezdete €s a
zo6ldborsonyi allapot kdzott) id6jarasa nem befolyasolja. Szekszardi borvidék, 1990-2008 (Fiizi,
2009).

Az 1. abran megfigyelhetd, hogy az 1999-2008 kozotti években a tiz jarvanyos
évet szinte mindig mas id6jaras jellemezte (1990-1995, 2001, 2004, 2005 és 2008). A
hiivés, csapadékostdl a meleg, szaraz viszonyokig minden eléfordult, és ugyanilyen
valtozatos volt az a kilenc esztendd is, amikor nem tort ki jarvany. A

lisztharmatjarvanyok erejének évenkénti valtozasat ugyanis a bogyofert6zési idészak



meteoroldgiai  viszonyai gyakorlatilag nem befolydsoljak. A bogyofertdézéshez
alapvetden kedvez hazank iddjarasa (Fiizi, 2009). Ez ad magyarazatot arra, hogy miért
tartjak a lisztharmatot a legkiszamithatatlanabb sz6l0betegségnek.

Mindkét korokozo (lisztharmat, peronoszpora) Onmagaban is 100%-0S
termésveszteséget okozhat a fogékony fajtak esetében, ha nem alkalmaznak
novényvédoszereket. A gombas megbetegedések elleni védekezés a mai gazdag
novényvédoszer kindlattal, valamint a fertdzés elorejelzésével hatékonnya teheto.

A tilzott ndvényvéddszer-hasznalat veszélyeztetheti az emberi egészséget,
megvaltoztatja a korokozo biodiverzitast, és fungicid rezisztens patogén torzsek
kialakulasanak kedvez. A szOlénemesités f6 célja, ezért a legfontosabb
gombabetegségekkel szemben rezisztens, kivaldo mindségi fajtak eldallitasa.

A rezisztens fajtdk létrehozasahoz megfeleld génforrasokra van sziikség,
amelyekkel az értékes bor—¢és csemegeszoloket keresztezve, kivald mindségi ellenallo
fajtakat lehet eldallitani. A mindség meglrzése tobb nemzedéken keresztiil végzett
visszakeresztezéseket és gondos szelekciot igényel. A rezisztenciagén(eke)t hordozo
utddok kivalogatasat, az utddgeneracidé méretének redukciojat teszi lehetové a
markerekre alapozott szelekcio (MAS), amely a rezisztenciagén(ekk)el szorosan
kapcsolt markerek kozotti szekvenciakiilonbségek detektalasa alapjan biztositja az
ellendll6 és a fogékony genotipusok azonositasat.

A rezisztencianemesités Europaban a lisztharmat- és peronoszpoérafert6zéssel
szemben mar a XIX. szdzadban elkezdddott, melyben a magyar sz6ldnemesitok jelentds
szerepet vallaltak. A jelenlegi fajtavalasztékot, olyan 1j fajtakkal bovitették és kivanjak
boviteni, melyek nagyfoku ellenalld képességgel rendelkeznek a lisztharmat- és
peronoszporafertézéssel szemben. Amerikai és azsiai fajokat és fajtakat is felhasznaltak
a keresztezéseknél, melyb6l olyan hibiridcsaladokat allitottak elé, melyek utodai
hordozzak a korokozokkal szembeni rezisztenciagén(eke)t. Ezek a fajtak csak minimalis

novényvéddszeres kezelést igényelnek a jarvanyos idészakban.



1.2 Célkitizés

1. Az ¢észak-amerikai eredeti M. rotundifolia-bol szarmazé lisztharmat és
peronoszpoéra rezisztencia gént hordozé (RUN1/RPV1) genotipusok szelekcioja a
PTE Szolészeti és Boraszati Intézetben eldallitott két hibridcsalad — a BC4 X
Cardinal (02-02) és a BC4 x Kismis moldavszkij (02-01) utédnemzedékekben, a
rezisztenciagénekkel kapcsolt 3 mikroszatellit-, 2 BAC klon eredetii- és 1

rezisztencia génanalog (RGA) markerrel.
2. A RUN1 ¢és az RPV1 rezisztencia génekkel kapcsolt mikroszatellit marker

allélek pontos méretének meghartarozésa.

hogy az adott markerek milyen foki megbizhatdsaggal alkalmazhatoak a BCy4 X
Cardinal (02-02) ¢s a BC4 x Kismis moldavszkij (02-01) hibridcsalad egyedein

belill a rezisztens genotipusok kivalogatasara.

4. Rutinvizsgalatra alkalmas gyors, egyszeri, agar6z gélelektroforézisen alapuld

MAS modszer kifejlesztése a RUN1/RPV1 pozitiv genotipusok szelekciojara.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A sz6l6 (Vitis vinifera L.) szarmazasa, taxonomiaja és elterjedése

A szO16félék legbsibb képviseldi a Cissites nemzetség fajai a foldtorténeti
krétakoraban, mintegy 100 mill6 éve jelentek meg a Foldon. A harmadidészakban
kipusztult Cissites nemzetségbdl szarmaztatjak a ma is meglévé: Cissus, Ampelocissus,
Clematocissus, Parthenocissus, Rhoicissus, Ampelopsis, Landukia, Tetrastigma,
Pterishanthe és a Vitis nemzetséget. Kialakulasuk a 70-90 milli6 évvel ezelétti, alsd
krétakorra teheté. A Vitis nemzetség legdsibb fajai a Vitis dacotana és a Vitis
inaequilateralis Iehettek (Bényei et al. 1999)

A Vitis nemzetség fejlodéstorténete a Harmadidészak elejétdl, az Eocén kortol
kovethetd egyértelmiien nyomon. A Harmadiddszak éghajlata melegebb volt a mainal.
Nagy szamu fosszilis fajra bukkantak a kutatok ebbdl a korbdl. Alaszka, Gronland és
Izland teriiletén fedeztek fel sz6l6maradvanyokat, melyeket Vitis alaskana, Vitis arctica
és Vitis islandica-nak neveztek (Bényei et al. 1999). Tobb mint 40 sz6l6fajt sikertilt
azonositani Eszak-Amerika, Eurdpa és Azsia kiilonboz6 teriiletein talalt leletekb6l.

A hazai és a nemzetkozi sz6l6termesztésben meghatarozo szerepet jatszo Vitis
nemzetség torténete 60 millid évre nyalik vissza. A VitiS nemzetségnek két
alnemzetsége a Muscadinia és az Euvitis alakult ki. Az Euvitis alnemzetségbdl a
kontinensvandorlds, az éghajlati és egyéb adottsagok valtozdsadnak tekintetében
alapvetéen harom foldrajzilag jol elkiilonithetd csoport jott 1étre: az észak-amerikai, a
kelet-azsiai és az eurazsiai fajok.

A Harmadiddszakot kovetd Negyediddszakban az éghajlat jelentsen
megvaltozott, és a Pleisztocénban, mely kb 2 milli6 évig tartott, tobb eljegesedés
kovette egymast. Az eljegesedés mértéke azonban a hiarom kontinensen nem volt
egyforma mértékli. A szarazfoldi jégtakard legnagyobb kiterjedésekor az eurdpai
kontinenst az 50.-ik, mig az észak-amerikait csak a 38.-ik szélességi fokig boritotta.
Azsiaban kisebb volt az eljegesedés, mint Europaban. Az eurépai kontinensen élt
sz6l6fajok jelents része elpusztult, mig Eszak-Amerikaban és Azsiaban a jégkorszakot
lényegesen tobb faj vészelte at (Bényei et al. 1999.)

Az egyik nagy t0lélo, a ligeti sz616 (Vitis silvestris), amelynek az Gshazaja

valahol K6zép-Azsia és a Kaukazus kozott keresendd, de a legujabb kutatasok szerint a
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Balkanon és Eszak-Afrikaban is megmaradhatott. A Ligeti sz616 a jégkorszak utan, 7-8
ezer évvel ezeldtt terjedt el, az ember hamar termesztésbe vonta, nemesiteni kezdte.
Ennek eredményeképpen a leve egyre zamatosabb, édesebb lett, 1étrejott a Kerti sz616, a
Vitis vinifera, amely 1ényegében a ma ismert borsz616k alapja (Hegedds et al. 1966).

A Muscadinia alnemzetségbe harom, Amerikdban Gshonos fajt sorolunk: Muscadinia
munsoniana-t, a Muscadinia popenoii-t és a vizsgalataink soran is fontos szerepet jatszo
Muscadinia rotundifoliat. Az Euvitis alnemzetségbe tartozé 70 faj a mar emlitett harom
foldrajzi fajtacsoport tagja (Németh, 1966).

A mai Magyarorszag teriiletén a foldtorténeti Gjkorbdl szdrmaznak az elsé sz616
novényre utald maradvanyok, amelyet Vitis tokayensis, illetve Vitis hungarica néven
ismerhetiink. Ezek az "6sszOlok" egyaltalan nem hasonlitottak a ma ismert 1édus,
zamatos, illatos borszdlore. Valoszinlileg kemény z6ldbogyos, kesernyés, savanyu levii
vad gyiimolcsok lehettek (Zanathy, 2004).

Az észak-amerikai sz6lofajtak, amelyek az eurazsiai és 4zsiai tarsaikkal egytitt
az Euvitis alnemzetségbdl alakultak ki, a foldrajzi elkiiloniilés miatt eltéré modon
fejlodtek. A szdlofajok mintegy Ya-ének van kisebb vagy nagyobb termesztési
jelentésége. Kiemelkednek ezek koziil:

> a Vitis labrusca, melyet Eszak-Amerika keleti részén kiterjedten
termesztenek. Ez a faj hasonlit a legjobban a Vitis viniferara, a legtobb
régi direkttermd fajta egyik sziildpartnere,

» a szintén észak—amerikai Vitis riparia, a Vitis rupestris, a Vitis
berlandieri, jelentGs szerepet jatszottak a filxoéranak ellenalld alanyok
eloallitasaban,

» a Eurazsiabol szarmazo Vitis amurensis, mely nagyfoku fagytiiréssel
rendelkezik,

» a Vitis vinifera, melynek ma kozel 15000 fajtaja ismert. A fontosabb
Vitis fajok tulajdonsagait a 2. tablazat foglalja dssze.

A filoxéraval egyiitt timadd, szintén Amerikabdl ,,behurcolt” gombabetegségek, a
peronoszpora és lisztharmat elleni védekezés hivta életre a nemesitést, amely soran a
direkttermo €s az eurdpai Vitis vinifera fajtak keresztezésébodl hoztak 1étre 1) fajtakat. A
cél a mindségi borszold eldallitdsa volt, mindezt Gigy, hogy a betegségekkel szembeni

ellenall6d képesség megmaradjon.
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2. tablazat: A legfontosabb Vitis fajok tulajdonsagai (Bényei et al. 1999).

A sz0l6faj neve Noveke- Firt- |  Bogyo | Ellenéalloképesség Gyokere- Termesztési jelentdsége

- elely NagYSég ------ -

Kozepes Kellemes Kb.30 fajtajat termesztik az USA
vagy nagy pézsma- délkeleti allamaiban

w
o
T

Csak hibridjeit termesztik: pl.
Norton, Herbemont, Jacquez,
Delaware
A legelterjedtebb alanyfajtak
egyik sziilgje.
Elsésorban alanyhibridek
eloallitasara.

Edes Kivalo Rossz

eloallitasar, a

Sok természetes fajhibridje van,
és az alanysz616 nemesitésben is
felhasznaljak.

Kozepes Erés roka- Rossz Az USA-ban sok fajtajat
vagy nagy Zamat termesztik: pl. Concord, Izabella,
Canada, Early.

sziilloje. Mintegy 60 fajtaja ismert.
Kivalo Nagyon jo A V. berlandieri és a V. riparia
mellett a harmadik észak-
amerikai sz616faj, filoxéra
megallitisaban kiemelkedo.
Fagytiirése kiemelked6

j! - Kozepes - Vadon né Eurépa szamos vidékén.
Valtozatos | Fehér, Aromas, - Gyenge Gyenge g Fajtiit 5 kontinensen termesztik

[
(=]

Kicsi

Vitis vinifera Valtozatos
(bor-, csemege-, és

mazsolaszoloként.
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2.2 A lisztharmat (Erysiphe necator Schwein.) biolégiaja

A betegséget eloszor 1847-ben Anglidban figyelték meg, majd hamarosan egész
Europaban elterjedt. A betegség tiinetei a sz0616 valamennyi zold részén megfigyelhetéek. A

gomba ¢letciklusat a 2. dbra szemlélteti.

A helyenkénti fertdzézek szama megnd
a hajtazokon

\ A
e gombafonalak

A gombak a gy pikkelyak
alatt attelelnek .-""..-_-___--‘*"

A fertdzitt wesszok a kiilsd

virbses-bama elsdinezidast feliilati

mutatnak a myugalmi felzzinen
fajladnek ki

Fertdzitt fiirt,

sérves boguik /‘4 ¥ i [ ] !F‘
Aozporak megfertdzik a fiatal
- ' - ,',.

Tawaszal a leveleken,
fehér, finom lisztes

. bewonat képzidik

1]

=2813 lewelehet

htazodlages fertdzés alakul ki a fiatal
leveleken, szarakon és bogydken

2. abra: A lisztharmat (Erysiphe necator Schwein.) életciklusa. Az abrat R Sticht. készitette Pearson
¢s Goheen munkaja alapjan (Compendium of Grape Diseases, 1988, American Phytopathological
Society, St. Paul, MN. USA.).

A korokozo ivaros alakja a kleisztotécium ¢€s ivartalan tenyészteste a hifaszovedékbdl allo
micélium, életképesen atvészeli a leghidegebb telet is. A gomba bérhol be tud hatolni a z6ld
novényi részekbe, enzimjeivel feloldja a kutikulat és a belsé szovetekben akadalytalanul
novekszik. A fert6zés a riigypikkelyek alatt attelelt gombafonalakbdl indul ki. Tavasszal a
riigyekben attelel6 gomba fonal a hifa szinte egyiitt fejlodik a levéllel és a hajtassal. A primer
fert6zddésti hajtasok levelein feliileti hifak haldjan nagy szamban konidiumok képzddnek és
azok a szO6l6 valamennyi zold novényi részét, igy a viragot is fertdzhetik. A leveleken
kezdetben kevésbé feltlind sargaszold foltok jelennek meg, majd a gomba fejlédésének
eldrehaladtaval finom lisztes bevonat valik lathatova. Az enyhébb fertdzéskor a bogyok
feliilete halézatosan pardsodott rajzolatot mutat. Erds fert6zés esetén a levelek vilagoszold
szinlivé valnak, majd megsargulnak, végiil elhalnak. A fert6zott virdgok nem kotddnek,

lehullanak, ezért ez a legnagyobb gazdasagi kart okozo tlinet sok esetben rejtve marad.
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Amennyiben a lisztharmatfertézés nem pusztitotta el a viragokat, a korokoz6 a fejlodoé zold
bogyodkat fertézi. A gomba nem jut be a bogyd belsejébe csak a feliileten telepszik meg, €s
tapadokorongok szivjdk ki a tdpanyagot. A mar kotddott bogyok fertdzodésiik esetén is
tovabb fejlodnek. A bogyon és a fiirtkocsanyon sziirkésfehér, koszosnak, porosnak latszo,
lisztharmatos bevonat, gombatelep van, a borszovet elparasodik, nem novekszik megfeleléen,
¢s a bogyo héja felreped, sérves lesz (Bauer, 1966). A sérves bogyon kilatszanak a magok, de
a bogy6 hisa nem barnul meg, z61d marad.

A levél szinén jelennek meg az elsé tlinetek, halvany sargaszold elszinezddés
formdjaban. Késébb finom, sziirkésfehér bevonatot latunk, ez a gombafonalak, vagyis a hifak
tomege a micélium, ¢és azon fejlddé konidiumtartok, konidiumok (3. abra). Késébb, nyar
végén, a bevonaton apré pontok jelennek meg. A fertézott levél asszimilacidja csokken,
megszarad, és korai levélhullas fokozza a kart.

A 25-30 °C-o0s levegs hémérséklet és az 50%-os relativ paratartalom az optimalis a
lisztharmat—gomba fejlddésének. A hosszantartd es6k lemoshatjak a levelek feliiletérdl a
gomba rarakodast. Az eldzd évi fertdzés tiinete az egyéves vesszon is jol felismerhetd
(Véghelyi, 2000). A gomba minden sz6l6termeszté korzetben megtalalhatd. A kartétel
nagysagat elsGsorban a fert6zés kezdetének idOpontja, valamint az iddjarasi tényezok

egylittesen befolyasoljak. Az egyik legbiztosabb védekezési mod a lisztharmat—tolerdns fajtak

telepitése.

3. abra: Lisztharmat fert6zési tiinetek sz616n A — B (Fiizi, 2003) és C (Kozma Pal felvétele, 2005).

15



2.3 A peronoszpora (Plasmopara viticola Berk. et Curtis ex de Bary Berl.
et de Toni) biolégiaja

A peronoszpoéra (Plasmopara viticola Berk. et Curtis ex de Bary Berl. et de Toni) az
Oomycetes osztalyaba azon beliil a Peronosporales rend Peronosporaceae csaladjaba, a nem
valodi gombakhoz tartozik. Egyike a legjelentdsebb szdlobetegséget okozd gombafajnak,
mely az 1870-es években keriilt be Eszak-Amerikabol Europaba. Magyarorszagon 1880-ban
kezdett elterjedni (Turcsanyi, 1998). A peronoszpdra obligat parazita, mely taptalajon nem
tenyészthetd. A betegség onmagaban véve akkora terméskiesést képes okozni, mint a tobbi
kartevd egyiittesen. Az ellene vald rendszeres védekezés nélkiilozhetetlen, hiszen e nélkiil
nem biztonsagos, gazdasagos a szOltermesztés. A kerti sz616 (V. vinifera) fogékony a
peronoszporara, az amerikai és azsiai direkttermd fajok azonban kevésbé (2 tablazat).

Az elsddleges fertdzést az el6z6 évrdl attelelt spordk inditjak el. A csirazashoz allando
hémérséklet (napi 12°C feletti atlag) és csapadék (legaldbb 10 mm) sziikséges. A masodlagos,
vagyis a folyamatos fertdzéshez mar 4 mm csapadék, sét a bdséges harmatképzddés is
elegendd. A peronoszpora tiinetei koziil a legszembetiin6bb az olajfolt megjelenése a levélen.
Ennek tovéabbterjedése az iddjarasi viszonyoktdl fiigg. A csirdzéds és az olajfolt megjelenése
kozott azonban ugynevezett lappangasi id6 telik el. Ennek hossza szintén az iddjaras
fliggvénye. Ha az id6jarasi viszonyok nem kedveznek a peronoszporanak, akkor nem tud
tovabbfejlddni. Az olajfolt kiszarad és nem képes a kdvetkezd fejlodési szakaszba 1épni (Folk,
1993).

A korokozo biotrof, tehat csak az €16 szervezetbdl képes taplalkozni, csiratomlét hajt, a
novényeket a sztomakon 4t fertdzi meg, majd a sejtkdzotti jaratokban terjed, a sejtekbe
hausztoriumot bocsat. A hausztorium a gombak tdpanyagfelvételre szakosodott, a
gazdandvény sejtjébe benyuld szerve.

A lehullott leveleken oosporakkal telel at. Megfeleld hémérséklet és csapadék esetén
kicsirazik, makrosporangium képzddik, amelybdl kialakulnak a zoosporak, majd kirajzanak és
a légzonyiladsokon keresztiil fertézik meg a leveleket, a viragokat, a fiirtot €s a hajtadsokat is
megtamadja (Gobbin et al. 2005).

Az ivartalan szaporodasi ciklus kedvezd koriilmények kozott nagyon gyors, akar 4 nap is

lehet (Vercesi et al. 1999). A peronoszpoéra képes ivaros uton is sporakat képezni (4. abra).
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A PERONOSZPORA (Plasmopam viticola) ELETCIKLUSA

Olajfoltok a
levélen

Meleg, csapadékos
| éiszakak

Fehér bevonat a
levelek fonakan

ELSODLEGES
FERTOZES

MASODLAGOS
FERTOZES

\ 10 °C-o0s hémérsékiet

.

2 Fertdzott

10 mm csapadék | levelek és
- fiirtok

Ovacowdpy o wal iter

(Magarey et al. 1994)

4. abra: A peronoszpora életciklusa (Magarey et al. 1994).

5. abra: Peronoszporafert6zés sz6l6levélen (Kozma Pal felvétele, 2005).
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2.4 Az Euvitis és a Muscadinia nemzetség fajainak ellenalloképessége

lisztharmattal és peronoszpéraval szemben

Az Euvitis nemzetségbe tartozo V. vinifera faj legtobb fajtaja fogékony a lisztharmattal
¢s peronoszporaval szemben. Kiilonbségek taldlhatok azonban a fogékonysag tekintetében.

Az észak-amerikai kontinens gazdag azokban a Vitis fajokban, melyek nagy ellenalld
képeséggel rendelkeznek a lisztharmattal, peronoszoporaval és a filoxéraval (Dactulospharia
vitifoliae  Fitch.) szemben. Szamos faj hasznalhaté rezisztenciaforrasként, mivel
alkalmazkodtak a sz616t karositd korokozokhoz és kartevokhoz. A legfontosabb Vitis fajok
listajat, illetve a termesztési jelentdségiiket a 2. tablazat tartalmazza.

A V. riparia, a V. rupestris, V. berlandieri és a V. cineres nagyfoku
ellenalloképességgel rendelkeznek a filoxéra-, a lisztharmat- és a peronoszporafert6zéssel
szemben.

A jelenleg ismert, megkozelitleg 80 Vitis faj fele szarmazik az azsiai kontinensrdl. A
fajok koziil némelyek ellenalloak a fert6z6 betegségekkel szemben. A V. amurensis, mely
Kelet-Azsiabol, az Amur folyd volgyébdl, Mandzsuriabél szarmazik, ellenall a peronoszpora
¢s lisztharmat kérokozoknak (Korbuly, 2002).

A Muscadinia vagy Vitis rotundifolia, a V. munsoniana és a V. popenoii az Amerikai
Egyesiilt Allamok déli, szubtropusi és tropusi tajain ¢él, Delaware, Florida, Texas és Dél-
Georgia teriiletén (Small, 1913, Bouquet, 1980). Termesztési jelentdsége kizarolag a M.
rotundifolianak van. Kozel 200 éve (XVII. szazadtol) fogyasztjak gylimolesét és bort is
készitenek beldle (Bényei et al. 1999). Az M. rotundifolia a filoxéraval, lisztharmattal és
peronoszporaval szemben is ellendlloképességgel rendelkezik, ez adja legnagyobb értékét
(Olmo, 1986).

Az észak-amerikai kontinensrél, valamint Azsiabél szdrmazé fajok alkalmazkodtak a
valtozatos kornyezeti viszonyokhoz, €s az adott teriileten Oshonos, a sz6l6t karositod
korokozokhoz. gy kozilikk szdmos faj felhasznalhaté rezisztencia-forrasként (lisztharmat,

peronoszpoéra és filoxéra) a nemesitési programokban.
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2.4.1 Ellenallé fajtak nemesitése

A XIX. szazad masodik felében Eurdpa szoldiiltetvényein a filoxéra mellett megjelent a
peronoszpora és a lisztharmat, igy sziikségessé valt a rezisztens szolofajtak keresése és telepitése.
Azok a fajtak kertiltek veszélybe, melyek védtelenek voltak a korokozokkal (Erysiphe necator
Schwein. és Plasmopara viticola Berk. et Curtis) szemben. Gyakorlatilag ez az Eurépaban
termesztett dsszes szO616fajtat jelentette.

A lisztharmat megbetegedés leirdsa 1845-1878 kozé tehetd, amely egybeesik az elsd
tomeges megjelenéssel (Olmo, 1986; Alleweldt és Possingham, 1988).

A rezisztencianemesités is ebben a szdzadban kezdddott. A nemesitdk felfedezték
mind az azsiai, mind pedig az észak-amerikai kontinensen, azokat a Vitis fajokat, melyek
nagyfokt ellenalloképességgel rendelkeztek. A nemesitési programba valdé bevonasuk
torvényszeri volt.

A modern szdlétermesztés még mindig nagymértékben tdmaszkodik a kémiai
gombaosldszerekre a betegség folyamatos kontrollja miatt, azonban a védekezés e formaja
igen koltséges ¢és kornyezetkarositd. A vegetacié soran tObbszor alkalmazott permetezések
miatt a korokozok egyes torzsei ellenallova valtak a fungicidekre (Erickson és Wilcox, 1997).
Ezek a problémak vezettek ahhoz, hogy olyan sz6ldfajtakat nemesitsenek, melyek fokozottan
ellenallnak a lisztharmat és — peronoszpora fertézésnek, valamint olyan kutatasok alapjaul
szolgalnak, melyekben a rezisztencia gének a mindségi sz016fajtakba beépithetdve valnak.

A Muscadinia alnemzetségbe tartozo M. rotundifolia elényds genetikai anyaganak
atvitele a V. vinifera fajba mar a XIX. szazadban megkezd6dott, azonban a kezdeti
probalkozasok nem vezettek sikerre az Fi populacid sterilitdsa miatt (Wylie, 1871, Detjen,
1919). Az attorés 1968-ban kovetkezett be, Olmo és Jelenkovic munkaja eredményeképpen
(Jelenkovic és Olmo, 1968). A nemesitési €s a kutatdmunkéat Bouquet vitte tovabb, akinek
1974-ben inditott nemesitési programja tobb visszakeresztezett BC4 és BCs nemzedéket
eredményezett (Bouquet, 1980, Pauquet et al. 2001), koztiik a VRH 3082-1-42-t, amely az
ebben a dolgozatban elemzett két hibridcsalad rezisztens sziilgje is volt (9. abra).

A V. riparia, a V. rupestris és a V. berlandieri a filoxéra fertézés megallitasaban
kiemelkedé szerepet jatszott az eurdpai kontinensen. A kivaldo genetikai anyaguk
felhasznalasaval filoxéranak ellenallo alanyok eléallitasat tett€k lehetévé. A V. cinerea és a V.

monticola-t is felhasznaltak az ellenallo alanyfajtak kialakitasaban, azonban jelent6ségiik
kisebb volt (Galet, 1988).
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A lisztharmat és peronoszpora rezisztencia-nemesitésben a V. riparia, a V. rupestris, a
V. berlandieri, V. labrusca, V. cinerea, V. lincecumii, a V. aestivalis fajokat keresztezték
egymas kozott, valamint V. vinifera fajtakkal.

A V. amurensis is nagyon értékes rezisztenciagén-forras. Nagyfoku fagyallosaga miatt
vontdk be a nemesitésbe, hiszen birja a —40°C-ot is. A nemesitési munkak soran azonban
kideriilt, hogy fagyallosaga mellett peronoszpodra és lisztharmat rezisztenciaval is rendelkezik
(Koleda, 1974; Korbuly, 1999).

Az 1960-as évekig nem azonositottak a V. vinifera eredetii gombabetegségekkel fajtakat,
igy nemesit6i torekvés volt, hogy fajok kozotti, interspecifikus hibridekben egyesitsék a
sz6l6fajok kedvezd tulajdonsagait, vagyis a V. vinifera joO mindségét a vad Vitis fajok
gombabetegségekkel szembeni rezisztenciajaval.

Az elsé ilyen irdnyu keresztezések eredményei a direkttermo fajtdk. Ez az elnevezés arra
utal, hogy az ilyen sz6l6alany oltas nélkiil, tehat kozvetleniil telepithetd. A korabeli amerikai
nemesitok a XIX. szdzad elején amerikai sz6l6fajokat hasznaltak fel. A Herbemont
alapvetden a V. aestivalis termesztésbe vont fajtaja. A Concord és az Izabella a V. labrusca
fajhoz sorolhat6 (Gadoury et al. 2001). A Jacquez a V. aestivalis, a V. cinerea és a V. vinifera
keresztezésébol vezethetd le. A Taylor a V. riparia, V. labrusca és V. monticola hibridje, a
Noah sz6l6fajta, pedig a Taylor magonca. A Clinton V. riparia és V. labrusca hibrid, az
Othello pedig a Clinton és egy V. vinifera, a Trollingi keresztezésébdl szarmazik. A Piros
Delaware a V. labrusca, a V. aestivalis és a V. vinifera természetes hibridje, a Fehér Delaware
ennek magonca (Csepregi ¢és Zilai, 1988). A direkttermdk esetében az ellenalloképesség €s a
mindség negativ korreldcidban all egymadssal. Ennek ellenére a korabeli gyiijték erds
novekedésiik és tetszetés lombozatuk miatt szamos direkttermdét hoztak be Eurdpaba. E
széllitmanyokkal érkezhetett a lisztharmat, a filoxéra €s a peronoszpodra a kontinensre.

A XIX. szazad utols6 harmadaig a magyar borvidékek tulnyomo részén kartevoknek a
méheket és darazsakat, valamint a madarakat, elsdsorban a seregélyeket tartottak. A mindezek
altal okozott karok eltdrpiilnek azonban a XIX. szdzad végén elterjedt két veszedelmes
szOlobetegseg €s a filoxéra hatasaval szemben.

Leo Laliman francia sz6l6birtokos Touratte-ban, Bordeaux mellett olyan iiltetvényt hozott
létre, mely a nagy eurdpai és amerikai szOlofajtakat egyarant tartalmazta. Az & nevéhez
flizédik a filoxera behurcolasa az eurdpai kontinensre.

Ezt kdvetden 6 volt az, aki eldszor hivta fel a sz61dmiiveldk figyelmét arra a koriilményre,

hogy a filoxéra az amerikai széloket nem képes ugy megtdmadni, mint az eurdpai fajtakat.
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Megfigyelte, hogy amikor a filoxéra az eurdpai sz6l6ket kipusztitotta, az amerikai fajtak még
¢letképesek voltak, és termést hoztak (Schaeffer, 1969).

1869-ban a francia mezdgazdak altal Beaune-ban tartott értekezleten Laliman
bejelentette ezt a felismerését, azonban mindezt nagy kozony fogadta. 1873-ban a Hérault
Département gazdasagi egyesiilete a francia kormany tamogatasaval Jules-Emile Planchon
tanart Amerikaba kiildte, hogy tanulmanyozza az amerikai sz6lok -ellenalloképességét.
Laliman korabbi kijelentése igaznak bizonyult, melyet hazatérve Planchon is igazolt.
Planchon megfigyeléseit Charles Valentine Riley amerikai rovarszakért is megerGsitette
(Smith, 2005). Ennek hatasara a montpellieri gazdasagi tanintézetben az amerikai szO6l6k
szaporitasara és tanulmanyozasara 4 hektar nagysagu telepet rendeztek be. Ez a telep volt a
bazisa a francia sz6l6termeldk filoxéra ellen folytatott kiizdelmének.

Az Eur6paban koriilbeliil 1500 fajtaban, illetve valtozatban miivelt sz616 mind egyetlen fajhoz
a V. vinifera-hoz tartozik, addig Amerikaban tobb, jellegzetes tiszta faj talalhato (2. tablazat).

A filoxérat Magyarorszagon 1875-ben észlelték elészor Pancsovan, majd koriilbeliil hlisz
¢év alatt végigpusztitotta az orszag torténelmi borvidékeit. Az 0sszes kotott talajra telepitett
sz818 elpusztult (3850 km?) (Anonymus, 2006). A peronoszpéra és a lisztharmat 1884-ben
1épett fel el6szor Magyarorszagon. 1891-ben olyan elemi erdvel tdmadta meg a szOloket, hogy
az évi termésnek tobb mint a fele elpusztult. Az 1890-es évek vége felé sziikségessé valt az
évi kétszeri permetezés.

Az eurdpai, foként francia sz6lészek, Oberlin, Couderc, Castel, Seibel, Baco, Malegue ¢és
Kithlmann, igen nagy szamban allitottak el6 az amerikai és eurazsiai fajtak komplex
hibridjeit, melyek a nemesité neve és kodszama alapjan valtak ismertté. A két vilaghabort
kozott a nemesitdmunka felgyorsult és tovabbi termdhibridek jottek 1étre. A legnagyobb
ismertséget a Seyve-Villard fajtak, az 5276 (Seyval blanc) a 12286, a 12375 (Villard blanc) és
a 18315 (Villard noir) érték el (Zanathy, 2004).

A behurcolt kartevokkel szembeni kiizdelemben a magyar tudosok is kivették a
résziiket. Teleki Zsigmond alanyfajtdi ma is elterjedtek a vildgon. A peronoszpora és a
(1880) (Istvanffi, 1908 és 1912).

Az ellenall6 fajtak koziil tobb is ismertté valt Magyarorszdgon, mint a Szézszoros, a
Baco, az Aurora, a Feri sz616, a Pannonhalmi kék, de a legismertebb ellenall6 fajta a Villard
blanc (Seyve-Villard 12375) lett. Az interspecifikus fajtak nemesitését Csizmadia, Bereznai
¢s Kozma kezdték el a Seyve-Villard hibridek felhasznalasaval. Ezek a szélofajtak a
kovetkezOk: a Bianca (Seyve-Villard 12375 x Bouvier), a Medina (Seyve-Villard 12286 x
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Kékmedoc), a Zalagyongye (Seyve-Villard 12375 x Csabagyongye) és a Lakhegyi mézes
(Seyve-Villard 12375 x Mézes fehér) (Zanathy, 2004).

Egerben nemesitették a Zalagyongyét (allamilag elismerés 1970-ben), Biancat (1982),
Medinat (1984), Nero (1993), valamint tovabbi fajtakat, az Aront, a Suzyt, a Ritat (Gocseji
zamatos), a Lakhegyi mézest, a Vértes csillagat, a Viktort (EB 10) és az Alettat (ECS 18). Az
egri nemesités eredményeire tdmaszkodva Szegedi és munkatarasai tovabbi interspecifikus
keresztezéseket végeztek Kecskemét, Katonatelepen. Kecskeméten (SZBKI) nemesitett
allamilag elismert fajtdk a Poloskei muskotaly (1979) és a Teréz (1995). A Kertészeti
Egyetemen eldallitott sz6lofajtak a Viktoria gyongye (1995), a Duna gyongye (1995), a
Csillam (1997), a Palatina (1996) (Hajdu, 2003). Néhany termesztett sz616fajta (V. vinifera és
interspecifikus eredetil) lisztharmattal szembeni érzékenységét a 2. tablazat tartalmazza.

A fajok kozotti keresztezésbdl szarmazd hibridek elvileg egyenértékiick a V. vinifera
fajtakkal, melyr6l az O.LV. XVI. Kongresszusan, Stuttgartban sziiletett hatarozat. Azota
nevezziik altalanosan a fajhibrideket rezisztens fajtaknak. Mindezek ellenére mar az Europai
Unid 2003 el6tti borjoga is eldirta, hogy minéségi bor készitéséhez csak V. vinifera fajhoz
sorolhatd fajtak hasznalhatoak fel. Az EU 0j borpiaci rendtartasanak kialakitasa céljabol
fliggetlen tanulmanyt készitetett a fajhibridekrél. A vizsgalat a Villard blanc, a Seyval blanc, a
Bianca, a Zalagyongye, a Medina, a Regent, a Villard noir és a Couderc noir fajtakra terjedt
ki. Az Eurdpai Bizottsdg e tanulmany eredményeire tamaszkodva fenntartja a korabbi
korlatozasat, mely szerint a hibridek a V. vinifera fajtakénal rosszabb mindségii bort adnak
(Szilagyi, 2008).

A 3. tablazat tartalmazza a termesztett szO6lofajtak besoroldsat a lisztharmattal szembeni
fogékonysaguk szintjének megfelelden.
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Fogékony
Bacchus
Cabernet franc
Cabernet sauvignon
Chancellor
Chardonnay
Chasselas
Gamay
Gewurztraminer
Grenache
Himrod
Madeleine angevine
Madeleine Sylvaner
Malbec
Muller Thurgau
Pearl of Csaba
Petit Verdot
Rkatzeteli
Riesling
Sauvignon blanc
Schonburger
Siegerebe
Syrah
Viognier
Mézes fehér
Csabagyongye
Kékmedoc
Sarga muskotaly
Furmint
Koveérszolo
Harsleveli

Chelois
Chenin blanc
Concord
Foch
Pinot blanc
Pinot gris
Malbec
Merlot
Ortega
Pinot noir
Perlett
Sheridan
Vidal blanc
Weissburgunder

Kozepesen érzékeny ’ Kevéshé érzékeny

AuXerrois
Melon
Villard blanc
Szazszoros
Bianca
ZalagyOngye
Medina
Lakhegyi mézes
Poloskel muskotaly
Teréz
Viktoria gyonyge
Duna gyongye
Csillam
Palatina
Pannonhalmi kék

3. tablazat: A termesztett sz616fajtak besorolasa a lisztharmattal szembeni fogékonysaguk szintjének
megfelelden (www.agf.gov.bc.ca).
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1960-as évek elején a francia szoldiiltetvények tobb mint 30%-4an haszndltak rezisztens
fajtakat. Ezekben a fajtadkban az észak-amerikai Vitis fajokat (2n=38) hasznaltak
rezisztenciagén forrasként.

Az amerikaiakon kiviil azsiai fajokat is probaltak a keresztezéseknél felhasznalni. Ezek
fagytir6 képességiikkel emelkedtek ki, dnmagukban azonban rossz minéségli bort adtak.
Leghiresebb a V. amurensis volt, aminek a V. vinifera-val torténé keresztezésébdl jott 1étre
tobbek kozott az ismert Kunledny €s a Kunbarat fajta is.

A M. rotundifolia kiemelkedéen fontos nemesitési alapanyag, mivel nemcsak a
legfontosabb  gombabetegségekkel, hanem egyes baktériumokkal, filoxéraval ¢és
fonalférgekkel szemben is immunis, illetve nagyfoku rezisztencidval rendelkezik, melyek
dominansan, oligogénikusan (2-3 géntdl fiiggden) 6roklédnek. Mind a lisztharmat (Bouquet
1986), mind pedig a peronoszpoéra (Staudt ¢és Kassemeyer, 1995) elleni nemesitési
programokba bevontak (Kozma és Dula, 2003; Merdingolu et al. 2003).

Az PTE Sz0lészeti és Boraszati Intézete (Pécs) nemesitési programjaba a kiilonbdzd

forrasokbdl szarmazo gomba rezisztenciagének kombinalasaban uttoré munkat végzett.

2.5 Az immunitas, illetve a védekezési mechanizmusok az élévilagban

A védekezési mechanizmusok vizsgalatakor fel kell tennilink azt a kérdést, mely hogy
tulajdonképpen mi is az immunrendszer feladata. Erre a kérdésre a valaszt Frank MacFarlane
Burnet és Peter Medawar fogalmaztak meg, mely szerint az immunrendszer alapfunkcioja a
kiilonbségtétel a sajat és a nem sajat kozott. Munkajukat 1960-ban Nobel-dijjal jutalmaztak
(Petranyi és Gyddi, 2005).

Minden ¢€l6lény kiilonbozd talélési stratégiaval rendelkezik, melynek segitségével
védekezhet a kiilonbozd betegségekkel szemben. Ezekre a betegségekre csak akkor figyeliink
fel, mikor azok mar jarvanyméretiivé duzzadnak.

A mikrébak és a korokozok nagy tobbsége a ndvényi, az allati és az emberi szervezet
szamara teljesen dartalmatlan. Masik résziik a kiilonbozd ¢éldlényekre specializalodott
koérokoz6. Az €16 szervezetek aktivan védekeznek veliik szemben. A torzsfejlodés soran
eldszor a védekezési mechanizmus egy természetes vagy mas néven altalanos modja alakult
ki, mellyel mind az alacsonyabb, mind pedig a magasabb rendii él6lények rendelkeznek.

Mivel ennek kialakulasa joval korabbra tehetd, ez lehet a védekezés dsi formaja, mely joval



koradbban jelent meg az adaptiv immunvalasznal. Az adaptiv vélasz mintegy raépiil erre a
védekezési formara, felhasznalva annak elemeit.

A védekezés modja fligg az adott élolény fejlettségi szintjétdl, valamint a koérokozd
tipusatol is. A szaprofitonokkal szemben a természetes védekezés megfeleld védelmet nyujt,
hiszen ebben az esetben a ndvényeknél nem tapasztalunk semmilyen tiinetet, a fertdzést
kovetden. A novényi szervezet lekiizdi a korokozot ugy, hogy gyakorlatilag nem kapunk
informaciot magarol a fertézésrdl. A patogénekkel szemben az altalanos rezisztencia mar nem
nytjt kelld védelmet. Itt mar a védekezési rendszer egy fejlettebb formaja alakult ki. A
mikroorganizmusok ellen a magasabbrendi ¢él6lények egy elsédleges védOpajzzsal, a
borszovetiikkkel (novény—epidermisz; allat-hamszovet) védekeznek. A gombak okozta
megbetegedésekkor mar a hdmszovet altal biztositott védelem sem elegendd, hiszen még a
viaszos novényi epidermiszt is képesek egyes gombafajok sikeresen attérni (Szatmari és
Klement, 2003).

A XX. szazad kezdetén az immunologusok egyértelmiien azt a nézetet képviselték,
hogy a ndvények nem rendelkeznek a gerincesekhez hasonld immunvédekezd
mechanizmusokkal. Ahhoz, hogy ezt igazolni vagy cafolni tudjuk, szamba kell venniink a
novényi és az allati védekezés kiilonbozo formait €s esetleges kapcsolatukat.

Mind a ndvényi mind pedig az allati védekezési rendszerre jellemzd, hogy képes a
sajatot az idegentdl megkiilonboztetni, majd ezt kdvetden az adott kdrokozdt hatéstalanitani.
Ha a felismerés elmarad, vagy csak késObb kovetkezik be, a fertdzés kialakul. A ndvények, az
allati immunrendszerhez hasonldan kétféle védekezési rendszerrel rendelkeznek: (1) altalanos
vagy nem-specifikus, valamint (2) a korokozora specifikus (hiperszenzitiv) rezisztenciaval
(HR) (Klement et al. 2003). A novényi—¢s az allati nem—specifikus védekezés hasonlosagait

és kiilonbségeit a 6. dbra mutatja.
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Nem-specifikus védekezési rendszerek

Allatok Novények
Természetes (velesziiletett) immunrendszer Altaléanos (eredendd) immunrendszer
> Specidlis sejtek » Minden ndvényi sejt
»  Keringési (humoralis) tényez6k » Nincs keringési rendszer (nincsenek
v humoralis tényezék)

Kozos tulajdonsdagok

A sajattol idegen felismerése (patogén mintazatok)
Hasonlo jelatviteli utak

Azonnali valasz

Peroxidazok, reaktiv oxigéngyokok
Immobilizacio

YVYVYVY

6. abra: Az allati és novényi védekezés kozos és eltérd tulajdonsagai (Klement et al. 2003).

A ndvények nem rendelkeznek humoralis immunitassal, minden sejt lokalisan maga
védekezik, legyen szd altalanos vagy specifikus védekezésrdl. Az allati szervezetben a
védekezésre specializalodott sejtek (makrofagok, limfocitdk, granulocitak és az 616sejtek) a
kiilonboz6 szervekben-szovetekben (csontveld, csecsemOmirigy, és nyirokcsomd) alakulnak
ki, majd a vér és a nyirokrendszer segitségével jutnak el a fertézés helyére (Klement et al.
2003).

Az altalanos vagy természetes védekezés mind a ndvényi—mind az éllati sejtekben
szinte lathatatlanul zajlik le, azonban a védekezés menete sok hasonlosdgot mutat. Ahhoz,
hogy a fizikai—¢s kémiai védekez6 mechanizmus aktivalodjon, a tamadd patogéneket a
sejteknek fel kell ismerniiik. A korokozok felszinén ugynevezett nem specifikus feliileti
elemek taldlhatéak. Szamos feliileti molekulét irtak le, azonban az egyik legismertebb az
LPS-fehérje komplex (lipopoliszacharid), mely a baktérium sejtfalat alkotja. A kutatdsok
eredmeényei sokaig csak az LPS-re korlatozodtak, mint az egyetlen olyan elicitor molekulara,
mely mind a harom szervezetben (ndvény-Arabidopsis, rovar—Drosophila és emlés)
megfeleld jelet szolgaltat az idegen szervezet felismerésére. A baktériumcsillo monomerje, a
flagellin jelenlétét és homologidjat mind az emlds, mind a rovarkutatasban igazoltdk. A
novénybiologusok érdeklédését azonban akkor keltette fel, amikor bebizonyosodott, hogy a
flagellin, védekezésre utald valaszt valt ki az Arabidopsisban (Felix et al. 1999). A flagellin
(FLS2) és az LPS idedlis elicitornak bizonyultak, és képesek mindhdrom szervezet védekezési

mechanizmusénak beinditasara. A sejtek, mint idegen anyagot, a felszini receptoraik
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segitségével felismerik. A mikroorganizmusok feliiletén megtalalhato elicitorok k6zos néven
a PAMP-k (Pathogen Associated Molecular Patterns).

A korokozok a rajuk jellemzO molekularis mintazattal rendelkeznek, melyeket a
novényi—¢€s az allati sejtek membranjan megtaldlhatd receptorok felismernek (PRR-Pattern
Recognition Receptors). A kutatisok kezdeti szakaszaban a Drosophila melanogaster
jelfelismer6 rendszerét vizsgaltak, mely soran azonositottak a receptort kodold Toll-gént. A
vizsgalatokat mindharom szervezetre kiterjesztették, majd igazoltak, hogy a TLR (Toll-like
receptors) receptorok homologjai valamennyi soksejtli szervezetben megtalalhatoak (Aderem
¢s Ultevitch, 2000). A TLR receptorok két alegységbdl tevodnek ossze. Az LRR (Leucine
Rich Repeat), a leucinban gazdag ismétlddések a sejtek felszinén talalhatoak, mig az
intracellularis rész kiilonb6z6 kinazokbol tevédik 6ssze (Rehli, 2002; Jones et al. 2006; Bent
¢s Mackey, 2007). A sejtek felszinén taldlhatd receptorok az idegen mikroorganizmus
jelenlétérdl lizenetet kiildenek a sejtmag felé. A sejten beliili jelatvitel a mitogén aktivalt
protein kindzok (MAPK) kaszkdd rendszerén keresztiil megy végbe. A kaszkdd egymast
foszforilald kinazokbol all, melyek receptor jelzésre aktivalodnak (Chang et al. 2001). A
folyamatot a 7/A. abra szemlélteti.

Az MAPK kaszkadok, valamint az altaluk szabalyozott jelatviteli utvonalak
evoluciosan konzervalodott modulok. Koézvetlen kapcsolatot hoznak Iétre az elicitorok
valamint a cél gének kozott. A ndvénybioldgiai kutatdsok tobb ndvényfajra terjedtek ki, a
Nicotiana tabacum valamint az Arabidopsis thaliana esetében sikeriilt a teljes MAPK
kaszkad jelatviteli utjdnak a leirasa. A teljes Utvonal feltérképezése a rovarok koziil a
Drosophilaban tortént meg (Asai, 2002). A 7/B. abra szemlélteti a jelatviteli utak kozotti

hasonldsagot a harom szervezet kozott (ndvény, rovar és emlos).
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Elicitor (Flagellin, LPS) Anbidopyy;  Enie Progopnia
LRR receptor LRR receptor LRR receptor

\ 4

Receptor /Szenzor

A 4

MAPKKK

v

MAPKK

v

MAP
v
Cél gének (represszié vagy

aktivacio)

7/A. abra: Az MAPK kaszkad jelatviteli diagramja (Tena et al. 2001)
7/B. abra: Erzékelés és jelatvitel modellje Arabidopsis, emlds és Drosophila velesziiletett
immunrendszerében (Asai, 2002 nyoman)

Az altalanos vagy mas néven nem-specifikus immunreakciok mellett létezik a
specifikus, csak egyetlen vagy néhany patogéntorzzsel szemben hato ellendlloképesség és a
szisztematikusan érvényesiilé szerzett rezisztencia is (Kiraly et al. 1997). A szervezetek
kozott azonban tobb k6zos vonast fedezhetlink fel, de specifikus védekezési utvonalak mar
jelentdsen eltérnek egymastol.

A ndvényi szervezetek specifikus védekezési mechanizmusa a hiperszenzitiv
rezisztencia (HR), mig a gerincesek adaptiv immunvalasszal védekeznek bizonyos
korokozokkal szemben.

A novények hiperszenzitiv valaszat (HR) a fertézés helyén bekdvetkezd gyors,
lokalizalt sejthalal jellemzi (nekrozis). Ezéltal a korokozo szaporodasa akadalyozottd valik. A
jelenséget a pazsitfiivek rozsdabetegségének tanulmanyozésa soran eldszor H.M. Ward irta le
1902-ben (Ward, 1902). A reakcié sajatossaga, hogy rasszspecifikus, tehat bizonyos fajtak
rezisztenciajat jelenti, bizonyos patogén rasszokkal szemben. A rezisztencia abban az esetben
valosul meg, ha a fajta rendelkezik az adott rasszra specifikus R rezisztencia génnel, valamint
az adott gén kapcsolatba keriil a korokozd Avr (avirulencia) génjével. A folyamat soran tehat
a novény ¢és a korokozd géntermékei Iépnek egymassal kapcsolatba. A jelenséget 1971-ben

Flor ,,gene for gene hypothesis”-ként jellemezte (Flor, 1971; Yu et al. 1998).
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A 8. dbra foglalja 6ssze a novényi immunrendszer védekezé mechanizmusat, valamint
a hiperszenzitiv valasz és az altalanos rezisztencia kiiszobértékéhez sziikséges védelem

nagysagat, a négy fazisbol allo ,,cipzar modell” segitségével (Jones et al. 2006).

MAGAS PTI ETS ETI ETS ETI
HR-hez sziikséges
A A A Kiiszohérték
3 Pathogen
e effectors
g
z
Avr-R
| @
g -89
e R R et (Ml ST
Az altalanos rezisztencia
Kiiszohériéke
& :
ALACSONY . o PAMP-K; a patogének
¢ ‘é\ Q feliiletén 1év receptorok
4

8. abra: A névényi immunrendszer négy-fazisos ,,cipzar modellje”
(Jones et al. 2006)

Az els6 és a masodik fazisban a patogén vagy korokozéd feliiletén 1évé PAMP /
MAMP-k, valamint a ndvényi sejtek feliiletén 1€vo elicitorok kapcsolatba 1épnek egymassal.
A minimalis kolonizaciot kdvetden (ETS), a ndvény immunrendszere legydzi a koérokozot.
Ezt patogén altal indukalt immunitasnak (PTI) nevezziik.

A harmadik fazisban a gazdandvények specifikus rezisztenciagénjeinek (R-gének)
termékei kapcsolatba lépnek a korokozok specifikus avirulencia-génjeinek (Avr-gének)
termékeivel. A ndvény rezisztenciagénjének terméke ismeri fel a patogén avirulencia
génjének termékét. Ekkor vagy kozvetleniil a fehérjetermékhez, vagy egy enzim altal
katalizalt reakcioban létrejovo termékhez kapcsolddik. Amint a felismerés megtorténik, a
védekezesi folyamatok beindulnak. Ezt a legtobb esetben a hiperszenzitiv reakcié (HR) jelzi.
A folyamat eredményeképpen a fertdzés nem képes tovabb terjedni (ETI). A hiperszenzitiv
reakcid tehat a rezisztens novény—korokozo kapcsolatot, azonban természetes koriilmények
kozott a folyamat szabad szemmel nem lathatd, mivel csak a betolakodoval kozvetleniil

érintkezd sejtek valaszolnak HR-rel, és ezek szama igen kevés.
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A negyedik fazisban olyan 0j patogén effektorok jelennek meg (kék szinnel jeldlve a
8. abran), melyekre a novény a harmadik fazisban emlitett modon, kézvetleniil hiperszenzitiv
reakcidval valaszol.

A gerincesek esetében a specifikus immunvalaszt az antigént felismeréd T- és B—
limfocitak biztositjak. A limfocitdk génjei a védekezd reakcido soran képesek szomatikus
atrendezddésre, melynek segitségével végtelen szdmu koérokozo felismerése valik lehetové az
allati szervezet szamara.

A ndvényi R-gének specifikussaga a limfocitdk sokféleségére emlékeztet. A
rezisztencia gének gyakran klaszterekben, egymashoz kozel helyezkednek el. Ezaltal
lehetéség nyilik a hasonld gének kozotti rekombinaciora, 1) 6roklédo variacidk, 0 tipusa
rezisztencia létrejottének kialakulasara (Boller és Keen, 1999). A novények nem rendelkeznek
memoriasejtekkel, azonban egy 1j korokozo megjelenésekor valaszként 0j specifikus R gének
jonnek létre, melyek nemzedékrél nemzedékre 6roklédnek.
megdrzésével alkalmazkodtak, melyek a korokozoknak a magasabb rendii eukaridtdkban nem
talalhato konzervativ motivumait ismerik fel, és olyan jelatvivo molekuldk is konzervalodtak,
amelyek kolcsonhatdsa az immunvédekezés aktivalodasat eredményezi. Ez a magyarazata
annak, hogy az ¢lévilagban az evolucid soran meg6rzott, hasonld elemeket tartalmazo

védekez6 rendszereket talalhatunk.

2.6 A markerek csoportositasa

A novénynemesitésben a genetikai markerek alkalmazéasanak igénye €s lehetdsége mar
a XX. szazad elején felmeriilt. Sax 1923-ban a bab maghéj szinének 6roklédése alapjan
termésméretre szelektalt, Chase (1952) spontan haploidok kivalogatdsara antocian marker
gént hasznalt (Kiss, 2005).

A genetikai marker a felismerhetd fenotipust, vagy tulajdonsagot meghatarozé gén. A
markerek koziil a morfologiai és biokémiai markerek tartoznak ide. A molekularis
markereken ma DNS markereket, szekvencia-variaciokat értiink, amelyeket a legtobb esetben
PCR-technikaval mutatunk ki.

A ndvényi szervek, magok egyes morfoldgiai bélyegei kozvetleniil alkalmazhatok genetikai

markerként.
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A morfologiai bélyegek sziilok ¢és az utdédok megkiilonboztetésére alkalmas
fenotipusos kiilonbségek, amelyek a kédolo szakaszokban 1étezé allélvariacio, polimorfizmus
eredményei. A biokémiai markerek szintén az eltéré allélok megnyilvanulasai,
azonositasukhoz azonban analitikai mddszerek sziikségesek. Mind a morfoldgiai, mind a
biokémiai markerekre érvényes, hogy a szamuk korlatozott, a kornyezeti hatasokra

érzékenyek és expresszidjuk a fejlodési stadiumtol fiigg (Kiss, 2005).

Tanksley (1983) molekularis markereknek nevezte el azokat a biokémiai markereket,
amelyekkel fehérje vagy DNS-szinten lehet a polimorfizmust kimutatni. A DNS-szintii
markerek alkalmazéasat a Southern blot technika (Southern, 1975), az ezen alapul6 RFLP

modszer, majd a polimeraz lancreakcié felfedezése tette lehetévé (Mullis és Faloona, 1987).

Az idealis DNS-markerek jellemzdi:

nagyfokl polimorfizmus,
kodominans 6roklédés,

>
>
> gyakori el6fordulds a genomban, konnyii €s gyors detektalhatosag,
> reprodukalhatdsag,

>

az adatok kdnnyli megosztasa a laboratoriumok kozott.

A molekuldris markerek a genom meghatarozott helyén, vagy helyein (lokusz)
talalhatok. A wvelilk kapcsolt gén jelenlétének kimutatdsara, vagy adott tulajdonsag
oroklodésének nyomon kovetésére hasznalhatok. Specifikus DNS szakaszok, melyek
azonosithatéak a genomban. A morfologiai és biokémiai markerekkel szemben eldnyiik,
hogy fliggetlenek a kornyezeti hatdsoktol, szamuk elméletileg korlatlan, és mivel magéra a
DNS molekulara épiilnek, a variabilitas objektiv meghatarozasat teszik lehetéve (Kiss, 1999).

A sz6l6 genom biodiverzitdsanak feltérképezésére eldszor biokémiai markereket
alkalmaztak, amelyet az 1990-es években mar DNS polimorfizmus detektalasan alapuld
RFLP elemzések kovettek. Jelentds eldrelépést jelentett mind az izoenzim analizis (Weeden et
al. 1989; Subden et al. 1987), mind az RFLP markerek felhasznalasa (Beckmann és Soller,
1986; Bowers et al. 1996). Az emlitett molekularis markereknek szamos hatranyos
tulajdonsaga volt. Az izoenzimek vizsgélata kizarolag az oldhato fehérjékre korlatozodik, mig
az RFLP meglehetésen munka- és iddigényes (Roy et al. 1992). A PCR (Polymerase Chain
Reaction) technika kifejlesztése (Mullis és Faloona, 1987; Saiki et al. 1988) a DNS szinti
polimorfizmusok kimutatasdban oOridsi elérelépést jelentett. A ndvényi genom kiillonbdzo

részeinek felszaporitasat biztosit6 PCR primerek alkalmazasdval RAPD (Welsh ¢és
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McClelland, 1990, Williams et al. 1990) és mikroszatellit (Weber és May, 1989; Condit és
Hubell, 1991; Thomas és Scott, 1993) moddszerekkel végeztek genotipizalast a
ndvényvilagban fajtaazonositas, eredet — szdrmazas és homogenitas vizsgalat céljabol. Az
alap PCR technikdk mellett olyan tovabbfejlesztett PCR alapt polimorfizmus vizsgélati
technikakat (Nagy, 1999) is bevezettek a genomanalizisbe, mint az AFLP (Vos et al. 1995,
Sensi et al. 1996), a CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), mellyel a
monomorf mintazat polimorffa teheté (Konieczny et al. 1994), vagy mint a SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), amely segitségével kodominans markereket lehet

eléallitani dominans RAPD markerekrdl (Paran és Michelmore, 1993).

2.6.1 Izoenzim vizsgalatok sz6loben

Mivel a morfologiai bélyegek nem bizonyultak elegendének a fajtdk biztos
elkiilonitésére, a kutatok az 1950-es évektdl kezdddden a fehérjékre mint a struktirgének
els6dleges termékeire kezdtek fokuszalni. A biokémiai markerek lehetnek a kiilonbozo
struktarfehérjék, tartalékfehérjék vagy egyes enzimek valtozatai, az izoenzimek.

Az izoenzim elnevezést Markert és Moller fogalmazta meg az azonos szubsztrat—

specifitasu enzimek kiilonb6z6 molekulaformaira 1959-ben (Markert és Moller, 1959).
Az izoenzim (biokémiai) markerek mendeli, kodominans oOroklédésmenetet kovetnek. A
modszer egyszerre nagy mennyis€gli minta vizsgalatat teszi lehetévé. Az izoenzimek egészen
fiatal novényi szovetekbdl izolalhatoak, ezaltal szelektalhatunk olyan tulajdonsagokra,
melyek morfolégiailag csak késébb jelennek meg. Eveld novények esetében ez jelentds
koltségmegtakaritast jelenthet (Bretting és Widrechner, 1995).

Hatranyuk, hogy a DNS markerekkel szemben szovet, illetve fejlodési allapot-
specifikusak. Poszt-transzkripcionalis modosulasuk a felhasznalhatosagukat —gyakran
korlatozza (Staub et al. 1996).

Az izoenzimek a szdl6fajtak jellemzésére és vizsgalatara is lehetoséget adnak. 1996-
ban Ros Barcel6 és munkatarsai tanulmanyoztak peronoszpora rezisztens (V. vinifera x V.
rupestris) x V. riparia hibridben, és a fogékony V. vinifera sziildben. Munkajuk soran
bebizonyosodott, hogy a rezisztens hibridben, mind a levél-mind pedig a hancsszdvetben
expresszalodott a peroxidaz enzim, mig a fogékony sziilobdl ez teljesen hidnyzott. A
kisérletek alapjan tehat a peroxiddz enzim izoenzimje a sz6l6 peronoszpdra rezisztencia

markereként alkalmazhato.
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Izoenzim  markereket a magyar kutatok is  alkalmaztak  sz6l6fajtak
megkiilonboztetésére a magyar kutatok. 2003-ban Herman Rita és munkatarsai izoenzimek
segitségével vizsgaltak a karpat-medencei sz6l6fajtakat (Herman et al. 2003). 2008-ban
Gyorffyné Jahnke Gizella és munkatarsai olyan savas foszfataz mintazatot azonositottak,
amely kizardlag a pontuszi fajtakra jellemz6 (Gyorffyné et al. 2008). Az elemzéseket
kiterjesztették a Magyarorszagon koztermesztésben 1évo fajtak jellemzésére és egymastol valo

megkiilonboztetésére is (Jahnke et al. 2009).

2.6.2 DNS markerek alkalmazasa a sz6lofajtak jellemzésére

2.6.2.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Az RFLP-t, a legels6 DNS markert 1980-ban irtak le (Botstein et al. 1980). A

modszer a DNS molekula restrikciés endonukledzzal torténd emésztésén és Southern—
hibridizacion alapul.
A ndvényi genom mérete megkozelitdleg 108 — 10* bp kozotti. A restrikcios enzimek, 4, 6 és
8 bp felismerd hellyel rendelkeznek. A restrikcids hasitasi helyek eloszlasaban a genomok
kozotti kiillonbségeknek, valamint a mutacidknak (inszercio, delécio, pontmutacid, baziscsere)
a szerepe a meghatarozo (Kiss, 2005). A Southern blot analizissel a genomi DNS restrikcios
enzimmel darabolt fragmentumokat azonositjuk és kovetkeztethetiink a mutaciora.

Az RFLP el6nye, hogy nem igényli a DNS templat szekvencidjanak ismeretét. A
heterozigotdk megkiilonboztetésére alkalmas kodominans marker. Hatranya, hogy nagy
mennyiségli DNS-t igényel, a jelolt prébat a Southern blot-hoz eld kell allitani, mindez
hosszadalmas és koltséges.

Bourquin és munkatarsai 1993-ban 46 szoléfajta vizsgalatat végezték el RFLP
modszerrel. Munkajuk sordn 111 fragmantumot kiilonitettek el egymastol. A kapott
mintdzatok Osszehasonlitdsaval, valamint a ritkdn eléforduld fragmentumok lokalizaciojaval
igazoltak az okologiai-foldrajzi csoportok meglétét (Bourquin et al. 1993). Szintén RFLP
technika alkalmazasaval kilenc V. berlandieri x V. riparia alanyfajta Osszehasonlitasat
végezte el Guerra és Meredith 1995-ben. A vizsgalt fajtak kozott Teleki magoncaibol
szarmaz6 alanyfajtak is szerepeltek (SO4, 5C, 5BB, 125AA, Cosmo2, Cosmo10). Hat DNS
probabol 3 kombindcidjaval 7 fajtat tudtak elkiiloniteni (Guerra és Meredith, 1995).
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2.6.3 PCR alapt médszerek
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

A modszer 1ényege, hogy véletlenszeriien megvalasztott szekvenciaja, 10-15
nukleotid hosszusagt, primerekkel inditunk polimeraz lancreakciot (Williams et al. 1990;
Welsh és McClelland, 1990). Ha a primer kotédési helyei elég kozel helyezkednek el
egymashoz viszonyitva a genomban, akkor kiilonb6z0 fragmentumok szintetizalédnak,
amelyeket gélelektroforézissel el lehet egymastol valasztani. A képzddo fragmentumok szama
a primert6l, a fajtol és a reakciofeltételektol fiiggden 5-20 koriil lehet. A detektalhato
polimorfizmusok forrasa lehet a primer kotési helyeinek megléte vagy hianya
(szekvenciavaltozéasa), valamint egy adott lokuszon a primer kotési helyek eltéré tavolsaga
(delécios vagy inszercios helyek) (Williams et al. 1990; Welsh és McClelland, 1990).

Polimorf mintazat esetén a kiilonbséget jelenté fragmentumok az agardz gélbol
kivaghatoak és szekvenalhatdak. A mar meghatarozott szekvencia alapjan a fragmentumra
specifikus primerek tervezhetéek, melyeket SCAR markereknek neveziink (Paran és
Michelmore, 1993).

A modszer elonye, hogy a genom eldzetes ismerete nélkiil is alkalmazhato, akar egy, a
kutatdsba bevont 1) fajon is. Viszonylag egyszerli modszer, hiszen egy polimerdz
lancreakciobol és az azt kovetd gélelektroforézisbdl all. A RAPD markerek dominans
jellegliek, ritkan azonban kodominancia is eléfordul. Mivel a vizsgalati lehetdségek szinte
korlatlanok, a genotipizalds finomsaga, a felbontdsa a megvalasztott primerektdl fligg, és
szinte egyedi azonositds érhetd el vele. A moddszer alkalmas a fajtak, és allomanyok
azonositasara, megkiilonboztetésére (Williams et al. 1990; Smith et al. 1996).

Morell és munkatarsai (1995) hagyma-, repce-, brokkoli-, karfiol-, zeller-, zab-, és
kakaofajtak azonositasara hasznaltdk a RAPD technikat, melynek segitségével kozeli rokon
fajtakat is meg tudtak kiilonboztetni.

A moddszert sz6l6n els6ként Collins és Symons 1993-ban alkalmazta, akik egyetlen
primer felhasznaldsaval, illetve két primer keverékével szamos fajta esetében jellemzéd RAPD-
mintazatokat irtak le. Az eljarastol azt remélték, hogy altala egy olyan DNS-adatbank hozhato
létre, amely az egyes fajtdk megkiilonboztetésében és a rokonsdgi kapcsolatok
megallapitdsdban jelentds segitséget nyujthat.

Biischer ¢és munkatarsai (1993) a szoléfajtak RAPD-markerekkel torténd
elkiilonitésének hibalehet6ségérél szamoltak be. A primerkoncentracié valtoztatasaval, az

egyes Tag-polimerazok dOsszehasonlitasaval, illetve kiilonb6z6 PCR-berendezések
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alkalmazasaval eltér6é eredményekre jutottak. Ebbdl kiindulva Tessier és munkatarsai (1999) a
fajta-elkiilonitéseik soran hasznalt primerek hatékonysaganak jellemzésére egy paramétert (D)
hataroztak meg, mely annak a val6szinliségét mutatja, hogy két véletlenszertien kivalasztott
egyed RAPD-mintazata eltéro.

Meglep6 eredményre vezetett a RAPD-technika alkalmazasa V. vinifera fajtak és a
vadon termé V. vinifera ssp. silvestris egyedek 6sszehasonlitasakor (Grando et al. 1995). Nem
sikertilt jelentds kiilonbséget tenni a termesztett és a vadon ¢l6 sz016 kozott, ugyanakkor a
Convarietas occidentalis fajtacsoportba tartozo fajtak jol elkiilonithetéek voltak. Az elsd
kapcsoltsagi térképet Lodhi és munkatarsai (1995) szerkesztették, mely részben RAPD
markerek felhasznalaséaval késziilt.

Wang ¢és munkatarsai (1999) 42 genotipust vizsgaltak. RAPD-mintdzatuk alapjan a
Muscadinia alnemzetségbe tartoz6 M. rotundifolia az Euvitis alnemzetségbe tartozd fajok
barmelyikétdl megkiilonboztethetd volt. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az amerikai és
azsiai sz6l0k sokkal kozelebbi rokonsagban vannak a Muscadinia alnemzetséggel, mint a V.
viniferaval.

Vidal és munkatarsai 2002-ben 34 szélofajta esetében nyolc RAPD-markerbol
fejlesztettek SCAR-markert, Osszesen 30 specifikus primert terveztek 64 szoléfajta
vizsgalatahoz.

Bisztray és munkatarsai (2001) a RAPD moddszert alkalmaztak a sz616 fajok, valamint
fajtak jellemzésére. Az Osszesen 96 tesztelt RAPD markerbdl 40 bizonyult megfelelonek.
Sikeriilt azonositani a vizsgalt 6 V. vinfera fajtat és 9 interspecifikus hibridet. A vizsgalt 7
Sziirkebarat klont szintén el lehetett kiiloniteni 40 RAPD markerrel (Bisztray, 2001).

Kocsis és munkatarsai 2005-ben 12 karpat-medencei sz6l6fajtat vizsgaltak RAPD
markerekkel. Munkajuk elsdsorban a vizsgalt fajtakorben a genetikai diverzitas és rokonsag
felmérése volt. A vizsgalatokhoz 28 primert hasznaltak, mely sordan 120 polimorf
fragmentumot azonositottak. A kapott eredményeket Osszhasonlitottdk Németh (1967)

taxondmiai besorolasaval, illetve a fajtak feltételezett foldrajzi eredetével.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Az AFLP-mddszert, Zabeau és Vos (Key Gene, Hollandia) 1993-ban szabadalmaztatta

€s 1995-ben publikalta. A technika genomi DNS restrikcids emésztésén és a fragmentumok

crer

endonukleazzal hasitjuk és a DNS-fragmentumok végeire helyspecifikus ds (double stranded
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= kétszalas) adaptereket ligalunk. Igy az adapterek szekvenciaja és a csatlakozo hasitott vég
lesz a restrikcids fragmentumok primerkotd helye az amplifikécio alatt. A PCR-primerek 3’
végeihez szelektiv nukleotidokat adunk, amelyek a hasitasi helyek csak egy csoportjat tudjak
azonositani. Igy csak azok a restrikciés fragmentumok amplifikilédnak, amelyekben a
hasitasi helyhez kapcsolddo nukleotidok dsszeillenek a szelektiv nukleotidokkal.

Véletlen primerek hasznalatakor az egyedek vagy vonalak kozotti polimorfizmust
egyrészt a primer kotOhelyben levé DNS-szekvenciakiilonbség, masrészt pedig az amplifikalt
régioban vagy a primer kapcsolddasi helyén kialakuld delécid, inszercid vagy inverzid
okozhatja (Vos et al. 1995).

A mobdszer nem igényel eldzetes szekvenciaismeretet és ugyanazok a primerek széles
korben hasznalhatok tobb fajhoz is. Tovabbi elényei, mint PCR-en alapulé méodszernek, hogy
viszonylag egyszeri miiszerezettséget igényel, gyors €s sok markert eredményez. Nagyon kis
mennyiségi templat-DNS (hanogramm-nyi mennyiség) sziikséges a reakcidohoz, igy akar egy
levéldarab vagy beszaritott ndvényi rész is hasznalhato kiindulasként (Sutka, 2004).

Az  ismételhetéség miatt fontos a reakcidhoz  sziikséges alkotorészek
informacioval rendelkez6 markerek a genetikai munkak soran gondot okozhatnak, mivel a
markerek nagy része intron vagy repetitiv szekvencidkbol amplifikdlodik (ezek A+T gazdag
szekvenciak), ezért az amplifikalt fragmentumok hibridizacids probaként vald hasznéalata nem
mindig sikeres (Kalg, 2000).

Az AFLP markerek alkalmazasa jelentds szerepet tolt be a sz6l6 genetikai
kutatdsokban. 2001-ben Labra és munkatarsai egy olasz sz6l6fajta a ,, Trebbiano” és a
morfologiailag hozza hasonld fajtak elkiilonitésére hasznaltak az AFLP-t. Ugyanebben az
évben Regner és munkatarsai (2001) tobb mint 1200 sz6l6 genotipizalasat végezte el AFLP,
RAPD, SSR és ISSR markerek felhasznalasaval. AFLP és SSR markereket tartalmazott
Doligez ¢és munkatarsai (2002) altal készitett térkép, melyen a magvatlansdgot és a
bogyotomeget meghatarozd6 QTL—ek (Quanitative Trait Loci) helyét térképezték. 2003-ban
47, az olaszorszagi Olterpd Pavese regiobol szarmazo szOl6fajtat kiilonitettek el egymastol
Rossoni és munkatarsai (2003). A kapott eredmények alapjan dendrogamot készitettek,
melybdl kideriilt, hogy a 47 fajta kozott nagy a genetikai tdvolsdg, a morfologiai
hasonlésaguk ellenére.

A sz016 rezisztencia gének koziil legrészletesebben a M. rotundifolia—bol szarmazo
Runl lokuszt térképezték. 2001-ben Pauquet 13 AFLP marker segitségével lokalis térképet

készitett, majd 2005-ben Barker és munkatérsai 1étrehoztak egy részletes genetikai, valamint
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egy BAC konyvtarra alapuld fizikai térképet, mely alapjan a Runl lokuszt a 12-es
kapcsoltsagi csoportban helyezték el. 2003-ban Merdinoglu és munkatarsai megallapitottak,
hogy a peronoszpora ellenallosagért felelds lokusz az Rpvl, amelyrdl bebizonyitottak, hogy a
Runl 16kusszal kapcsolt (Schmidlin et al. 2006).

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

A random amplifikacié sordan sok genotipus esetében gyakran monomorf mintazatot
kapunk. Az amplifikdciot kovetd szekvencia 0Osszehasonlitasok alatdmasztjak, hogy a
genotipusok egy részénél tobb helyen is taldlhaté pontmutacié a primerek kozotti szekvencia
mentén. A szekvencia-kiilonbségek eredményeképpen a restrikcids emésztést kdvetden a
fragmentum mintazat polimorffa alakithaté (Nagy, 1999), azaz az un. CAPS moddszerrel
(Konieczny és Ausubel, 1994) a szekvenciaspecifikus monomorf amplifikacios mintazat
specifikussa tehet6. A CAPS modszert mas néven PCR-RFLP-nek is nevezik (Kiss, 2005).

Létezik egy masik megkozelitési mod is a CAPS alkalmazasara. Ekkor a templat DNS
emésztése még az amplifikacid eldtt megtorténik, €s az ilyen modon felszaporitott amplifikalt
fragmentum megléte vagy hidnya jelenthet allé¢likus kiilonbséget (Nagy, 1999).

Bourquin és munkatarsai 1995-ben CAPS vizsgalatot végeztek 17 Vitis 3 Ampelopsis és
2 Partenocissus faj jellemzésére. Négy, a Chardonnay fajtabol szarmazd primer segitségével
22 alanyt tudtak egymastdl elkiiloniteni, de a 3309 C alany 9 vizsgalt klonja kozott nem
tudtak kiilonbséget tenni. Mindezek ellenére a modszert alkalmasnak tartjdk taxondmiai
felhasznalasra.

A CAPS markerek felhaszndldsara a rezisztencianemesitésben tobb példa 1is
rendelkezésre all. A paradicsom (Lycopersicon esculentum) nematddafert6zés elleni
védekezés egyik leghatékonyabb modja a rezisztencianemesités. 1944-ben a nemesités soran
ivaros keresztezéssel €s embriotenyésztéssel vitték at a L. peruvianum-bol szarmazo
dominans Mi rezisztencia gént a fogékony L. esculentum-ba (Smith, 1944; Szdke et al. 2005).
Mara a paradicsom Mi rezisztencia génje, az egyik legjobban jellemzett
nematodarezisztencia—génné valt. Mesterséges fertdzéssel és a dominans PM3 marker
segitségével a homozigodta és heterozigdta genotipusok nem voltak elkiilonithetéek egymastol.
Ezért az Mi gén allélosszetételének vizsgalatara a CAPS modszert hasznaltak (Williamson et
al. 1994; Yaghoobi et al. 1995). A kodominans REX CAPS markerrel az egyedek genotipusa

mar az egyedfejlodés kezdeti szakaszaban meghatarozhatd. Az ellendlld F; hibridek
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eldallitasara csak olyan sziildpartnerek hasznalhatéak, melyek koziil legalabb az egyik
az F, hasad6 nemzedék egyedeit hasznaltak fel. Az egyedeket dominans génspecifikus és
kodominans CAPS markerekkel vizsgaltak, melynek segitségével sikeriilt a fogékony-, a
heterozigdta-és a homozigota rezisztens genotipusokat elkiiloniteni egymastol (Szoéke et al.
2005).

Donald és munkatarsai 2002-ben olyan rezisztenciagén—analdégokat publikaltak, melyek
segitségével a lisztharmat rezisztenciagén detektalhato (Donald et al. 2002). A Runl l6kusszal
kapcsolt CAPS vagy mas néven PCR-RFLP markerrel sikeriilt sz616 hibridcsalad egyedei
kozott az ellenalld és fogékony egyedeket elkiiloniteni egymastol (Molnar et al. 2007).

Mikroszatellitek vagy SSR (Simple Sequence Repeat)

A mikroszatellitek abba a repetitiv szekvencia csaladba tartoznak, amelyben igen
egyszerd, di-, tri- tetra-, vagy pentanukleotidok egymast kovetve ismétlédnek egy szakaszon

beliil (Litt és Luty, 1989).

A mikroszatellitek szinonim megnevezései a kdvetkezdek:
» VNDR-Variable Number Tandem Repeat (Nakamura et al. 1987)
» STR-Short Tandem Repeat (Edwards et al. 1991)
» SSLP-Simple Sequence Length Polymorphism (Rosenberg et al. 2002)
» SSR - Simple Sequence Repeat (Jacob et al. 1991).

A mikroszatelliteket az eddig vizsgalt Osszes prokariota €s eukariota genombol ki tudtak
mutatni (Zane et al. 2002). Kodolé és nem kodold régiokban egyarant megtalalhatok. Az
eukariota genomban mindeniitt nagy mennyiségben jelen vannak, és nagy polimorfizmust
mutatnak az ismétl6dd egységek szamat tekintve.

Az ismétlédé motivumsor alapjan megkiilonboztethetiink perfekt, imperfekt és Osszetett
szekvencidkat. A perfekt mikroszatellitek szabalyosan ismétlodo egységekbdl épiilnek fel. Az
imperfekt mikroszatellitek esetén egy vagy tobb nukleotid ¢kelddik a perfekt sorba. Az
Osszetett szekvencidji mikroszatelliteknél kiillonbozd tipust ismétldddé szekvencidkbol épiil

fel a mikroszatellit régio (Weber és May, 1989).
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Az SSR-k kiilonboz6 tipusainak gyakorisaga novényfajonként eltérd. A ndvényi
genom legelterjedtebb dinukleotid ismétlédése az AA/TT motivum. Ennél kevesebbszer
fordulnak el6 az AT/TA és a CT/GA motivumok. Ez a harom dinukleotid SSR atlag 1-6-szor
ismétlédik egymas utdn, €s az Osszes novényi mikroszatellit 75%-at teszik ki (Lagercrantz et
al. 1993). A trinukleotidok kozil a (GGC),, (TTG), ¢és a (TTC), ismétlédések a
leggyakoribbak (Taramino és Tingey, 1996). A harom és négy nukleotidbdl all6 ismétlédések
elonye a két nukleotidbol allokkal szemben az, hogy a kis méretbeli kiilonbséget mutato
allélvariansok vizsgalatat is lehetdvé teszik.

Az ismétlédések hatarszekvencidi nagyfoki konzervatizmust mutatnak, a PCR
primereket a tandem ismétl6d6 régiot hatarold szekvenciak alapjan tervezik. A mikroszatellit
markerek idedlisak a genetikai rokonsag feltérképezésére, mivel kodominans mendeli
oroklésmenetet kovetnek (Regner et al. 1996; Sefc et al. 1997; Sefc et al. 1999). Eloszlasuk a
genomban egyenletesebb, mint a miniszatelliteké, ami kivald segitséget nyujt a
géntérképezéshez, a nagy marker variabilitast, pedig igen jol lehet hasznositani egyedi illetve
a fajtaazonositasban és a genetikai 6sszehasonlitasokban is (Peever et al. 2004).

A novényekben genotipizalasra Beyermann és munkatarsai (1992) alkalmaztak el6szor
az SSR modszert. Ezt kdvetden szamos kutatd tobb ndvényfajban kezdte el vizsgalatait SSR-
markerekkel: Arabidopsis thaliana (Bell és Ecker, 1994), Glycine max (Akkaya et al. 1995),
Zea mays (Senior et al. 1996), Triticum aestivum (Devos et al. 1994), V. vinifera (Thomas és
Scott, 1993), Oryza sativa (Wu és Tanksley, 1993; Zhao és Kochert, 1993), Helinathus annus
(Brunel, 1994).

Az elsé sz0l6 mikroszatellit markereket sz6loben Thomas €s Scott irta le (Thomas és
Scott, 1993). A sz616 mikroszatellitek egyre novekvo szama (Bowers et al. 1996; Scott et al.
2000; Sefc et al. 1999; Arroyo-Garcia és Martinez-Zapater, 2004) az SSR markerek
alkalmazasi korének novekedését vonta maga utan.

A leirt sz616 SSR markerek idérendben a kovetkezdek:

> VVSI1, VVS2, VVS3, VVS4, VVS5 (Thomas és Scott, 1993)

> VVMD5, VVMD6, VVMD7, VVMDS8 (Bowers et al. 1996)

> VVMD25, VVMD28, VVMD31, VVMD34, VVMD36 (6sszesen 22 VVMD primer
azonositasa) (Bowers et al. 1999a)

> VrZAG 7, VIZAG 12, VrZAG 15, VIrZAG 21, VIrZAG 62, VIZAG 67, VIZAG 79

(Sefc et al. 1999)
> Vitis Microsatellite Consortium (megalakuldsa 1999-ben) 19 kutatdcsoporttal tovabbi

SSR primerek izolalasa (Pellerone et al. 2001, Lefort et al. 2002, Decroocq et al.
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2003, Arroyo-Garcia és Martinez-Zapater, 2004, Adam-Blondon et al. 2004,
DiGaspero et al. 2005, Merdinoglu et al. 2005, Di Gaspero et al. 2007).

> Jelenleg az NCBI adatbazisban (National Center for Biotechnology Information) 620
V. vinifera és 19 V. riparia mikroszatellit szekvencia talalhat6, melynek szama naprol

napra novekszik (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

A ,,The European Vitis Database” fejlesztésével parhuzamosan This és munkatarsai
2004-ben a mikroszatellit adatok értékelésének olyan modszerét dolgoztak ki, melynek
segitségével a kiilonb6zd eurdpai laboratoriumokban kapott eredmények dsszegezhetdek, és
Osszehasonlithatoak. Hat, a fajtaazonositasra hatékonyan hasznalhato SSR lokuszt (VVS2,
VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VrZag62, VrZag79) valasztottak ki, és a kapott allélokat
kodokkal lattak el (This et al. 2004).

Haldsz ¢és munkatarsai 2005-ben a pécsi SzOlészeti ¢€s Boraszati Kutatdintézet
gyljteményében fenntartott 115 szdlofajta mikroszatellit ujjlenyomatdt hatdroztak meg
(Halasz et al. 2005 a,b). A vizsgalatokat Galbacs és munkatarsai tovabb folytattak, melynek
soran elkésziilt a 115 szoléfajta mikroszatellit ujjlenyomata 12 mikroszatellit lokuszban
(Galbacs et al. 2009). A 115 fajtat a 12 SSR primerparral, 6sszesen 2760 kiilonb6z6
allélmérettel jellemezték. Ebbe az adathalmazba a Haldsz és munkatarsai altal meghatarozott
adatok is beletartoznak. A 2760 SSR allélméret adat alapjan dendogramot szerkesztetettek,
valamint elkészitették a 115 szdléfajta DNS ,,vonalkddjat”. A dendrogram az azonossagok
azonnali megallapitadsara, mig a DNS ,,vonalkod” a fajtak objektiv azonositasara alkalmas. Az
elemzések alapjan, DNS szinten is igazolni tudtak a Matrai muskotaly és az Irsai Olivér
szarmazasat. A Matrai muskotaly az Ottonel muskotaly x Izséki (Hajdu, 2003), az Irsai Olivér
pedig a Pozsonyi fehér x Csabagyongye (Hajdu, 2003) keresztezésébol szarmazik (Galbacs et
al. 2009).

A mikroszatellit markerek megbizhat6 fajtaazonositast, genotipizalast tesznek lehetdvé
(Cipriani et al. 1994; Lopes et al. 1999; Maletic et al. 1999; Sefc et al. 2000; Hvarleva et al.
2004; Halasz et al. 2005 a,b; Galbacs et al. 2009) és eredményesen alkalmazhatok a
szarmazas vizsgalatokban is (Bowers et al. 1996; Bowers et al. 1999; Dettweiler et al. 2000;
Regner et al. 2000; Kozma et al. 2003). A mikroszatellitek nagyfoki polimorfizmusanak
koszonhetden mar hat ilyen marker segitségével elkiilonithetdvé valnak az egyes fajtak, bar
kozeli rokonok esetében ennél tobbre is sziikség lehet (Sanchez- Escribano et al. 1999;
Crespan és Milani, 2000).
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A mikroszatellit ujjlenyomatok nemcsak genotipizalasra alkalmasak, hanem a lehetséges
sziilok bevondsaval segithetnek a fajtak foldrajzi eredetének és pedigréjének megfejtésében,
valamint lehetévé teszik homoniméak és szinonimak azonositdsat is. A mar meghatarozott
allélméretek szama folyamatosan ndvekvod tendenciat mutat a kiilonboz6 Vitis fajok (Lamboy
¢és Alpha, 1998, Di Gaspero et al. 2000, Di Gaspero et al. 2007) és a vilagon termesztett fajok
esetében is (Sefc et al. 2000). A sz616 mikroszatellit szekvencidk névekvO szama sokoldala
felhasznalast tesz lehet6évé (Cipriani et al. 1994, Lefort és Roubelkais-Angelakis et al. 2001).

A mikroszatellit szekvencidk alapjan kapcsoltsagi térképeket hoztak létre, melyek
segitségével lehetové valt olyan markerek kivalasztdsa, amelyek kapcsoltan 6roklddnek
fontos tulajdonsagok génjeivel. A QTL analizissel szamos jelleget, rezisztenciat meghatarozo

genetikai régidt lehet azonositani.

SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Az SNP olyan DNS—polimorfizmus, mely akkor jon létre, ha egy nukleotid az adott
lokuszban megvaltozik. Az SNP analizis minden esetben szekvencia ismeretet igényel. A
pontmutaciokbol eredd allélvaridciokat szekvenalassal, allél-specifikus amplifikacioval,
hibridizacioval vagy tomegspektrometriaval mutathatjuk ki (Orita et al. 1989).

Az SNP-k kimutatasara az RFLP, mas néven SNP-RFLP modszer is lehetOséget ad.
Ha egy allél rendelkezik egy restrikcios enzim-hasitohellyel, mig egy masik nem, akkor a két
allél enzimatikus emésztése eltér6 hosszsagn fragmentumokat eredményez. Abban az
esetben, ha nincs ilyen hasitohely-kiilonbség, akkor a PCR modszer valik hasznéalhatova
(Kiss, 2005). Nagyfelbontasu poliakrilamid gélen az egymastol egyetlen nukleotidban eltérd
fragmentumok is elkiilonithetdvé valnak (Hayasahi, 1992; Sunncks et al. 2000).

2006-ban Amrani és Corio—Costet az Erysiphe necator L. - tubulin génjében egy
pontmutéciot fedezett fel, melynek ismeretével sikeriilt az aszkosporas €s a zaszlos hajtas
tiineteket okozo genotipusokat elkiiloniteni (Amrani et al. 2006). 2007-ben Velasco és
munkatarsai publikaltadk a masodik sz6l6 szekvencia eredményeit (Velasco et al. 2007). Az
elsé fizikai térképhez hasonloan (Jaillon et al. 2007) ez is a Pinot noir fajtan késziilt, azonban
nem a 93%-os homozigotasagig Ontermékenyitett genotipuson (PN40024), hanem egy
heterozigota klonon (ENTAV 115). 477,1 Mb hosszusagu szekvencia sorrendet kaptak 29585
feltételezett génnel, melyeknek 96,1%-at poziciondlni tudtdk a kromoszomdkon. A gének

86,7%-aban egy vagy tobb SNP marker talalhato.
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2.7 Molekularis markerek alkalmazasa rezisztencia gének térképezésében

A lisztharmattal szemben kialakult genetikai ellenalloképességet mar tobb
novényfajban azonositottak. Olyan rezisztencia meglétét sikeriilt igazolni, mely eltér a gazda-
¢s nemgazda valaszrekaciok mikodésétdl. Az MLO egy géncsalad tagja, egy transzmembran
fehérje, mely hét sejtmembranon ativeld szakaszbdl all. Az MLO blokkolja az aktin—fiiggd és
az aktin-fiiggetlen védekezési utakat. Azonban a természetes populaciokban eléforduld
mutans allélje (mlo) egy hibas gén, amelynek génterméke egy defektes, nem funkcionalis
transzmembran fehérje, éppen ezért széles spektrumu rezisztenciat biztosit az arpat fert6zo
Blumeria graminis f.sp. hordei ellen (Biischges et al. 1997; Miklis et al. 2007).

2003-tol folynak kutatasok Arabidopsisban a lisztharmat rezisztencia gének
azonositdsara. A kutatdsok eredményeképpen sikeriilt azonositani a PENETRATION 1
(PEN1) PEN2 és PEN3 kulcsgéneket, melyek a lisztharmatfertézéssel szembeni alapvetd
védekezési valasz kialakitasaban jatszanak szerepet (Collins et al. 2003; Lipka et al. 2005;
Stein et al. 2006). A leirt gének koziil a PEN1-nek van a legnagyobb hatdsa, ugyanis ez
koédolja a szintaxin nevil fehérjét, mely a sejtek szerkezeti dtrendez8dését okozza fertézéskor,
ezaltal megakadalyozza a hausztoriumok behatolasat a novényi sejtekbe (Meyer et al. 2009).

A M. rotundifolia az Egyesiilt Allamok a lisztharmat, a peronoszpéra, a filoxéra és a
nematodak altal okozott fertézéseknek is ellenall (2. tablazat), igy kiemelked6 fontossagh
forrassa valt a patogénekkel szembeni nemesitésben (Olmo, 1986). 1859-ben A. P. Wylie
probalta eldszor keresztezni a M. rotundifoliat a V. viniferaval, és kideriteni, hogy az utédok
orokolni fogjak e a vad sziilé kedvezo6 tulajdonsagat. A keresztezésben a V. vinifera, a Muscat
frontignan, vagy a Black Hamburg vett részt. A V. vinifera pollennel nem sikertilt
megtermékenyiteni a Muscadiniat, viszont reciprok keresztezéssel sikeres volt a
termékenyités. 1916-ban tovabbi hibrideket allitottak elé Eszak Carolinaban, Willardban
(Mortensen, 1971). Ezt kovetden, 1942-ben megalakult a Davis program, melynek keretében
tovabbi hibrideket allitottak el a Carolina Egyetemen (Olmo, 1971). A klasszikus genetikai
tanulmanyok alapjan kideriilt, hogy a lisztharmat rezisztenciaért egy, a M. rotundifolia-bol
szarmaz6 dominans gén a felelés, melyet RUN1-nek (Resistance to Uncinula necator)
neveztek el (Bouquet, 1986). A keresztezések eredményeképpen a lisztharmat rezisztenciaért
felelds lokusz introgresszalodott a V. viniferdba (Bouquet, 1986; Pauquet, 2001).

Bouquet 1986-ban tobb VRH nemzedéket (vinifera x rotundifolia hibrid) allitott eld,

mely alapjaul a V. vinifera Malaga seedling és a M. rotundifolia G.52 genotipus
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keresztezésébdl szarmazo NC 6-15 F1 hibrid szolgalt. Ezt kovetéen a pseudo-backcross
stratégiat alkalmazva kiilonboz6 V. vinifera fajtakkal (Grenache, Merlot, Aubun, Pinot noir és

a Semillon) keresztezték vissza a mar korabban emlitett F1 hibridet (9. abra).

Muscadinia rotundifolia G52* X Malaga seedling n°1*

'

Il NC6-16 NC6-13
X

Cabernet-Sauvignon N

BCI VRIS628 / VRHS695

X
Grenache N Pinot N
BC2 VRHS-1 3-7@\‘ VRHS5-16-79 VRHI12-4-80
X X X X
Metlot N Semillon B Semillon B Riesling B
BC3 \’RH;(—34-82 \’RI]%{-".-.«%-&* VRH)I{-I]-82 VRH3-6-82 VRHQ-LSZ“ VRH).E-S-SE VRH}E}-!-SE
Aubun N Aubun N Aubun N Bar§q1le B Grenache N Grenache N Grenache N

v n Y ! } v Y

BC4 VRH3083.2.7 VRH3082-1-49 VRH3(82-1-42 VRH3084-2-56*  VRH3099-10-57  VRH3091-4-88* VRH3090-4-25 VRH3092-6-68*

X X X X
Grenache N Fer N FerN Fer N
BCS VRH3176-21-11 VRH3176-8-11 VRH3166-35-5 VRH3160-11-3 VRH3161-6-4

9. abra: A Muscadinia rotundifolia RUN1 / RPV1 génjét hordozoé BC (n) csaladok eléallitasi sémaja
(Pauquet et al. 2001).

A BC, 1996-ban magyar-francia fajtacsere keretében keriilt Magyarorszagra. A
Bouquet altal eléallitott V. vinifera x M. rotundifolia BC; és BC, hibrideket hasznalta
nemesitési programjaban ifj. Kozma Pal (Kozma jr., 2000; Kozma jr., 2002; Kozma és Dula,
2003) tobbféle kombinacioban (14. abra). A BC,4 x Cardinal és a BC4 x Kismis moldavszkij
keresztezésbol szarmazo utddnemzedék molekuldris szelekcidja a témaja ennek az
értekezésnek.

1999-2002 kozott olyan hibridcsaladokat is eldallitottak Pécsett a francia anyag
felhasznalasaval, amelyekben nemcsak a M. rotundifolia x V. vinifera BC,—et a franko-
amerikai hibridekkel, hanem jo mindségli V. vinifera fajtakkal is kombinaltak. A hibrid
populacidk egyedeinek leveleit mesterséges és természetes fert6zések alapjan tesztelték és
értékelték. A lisztharmat ellenédllosdgot 4 fokozatba soroltdk (Kozma jr., 2002; Kozma és

Dula, 2003). Ezeknek a keresztezéseknek nemcsak a rezisztens és kivaldo mindségi fajtak
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eldallitasaban van jelentdséglik, hanem a genomikai kutatdsokhoz is nélkiilozhetetlenek,
hiszen tovabbi térképezési populdciok allithatoak eld, melyek segitségével molekularis
marker térképek szerkeszthetoek és ismeretlen rezisztencia gén lokuszok azonosithatoak.

A kiilonb6z6 novények, sokféle patogénnel szembeni rezisztencia génjei nagyfoku
strukturalis konzervativizmust mutatnak (10. abra). Nukleotid kotéhelyet (NBS: Nucleotide
Binding Site), leucin gazdag ismétlddést (LRR: Leucin Reach Repeat), leucin cipzar régiot
(LZ: Leucin Zipper) ¢és receptorszerti kinazt (RLK: Receptor Like Kinase) tartalmaznak.
Meyers és munkatarsai tobb ilyen NBS illetve LRR régiot publkaltak. A meghatarozott
szakaszok konzervativ szekvenciakat hordoznak (Meyers et al. 1999). Egy receptorban
altalaban 2-3 domén talalhat6 (DiGaspero és Cipriani, 2003; DiGaspero et al. 2003).

N-termindlis Nukleotid koto hely Leucinben gazdag ismétlodd szakasz
NBS LRR

—_— —> “— —
P-loop kinase2 GLPL MHD

10. abra: A rezisztenciagén nukleotid-kotohely-leucin gazdag ismétlédésének sematikus modellje. Az
abra magyarazatat a lent talalhatd szoveg tartalmazza.

Az NBS, valamint az LRR szekvenciakat alkotd konzervativ régiok lehet6vé teszik a
rezisztenciagén-analogok azonositasat (Yu et al. 1996; Kanazin et al. 1996). Az ilyen
szekvenciakra tervezett primerek megfelel6 markereknek bizonyultak mas novényfajokban és
a sz016 esetében is (Donald et al. 2002).

A 10. abra szemlélteti a primerek relativ elhelyezkedését, amelyeket az NBS konzervativ
doménekre terveztek. Ezeknek PCR termékeknek a jellemzése és klonozasa felfedte, hogy
nem egy, hanem tobb kiillonb6z6 RGA szekvenciat tartalmaznak. A csoportositist a
kovetkezOkben a 4 bazisos felismerdhellyel rendelkezé enzimmel elvégzett emésztés alapjan
megfigyelt restrikcids mintazat alapjan végezték.

A klonok amplifikalasira MHD primereket hasznaltak (MHD 30, MHD 59, MHD 98, MHD
106, MHD 145 ¢és MHD 148), amely magéba foglalja a GLPL és RNBS-D motivumokat.

A nested primereket az ismert rezisztencia fehérjék NBS szakaszaiban a 4 jelenlévd
konzervativ aminosav motivumokra tervezték, GVGKTT (P-loop), L (I/V/L) VLDDV
(kinase2); GLPL (az ugynevezett hidrofob domain) és MHD, amelyeket az RGA-ok

crer
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kovetden, az elére varhatd, RGA szekvencidkat kaptak, a PLoop /GLPL~= 300 bp ¢és a
PLoop/MHD= 600-650 bp méretet adott.

Az Arabidopsis-ban 120 NBS-LRR gén van. Hasonl6 szekvencidk a sz6l6 genomban
is megtaldlhatoak. Az NBS région beliil elhelyeszkedd, 4 konzervativ régiora tervezett
primerkombinacioval sikeriilt azonositani 28 egyediilalld sz6l6 RGA szekvencidt, amely
nagyfoki homolégiat mutatott a klonozott NBS-LRR rezisztencia gén szekvenciakkal
(Collins et al. 1998).

Az NBS-LRR proteineknek két nagy alcsoportjat sikeriilt azonositani (Meyers et al.
1999). Az egyik egy Toll/interleukin-1 receptorhoz hasonlé kodolo (TIR), a masik egy nem
kodold (non-TIR) régid (Pan et al. 2000). Az Arabidopsis genomban a non-TIR:TIR tipusa
NBS szekvenciak aranyat el6szor 1:2-nek (49:100) hataroztak meg (Aarts et al. 1998).

Az RGA-k azonositasa, az Arabidopsis genomon kiviil tobb névényfajban is megtortént:
szb6jabab (Kanazin et al. 1996; Yu et al. 1996; Pefiuela et al. 2002; He et al. 2003), kukorica
(Collins et al. 1998), napraforg6 (Gentzbittel et al. 1998), salata (Shen et al. 1998), a Brassica
(Joyeux et al. 1999), rizs (Mago et al. 1999), citrusfélék (Deng et al. 2000), kavé (Noir et al.
2001), csicseriborséd (Huettel et al. 2002), sz616 (Donald et al. 2002), alma (Lee et al. 2003),
buza (Lacock et al. 2003), cikoria (Plocik et al. 2004) és a cirok (Totad et al. 2005).

A szegregéciacids analizisekben a 3 sz6l6 BCs populaciobol izolalt, a lisztharmat
rezisztencia génnel kapcsolt RGA-ot sikeriilt azonositani. A rezisztencia génanaldg probak
segitségével két RFLP markert irtak le: a GLP1-12-6t és az MHDI145-6t, melyek
koszegregalnak a rezisztens fenotipussal. A GLP1-12 aminosav Szekvenciaja nagyfoku
hasonlésdgot mutatott néhany kordbban izolalt rezisztencia génnel, illetve rezisztenciagén
analoggal, mint az NL27 (Solanum tuberosum), az N (Nicotiana tabacum), az N-like
(Arabidopsis thaliana) és az M (Linum usitatissum). Emellett, RNBS-A, Kinaz-2 és RNBS-D
szekvencidkat TIR-hez hasonl6 NBS-LRR génekben azonositottak, ez a megallapitas
alatamasztja azt a hipotézist, mely szerint a GLP1-12 egy TIR-hez hasonl6 NBS-LRR gén
(Donald et al. 2002).

A munka kovetkez6é allomasat a populacid ,,durva” genetikai térképezése jelentette a
Runl lokusz koriil (Pauquet et al. 2001). Meghataroztak a Runl lokalizacidjat 11 AFLP és 2
RGA-bol szarmazd marker segitségével a VRH3294 populacié 160 ndvényegyedén, amely
egy rezisztens BC, sziil6, a VRH3082-1-42 (9. abra) és a fogékony V. vinifera cv. Cabernet
sauvignon keresztezésébol szarmazik (Pauquet et al. 2001; Donald et al. 2002).

2004-ben Riaz és munkatarsai 140 SSR markerbdl allé térképét valasztotta az IGGP

(International Grape Genom Program) referencia térképnek (Riaz et al. 2004). Adam-
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Bolondon még ebben az évben egy 245 SSR markerbodl all6 genetikai térképet publikalt
(Adam-Blondon et al. 2004).

Ezeknek a mikroszatellit térképeknek koszonhetden sikeriilt azonositani olyan RUN1-

hez kapcsolt SSR markereket, melyek a VRH3294 csalad ellenalld és fogékony egyedeinek
megkiilonboztetéseire alkalmasak. Barker és munkatéarsai 2005-ben 3 ilyen SSR markert irtak
le, melyek a kovetkezéek: VMC1g3.2, VMC413.1 és a VMC8g9 (Barker et al. 2005).
A VRH3294 populacion végzett vizsgalatok igazoltak, hogy mindharom marker kapcsolt a
Runl lokusszal. A VMCB8g9 teljesen koszegregalddott a Runl-el a VRH3294 populacioban, a
VMC413.1 és VMCl1g3.2 markereket, pedig 0.6 cM ¢és 4.4 cM tavolsagra térképezték a
rezisztenciaért felels lokusztol (Barker et al. 2005).

A RUNL1 gén a VMC413. 1, VMC8g9 markerek altal kdzrefogott régidoban lokalizalhato,
¢és a V. vinifera konszenzusos térképen a 12-es kapcsoltsagi csoporton talalhato (Riaz et al.
2004).

2006-ban elkésziilt az egyik legteljesebb szdl6 genetikai térkép, melyet Doligez és
munkatarsai 6t munkacsoport bevonasaval, és 6t meglévd genetikai térkép egyesitésével
készitettek el (Doligez et al. 2006). 439 primerpar segitségével 512 lokusz helyét hataroztak
meg. A kapcsoltsagi csoportok teljes hossza 1647 cM, és a markerek atlagos tavolsaga 3,3
cM. DiGaspero munkatarsaival egy 420 mikroszatellit markerbdl és 82 RGA-bal allo térképet
hozott 1étre 2007-ben (DiGaspero et al. 2007).

2.7.1 Runl és Rpvl lokusz lokalizaciojanak vizsgalata és jellemzése

A lisztharmat rezisztencia génhez szorosan kapcsolt markerek és a Runl lokusz
azonositasa céljabol BAC konyvtarat hoztak 1étre, az Erysiphe necator-ral szemben ellenalld
BCs populaciobol (VRH3294) (Peterson et al. 2000).

A BAC klonok hatarszekvencidit Yang és Mirkov (2000) szub-klénozasi méddszerével
és direkt szekvenalassal is meghataroztak.
2003-ban a VRH3294 (VRH3082-1-42 x V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon)
populaciobdl 161, a VRH3322 (VRH3176-21-11 x V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon)
populaciobdl 419 magoncot allitottak elé a rekombindnsok azonositdsa céljabol (Pauquet et
al. 2001).
Egy masik M. rotundifolia x V. vinifera keresztezésébdl szarmazod populacio egyedein
vizsgaltadk a genetikai markereket, mind lisztharmatra, mind pedig peronoszporara

Merdinoglu €s munkatarsai (Merdinoglu et al. 2003). Egyetlen olyan ndvényt sem sikeriilt
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azonositani, melyben el lehetett volna kiiloniteni a lisztharmat rezisztenciaért felelds lokuszt a

peronoszporaért felel@st6l, ami azt bizonyitja, hogy az RPV1 gén a RUN1- el szoros

kapcsoltsagban van, tehat a M. rotundifolia-bol introgresszalodott région beliil helyezkedik el

(Merdinoglu et al. 2003; Luo et al. 2001, Fisher et al. 2004, Schmidlin et al. 2006).

A Runl és az Rpvl lokuszok sematikus abrajat Merdinoglu, Barker és DiGaspero

munkatarsai altal készitett térkép alapjan a 11. abra szemlélteti (Merdinoglu et al. 2003;
Barker et al. 2005. és DiGaspero et al. 2007).
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11. abra. A Runl és Rpv1l lokusz fizikai térképe (Merdinoglu et al. 2003; Barker et al. 2005; és

DiGaspero et al. 2007 nyoman)

A RUN1 és RPV1 rezisztencia gének (RGA) TIR-NBS-LRR tipust fehérjéket

kodolnak, melyek felépitése nagyon hasonld az arpabdl izolalt Mlo fehérjéhez (Donald et al.

2002). Az MLO gént 1942 ota ismerik, de nemesitési értékét sokaig megkérddjelezte, hogy
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gyakran nekrotikus tlinetekkel jelentkezett, ami a lisztharmat kartételénél is nagyobb
termésveszteséget okozhatott. E hatranyat a nemesités 1979-re kiiszobolte ki. Az elsé Atem
fajtat jabb és jabb fajtak kovették. Az eredmények annyira igéretesek voltak, hogy ma mar
a tavaszi arpa lisztharmattal szembeni rezisztencianemesitése tilnyomoan az mlo-
rezisztenciara épiil (Chelkowski et al. 2003). Az mlo alapa lisztharmat rezisztencia pontos
folyamatai maig nem ismertek. Azonban 17 feltételezett MLO gént azonositottak a
megszekvenalt V. vinifera genomban. A génexpressziés vizsgalatokat kovetden
megallapitottak, hogy a VWMIo géncsalad tagjai eltéré modon reagalnak az abiotikus és
biotikus kornyezeti hatasokra. A lisztharmat fert6ézést kovetden a 14 VvMIo gén irodott at a
szovetekben, ezek koziil 2 transzkripcids aktivitdsa volt magasabb (Jaillon et al. 2007;
Velasco et al. 2007; Feechan et al. 2009).

A tovabbi genetikai analizisek soran megallapitottak, hogy a Runl / Rpvl lokusz
hozzéavetdleg 1 Mbp nagysagu szakaszon beliil talalhat6. A régio szekvenalasaval 11 RGA
jelenlétét bizonyitottdk. Az RGA szekvencidk kozelebbi vizsgalata azt mutatja, hogy a
rezisztencia génanaldg csaladok 6 teljes-hosszsagh gént (RGA-1; RGA-2; RGA-4; RGA-8;
RGA-9 ¢s RGA-11), valamint 4 részleges hosszusagu vagy nem-funkcionalis gént (RGA-3;
RGA-5; RGA-6 és RGA-7) tartalmaznak (Dry et al. 2009) (12. abra).

12. abra. A rezisztencia génanalogok (RGA) csoportjai a Runl lokuszon (Dry et al. 2009)
Jelolések: fekete téglalapok jeldlik a teljes hossziisagu géneket; fehér téglalapok jeldlik a nem teljes
hosszusagh géneket; CT -C-terminalis domén meghatarozatlan funkcioval; szaggatott vonal jelzi a
genomialis DNS atfedd régioit.

A RUN1-et tartalmazo, lisztharmat-fertdzésnek ellenalld sz6l6 egyedeken expresszios
vizsgalatokat hajtottak végre, reverz transzkriptdz-PCR analizist. A vizsgalat teljes egészében
igazolta, hogy az Osszes teljes-hosszusagu kédold szekvencia, mint az RGA-1, RGA-2, RGA-4
és RGA-8 expresszalodott az ellenalld névényekben. A Runl lokusz fizikai térképét a 13. abra

szemlélteti.
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13. abra: A Runl lokusz fizikai térképe, melynek mérete kozel 2Mb (Barker et al. 2005).

A VMC413.1 és a VMC8g9 markerek kozotti fizikai tdvolsadgot hatdroztdk meg, mely
nagyobbnak bizonyult, mint amit a genetikai térkép alapjan vartak. A Runl / Rpvl lokuszt
tartalmazé ,,szilk” genomi régioban tovabbi rekombindnsok azonositdsa valt emiatt
sziikségessé (Barker et al. 2005; Dry et al. 2009).

2007-ben a Fischer és munkatarsai altal készitett térkép (Fischer et al. 2004) SSR
markerekkel kibévitett valtozatan tovabbi lisztharmat—és peronoszpoéra rezisztencia QTL-eket
azonositott Welters €s csoportja. Megallapitottak, hogy a peronoszpoéra rezisztencia két, egy
f6—¢s egy al QTL-bdl tevédik 0Ossze, melyek a 18. és a 4. kapcsoltsagi csoporton
helyezkednek el. A lisztharmat ellenalloképességeért felelos QTL-ek a 15. kapcsoltsagi
csoporton talalhatoak (Welter et al. 2007).

A markerekre alapozott szelekcid (MAS) nagymértékben gyorsithatja a megfeleld
rezisztencia-forrasokbol szarmazo rezisztencia gének introgresszidjat az értékes, j6 mindségi
fajtdkba. A rezisztencia génekkel koszegregdld kapcsolt markerek a vad fajokbdl szarmazo
rezisztencia gének nemes fajtakba torténd bevitelének gyorsitasa mellett, a V. vinifera
fajtakban is eldsegiti a kedvezd allél-tarsulasok, haplotipusok felfedezését.

Ezekre az eredményekre alapozva kezdtik meg a pécsi Szdlészeti és Boraszati
Kutatointézetben elballitott (M rotundifolia x V. vinifera) BC,4 x V. vinifera cv. Cardinal BCs
nemzedékének molekularis vizsgalatat a Runl és Rpvl lokusszal kapcsolt DNS markerekkel
(Donald et al. 2002) olyan ndvényegyedeken, amelyek egyrészt stlyos lisztharmat fert6zési
tiineteket mutattak a leveleken, masrészt tiinetmentesek voltak.

A rezisztenciagénekkel kapcsolt markerek azonositasa lehetéveé teszi a mindségi
tulajdonsagokat determinalé génekkel valo kapcsoltsag meghatarozasat is (Marino et al. 2003,

Zyprian et al. 2005).
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Kozma Pal és munkatarsai tovabbi hibridcsalddokat allitottak eld, melyekbe mar
nemcsak az észak-amerikai Vitis fajokat, vagy a M. rotundifolia fajt vontak be, hanem olyan
kozép-azsiai V. vinifera eredetii fajtakat is, amelyek ellenalloak lisztharmattal szemben. Az
1960-as években irtak le, hogy léteznek olyan V. vinifera fajtak, amelyek E. necator
rezisztensek. Kozéjiik tartozik a Dzsandzsal kara (Korbuly, 1999) és a Kismis vatkana
(Kozma et al. 2006). Ilyen hasad6 hibridcsalad a 04-10/325 (V. vinifera cv Kismis vatkana x
V. vinifera cv. Nimrang), melyben a lisztharmattal szemben ellenalld Kismis vatkandt
keresztezték a fogékony Nimranggal. Az utédnemzedék 1:1 aranyban hasadt rezisztens és
szenzitiv fenotipusokra, ami arra utalt, hogy a Kismis vatkana egy dominans rezisztencia gént
hordoz (heterozigota formaban). Ezt a gént REN1-nek (Resistance to Erysiphe necator)
nevezték el (Kozma et al. 2006). BSA analizissel meghataroztak, hogy a rezisztenciaért
felelés a REN1 gén a 13-as kromoszoman helyezkedik el. Tehat a K. vatkana lisztharmat
rezisztencia génje kiilonbozik a M. rotundifolia faj rezisztencia génjétél (Hoffmann et al.
2008). Ezért tobb kutatocsoport is foglalkozik a tavol-keleti V. vinifera fajok (V. amurensis,
V. romanetii) rezisztenciajaval. A tavol-keleti Vitis fajok konnyen keresztezhetéek egymassal,
¢és nem jellemz6 rajuk a mindséget jelentdsen ronto ,,poloska” iz (Riaz et al. 2011). A RUN1,
az RPV1 és a REN1 gének azonositdsat kovetden tovabbi lisztharmat és peronoszpodra
rezisztenciaért felelés lokuszok térképezése kezddtt meg a mar kordbban emlitett Uj
génforrasok felhasznalasaval. A M. rotundifolia 18-as kapcsoltsagi csoportjara két
rezisztencia 10kuszt térképeztek: a Run2-6t ("Magnolia’- Run2.1 és *Trayshed’- Run2.2) (Riaz
et al. 2011) és az Rpv2-6t ("Trayshed’) (Wiedermann-Merdinoglu 2006; Bellin et al. 2009).
Ezen kiviil azonositottak az Rpv3-at (18-as kapcsoltsagi csoport) és az Rpv4-et (4-es
kapcsoltsagi csoport) (Welter et al. 2007; Bellin et al. 2009). A V. amurensis 14-es
kapcsoltsagi csoportjara egy peronoszpora f6 QTL-t, az Rpv8-at térképezték (Blasi et al.
2011). A térképezési vizsgalatokba az azsiai eredetii V. romanetii-t is bevontak, amelynek a
18-as kapcsoltsagi csoportjdban, egy domindns lisztharmat rezisztencia 16kuszt, a Ren4-et
azonositottak (Ramming et al. 2011; Riaz et al. 2011; Mahanil et al. 2010). Ez tovabbi
kutatasi lehetdséget ad, a kiilonb6z0 genetikai forrdsokbdl szarmazd rezisztencia gének
vizsgalatara, illetve Osszehasonlitdsara. A szOloben eddig térképezett lisztharmat &s

peronoszpora géneket / QTL-eket az 4. tablazat foglalja 6ssze (Katula-Debreceni, 2011).
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4, tablazat: A sz6l6ben azonositott lisztharmat és pora rezisztencia gének
Lokusz | LG Forras (fajta / torzs) Rezisztencia Hivatkozas

Runl Barker et al. 2005

Run2 M. rotundifolia
Run2.1
Run2.2
Rpvl

Rpv2

Riaz et al. 2011
’Magnolia’,
"Trayshed’

Merdinoglu et al. 2003

M. rotundifolia *Trayshed’ Wiedemann-Merdinoglu
2006, Bellin et al. 2009
Welter et al. 2007

Bellin et al. 2009

Rpv3

Welter et al. 2007
Marguerit et al. 2010

Rpv4
Rpv5

Vitis hibrid "Regent’

Rpv6 V. riparia *Glorie de Marguerit et al. 2010
Montpellier’
Bellin et al. 2009
Blasi et al. 2011

Moreira et al. 2011

Rpv7
Rpv8
Rpv9
Rpv10
Rpv1l
Rpv12
Rpv13

Renl . V. vinifera *Kismis vatkana’

Ren3 - Vitis hibrid *Regent’ _ Fischer et al. 2004

V. amurensis "Ruprecht’

V. amurensis Schwander et al., in prep

Fischer et al. 2004

Di Gaspero et al., in prep
Moreira et al. 2011
Hoffmann et al. 2008

<
QD
3
=
=
@
>
@
[

Ren4 V. romanetii Dominans, preinf., nem Ramming et al. 2011
’C166-026° rassz specifikus Riaz et al. 2011
’C166-043° Mahanil et al. 2010
’C87-41°
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 Novényanyag

A vizsgalatok ndvényanyagat a pécsi Szolészeti és Boraszati Kutatointézetében ifj.
Kozma Pal és munkatarsai allitottdk eld. A Bouquet (1986) altal 1étrehozott VRH 3082-1-42
jeli BC4 lisztharmat és peronoszpdra rezisztens hibridet az érzékeny Cardinal (02-02
hibridcsalad) és Kismis moldavszkij (02-01 hibridcsalad) csemegeszolo fajtakkal keresztezték
(14. abra). A 02-02 BCs hibrid nemzedék 150, a 02-01 csalad 54 magoncat vizsgaltuk a RUN1

¢s RPV1 lisztharmat és peronoszpodra rezisztencia génekkel kapcsolt molekularis markerekkel.

l

F1 NC 6-15 x Cabernet sauvignon

l

BC1 VRH 8628 x Grenache noir

l

BC2 VRH 5-18-79 x Merlot noir

l

BC3 VRH 1-28-82 x Aubun

l y % X, BC4 VRH 3082-1-42 x Kismis moldavszkij
BC4 VRH 3082-1-42 x Cardinal l
BC5 02-2 hibridesalad / 1§ BCeS02L
" hibridcsalad

(Kozma jr., 2002)

14. abra: A Pseudo-Backcross modszerrel eléallitott 02-1 és 02-2 hibridcsalad
(Kozma jr., 2002)
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3.2 Alkalmazott modszerek

3.2.1 DNS-extrakcio

Elsé 1épésben, a lisztharmat-fertdzési tlinetekben eltéré 20-20 ndvény vizsgalatat
végeztiik el a 02-02-es hibridcsaladban, ezutdn a hasadé BCs nemzedék 150 egyedét
elemeztiik a sziilékkel egyiitt (rezisztens sziild: [M. rotundifolia x V. vinifera] BC,; fogékony
sziild Cardinal fajta). Ezt kovetden vizsgaltuk a BCs x Kismis moldavszkij (02-01-es
hibridcsalad) lisztharmat tiinetek alapjan nem szelektalt 50 egyedét.

Mind a (M. rotundifolia x V. vinifera) BC, x Cardinal 02-02, mind pedig a (M.
rotudifolia x V. vinifera) BC4 x Kismis moldavszkij 02-01 hibridcsaladbol szarmazé BCs
egyedek friss, fiatal hajtascsucsi leveleit valogattuk ki DNS izolalasra.

A genomi DNS-t a Qiagen cég DNeasy Plant Mini Kit DNS-izolalé rendszerrel vontuk
ki (A részletes leirast a 7. 1. szamu melléklet tartalmazza).

A sejtmagbol izolalt DNS mindségét €s mennyiségét egyrészt agaroz gélen etidium—
bromidos festést alkalmazva hataroztuk meg, masrészt NanoDrop ™ ND-1000 késziilékkel
ellendriztiik (A moddszer részletes leirasat a 7. 4. melléklet tartalmazza).

crer

az abszorpcios gorbe lefutdsabol a DNS minta tisztasagara is kdvetkeztethettiink.

3.2.2 Polimeraz lancreakcié (PCR)
CAPS modszer; restrikcios emésztés és mikroszatellit elemzés

A molekularis vizsgalatokat Halasz et al. (2005 a. és 2005 b.) szerint hajtottuk végre. A
PCR-RFLP reakciokhoz a GLP1-12P1 ¢s a GLP1-12P3 primereket és ECORI restrikcids
enzimmel vald emésztést alkalmaztunk (Donald et al. 2002), a mikroszatellit elemzésekhez a
VMC4£3.1 (Di Gaspero et al. 2000), VMC8g9, VMC4f.3.1 (Barker et al. 2005) és VMC1g3.2
(Merdinoglu et al. 2003) SSR primereket hasznaltuk, a BAC-klon-spcifikus szekvenciakat
(CB69.70, CB137.138) Ian Dry (CSIRO, Ausztralia) bocsatotta rendelkezéstinkre.

A polimeraz lancreakciok végtérfogata 25 ul volt, mely 25-50 ng genomi DNS-t és az 5.

tablazatban feltiintetett komponenseket tartalmazza.
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5. tablazat: A rezisztencia-analizis soran alkalmazott reakcidelegy Osszetétele

Alkalmazott Koncentracié
mennyis€ég/minta
PCR-puffer 2,5l 1x
dNTP mix (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 0,6 ul 75 uM
MgCl, 1l 3mM
Primerl 2,5l 1,2 uM
Primer2 2,5l 1,2 uM
Tag-polimeraz (Westeam) 1ul 1 Unit
loncserélt viz 13 ul -
DNS-minta 5l 25-50 ng/ul

A reakciot Bio-Rad iCycler késziilékben végeztiik, a kovetkezé program alapjan: 2
perc 95 °C elddenaturacid, amit kovetett 35 cikluson keresztiil 30 mésodperc 95 °C
denaturdcio, 30 madasodperc 57-58 °C primer kapcsolédds, 1 perc 30 madsodperc 72°C
polimerizacid, az utolsé ciklus utan 2 perc 72°C utdpolimerizacio. A PCR-ekben a RGA
eredeti (CAPS/GLP1-12), BAC-klon eredeti (CB69; CB70, CB138, CB139) ¢és
mikroszatellit (WVMC4f3.1, VMCB8q9, VMC1g3.2) primereket alkalmaztunk.

A GLP1-12P1 és GLP1-12P3 (Donald et al. 2002.) primerekkel az PCR-RFLP, vagy
mas néven a CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) modszert alkalmaztuk
(Konieczny és Ausubel, 1994.). Ehhez a PCR-t kovetden az amplifikdtumok restrikcios
emésztésére volt sziikség. A PCR termék 10 pl-ét ECORI restrikciés enzimmel hasitottuk,
melyhez 0,5 pl EcoRI (10 u/ul; Fermentas) enzimet, 3 ul vizet és 1,5 ul puffert (Fermentas,
Tango ™) adtunk, majd az elegyet 1,5 — 2 6ran at 37 °C-on inkubaltuk.

A mikroszatellit elemzéshez a VMC4f3.1, VMC8g9 ¢és VMC1g3.2 mikroszatellit
forward primereit Cy-5 festékkel (fluoreszcens) jeloltettiik meg, igy az ALF Express Il.
(Amersham Biosciences, AP Hungary Kft. Budapest) késziilék segitségével a pontos
allélméretek meghatarozhatok. A Barker és munkatarsai altal leirt CB primer szekvencidkat
(Barker et al. 2005), amelyek BAC-klon eredetliek és RUN1 specifikus dominans markerek,
Ian Dry bocséatotta rendelkezésiinkre. Lokalizaciojuk a 13. dbran lathato.

A VMCB8g9 mikroszatellit primerrel kapott allélokat nemcsak poliakrilamid gélen,
hanem metaphor agar6z gélen (Cambrex Bio Science, Rockland, ME, USA) 1xXTBE puffer
alkalmazasaval is elvalasztottuk.

Az alkalmazott primerek szekvenciait a 6. tablazat tartalmazza.
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6. tablazat: Az alkalmazott primerek szekvenciai

Primer neve Szekvencia Kapcsolodasi ~ Hossz Tipus Hivatkozas
(5°-3”) hémérseklet
GLP1-12P1 | GGAATATTTACTT 57°C 21 RGA
GGACATCG Donald et
GLP1-12P3 | CATTTGAATTGGA 57°C 21 RGA al. 2002
CGATACTC
VMC8g9-F | AACATTATCAACA 58°C 24 SSR
ACATGGTTTTA
VMC8g9-R | ATATTCATCCTTC 58°C 22 SSR
CCATCACTA
VMC4f3.1 | AAAGCACTATGGT 58°C 22 SSR
F GGGTGTAAA Barker et al.
VMC4f3.1 | TAACCAATACATG 58°C 22 SSR 2005
R CATCAAGGA
VMC1g3.2 | GATAGTTACCATA 58°C 23 SSR
F CTTAGTCGGA
VMC1g3.2 | ACTTAGCTTCAGA 58°C 23 SSR
R AGAAAATAGA
CB69 GAAAGTAAGGAG 57°C 20 BAC klon
ACAAGGCG eredeti
CB70 CACTTGCTTCTCC 57°C 20 BAC klon lan Dry
ATTACCC eredett 4
CB137 | GGATAGGACATGC 57°C 18 | BAC klon Szl?.nel yes
TATCG eredeti 0ZIes
CB138 CATCTTTTCAGGG 57°C 19 BAC klon
ATCGAG eredetd

A PCR termékeket €s az emésztett fragmentumokat is gélelektroforézissel valasztottuk

el. A 15. abra részletesen bemutatja az elvalasztds menetét a GLP1-12P1 és GLP1-12P3

primerekkel ¢és a restrikcids emésztést kovetden, valamint a VMC4f3.1, VMC8g9,

VMC1g3.2, CB69.70 és a CB138.139 primerekkel végzett vizsgalatok soran.
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GLP12-P1 VMCS8g9 VMCA4£3.1
GLP12-P3 VMCl1g3.2

PCR termék
elvalasztiasa
3.5%
metaphor gélen

(Cambrex,
v v USA) v

(Promega, USA)

. |

PCR termék jelolése

Restrikeiés oy 5 flyoreszcens

emesztes festékkel, elvalasztasa

(EcoRl) 8%0-0s denaturalo
poliakrilamid gélen

l (3.2.3. ALF)

Emésztett PCR
termék elvalasztasa
1.5%0-0s agaréz gélen
(Promega, USA)

CB69.70
CB138.139

N

y

PCR termék elvalasztasa 1.5%-o0s agaro6z gélen

PCR

15. abra: A fragmentumok elvalasztdsanak és detektalasanak folyamatabraja

A fragmentumok elvalasztashoz 1,5%-os agar6zt (Promega, USA) vagy 3,5%
metaphor agardz gélt (Cambrex, USA), és 1x TBE puffert (89 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA)
hasznaltunk. A gélt 1,5 mg/ml (1,5 pl / gél) etidium-bromid oldattal festettiik. A mintak

felviteléhez 3 pl (mintanként) bromfenol-kék festéket hasznaltunk. A fragmentumokat UV-

lampa segitségével tettiik lathatova. A fragmentumok méretét 50 bp-os €s 100 bp-0s molekula

tomegmarkerekhez (GeneRuler 100 bp vagy 50 bp Ladder Plus, Fermentas, Lithuania,

BIOCENTER Kft, Szeged) viszonyitottuk.
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3.2.3 ALF — Automata Lézer Fluorométer

A pontos allélméret meghatarozast az ALF Express II. késziilékben végeztiik el (7.2.
melléklet), mely soran a VMC413.1, VMC8g9 és a VMCl1g3.2 forward primereit Cy-5
fluoreszcens festékkel jeloltik meg (IDT Inc., BioSciences Kft. Budapest), mely voros
1ézerfénnyel gerjeszthetd. A jelolt nukleinsav mintdkat 8%-os denaturald poliakrilamid gélen
(ReproGel - Amersham Biosciences, AP Hungary Kft. Budapest) valasztottuk el.

A denaturdlo gélkazettat kozvetleniil a vizsgalat elott készitettiik el. A kazetta egy
termo—¢s egy feddlemezbdl all, mely kozé, még a folyékony allapotban 1évé 8 %-0s
poliakrilmaid gélt, egy specialis kiontd tubus segitségével juttattuk be. Ezt kovetéen az un.
»fesll” behelyezésével zsebeket alakitotunk ki a gél felsé részén, amely megfeleld a 6-10 pl
térfogati minta befogadasara. A fésii behelyezését kovetden a kazettdban talalhato gélt 10
percig UV fénnyel szilarditottuk meg. A gél vastagsaga a ,,spacerek” (a két iiveglap kozotti
tavolsag beallitasara szolgalo iiveglemezek), valamint a ,,féstik” fliggvényében 3 mm vagy 5
mm lehet. Vizsgalataink sordn az elvalasztast 5 mm vastagsagu gélen végeztik. A
megszilardult gélt 0,5 X TBE pufferbe helyeztiik (pH = 8,13 — 8,23), a fluoeszcensen jeldlt
mintakhoz hozzaadtuk a molekulatomeg standardokat ¢és a denaturalast végeztiink a Bio-Rad
1Cycler késziilékben.

A vizsgalataink soran kapott allélméretek a 100 — 190 bp mérettartomanyba estek,
ezért a 95 bp, 275 bp vagy 300 bp kozotti molekulatomeg standardot alkalmaztuk. Az

elvalasztashoz és a detektalashoz a 7. tablazatban foglalt paramétereket hasznaltuk.

7. tablazat: ALF Express Il. késziilék beallitasi paraméterei

Hémérséklet 55°C
Fesziiltség 1000 Volt
Aramerésség 45 mA
Teljesitmény 30 Watt
Futtatasi ido 2 bra
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4 EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

41 A RUNI1 lisztharmat rezisztencia génnel Kkapcsolt molekularis

markerek a BC, x Cardinal hibridcsaladban (02-02-es csalad)

A 02-02 hibridcsalad 20 tlinetmentes és 20 fertdzott egyedét vizsgaltuk eldszor a
Donald és munkatarsai altal leirt GLP1-12P1 - GLP1-12P3 primerparral (Donald et al. 2002).

A primerek alkalmazédsakor mind a 40 egyed esetében felszaporodott a vart 870 bp
méretli fragmentum, amely a GLP—primerpar eredményes miikodését igazolta (16/A és 16/B
abra), de az igy kapott monomorf mintdzat nem volt alkalmas a lisztharmatfert6zést mutato,

valamint a tiinetmentes egyedek elkiilonitésére.

M R1T R2 R3 R4 RS R6E RY R8 RS 51 53 54 | 10 BC4 Card

\
2

70 bp

551 357 S14 545 550 S

AlHeeet

270 h P

16/A és 16/B abra: A BCs nemzedék kiilonb6z6 genotipusainak vizsgalata a GLP1-12P1 -
GLP1-12P3 primerparral. A 870 bp méretli fragmentum minden mintaban felszaporodott,
monomorf mintazatot eredményezve.

58



A PCR termék ECORI enzimmel valé emésztése utain (PCR-RFLP) a genotipusok
egyértelmilen megkiilonboztethetdek voltak egymastol: mig a fogékony ndvények DNS-Ebdl
szarmazd fragmentum nem emésztédott, addig a tiinetmentes novények esetében a 870 bp
mellett egy 670 és 200 bp méretli szakasz jelent meg az agardz gélen (17. abra). Ezzel
nemcsak a GLP1-12P1 - GLP1-12P3 primerpar RUN1 markerként torténé alkalmazhatosagat
bizonyitottuk, hanem azt is, hogy a rezisztens egyedek heterozigotak a Runl lokuszra.

Ezt kdvetéen a (M. rotundifolia x V. vinifera) BC4 x Cardinal 02-02 hibridcsalad tobbi
egyedét, Osszesen 150 utodot is teszteltiink a GLP-primerparral. Hatvanhat tiinetmentes utod
esetében kaptunk a 17. dbra R1; R2 genotipusaval azonos mintdzatot a 870 bp méretli PCR
fragmentum EcoRI emésztése utan, és 63 utdod S1; S2 genotipusu. Ez — egy kivétellel —

megegyezett a fenotipizalasi eredményekkel.

- - _—

670 bp —~

200 bp=——

M: Molekula témeg marker (Fermentas 100 bp ladder plus)

R1; R, (A): a lisztharmat tiinetekt6l mentes

S1; S, (A): a fert6zott vonalak PCR fragmentumai a GLP1-12P1P3 primer parral
R1; R, (B): tiinetmentes (rezisztens) egyedek a PCR termék restrikcios emésztése
utan (EcoRlI)

S1; S, (B): fert6zott (fogékony) egyedek mintazata a PCR termék restrikcios
emésztése utan (ECORI)

17. abra: A 02-02 hibridcsalad néhany egyedének vizsgalata GLP1-12P1; GLP1-12P3 primerparral

A GLP1-12P1; GLP1-12P3 mellett két mikroszatellit primerpart, VMC4f3.1-et és VMC8g9-
et (Barker et al. 2005), is bevontuk a vizsgalatokba. Mind a VMC4f3.1 mind, pedig a
VMC8g9 esetében meg kellett hatdroznunk a RUN1 génnel kapcsolt markerallél méretét.

A VMC413.1 primerparral kapott ALF-elemzés egy részletét mutatja be a 18. abra. A
rezisztens BC,4 genotipusa 184:186, a szenzitiv Cardinal-¢ 164:164 bp. A szegregaldo BCs
nemzedékben az ellendlld egyedek genotipusa a VMC4f3.1 markerrel 164:186 bp, mig a
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fogékonyaké 164:184 bp, tehat csak 2 bp kiilonbség van a rezisztencidt vagy a fogékonysagot
jelzé markerallél kozott.

A rezisztens BC,4 genotipusa VMC8g9 primerrel 160:167 bp, a fogékony Cardinal-¢é
179:179 bp. A szegregdlo BCs nemzedékben a rezisztens egyedek a VMC8g9 markerrel
160:179 bp, a fogékonyak 167:179 bp genotipustak, azaz a 160 bp hosszasagu fragmentum
kapcsolt a RUNL1 rezisztencia génnel. A VMC8g9 alkalmazasakor a kapott ALF
eredményeket a 23. abra mutatja be.

A GLP1-12P1 - GLP1-12P3 primerpar és a két mikroszatellit (VMC413.1 ¢és a
VMC8g9) marker alkalmas a MAS-ra, de a GLP1-12P1P3 alkalmazasat nehézkessé teszi,
hogy a PCR terméket restrikcids endonukledzzal meg kell emészteni. A SSR markerek
esetében viszont a pontos allélméret meghatarozasahoz fluoreszcens festékkel jelolt forward
primereket és specialis berendezést kell alkalmazni.

A MAS rutinszerii gyakorlati alkalmazasa, egyszerien kivitelezhetd modszereket
igényel. A VMC4{3.1 esetében a 2 bp-os kiilonbség kimutatasara, még a j6 mindségli, nagy
felbontoképességli agardz gélek sem haszndlhatdak, ezért Automata Lézer Fluorométert

(ALF) hasznaltunk.

'lEﬁ ann
95 %Jﬂf“ 0
2 oy A 00,

95 164 164 aon
i 7 ¢ g
V- yingfen ov. Cardinal
a5 1?\\_ 2 00
il iy
95 %1&& B4 300

18. abra: A VMC413.1 mikroszatellit primerekkel kapott néhany genotipus ALF Express II.
késziilékkel készitett elektroforetogramja

A VMC8g9 esetében a 160-167 bp—os allélek elkiilonitésére érdemesnek latszott az
egyszerlibb, agaroz alapu elvalasztasi technika kidolgozésa, ezért a VMC8g9 PCR termekeket
nagy felbontd képességli 3,5% metaphor agardz gélen is elvélasztottuk. A 19. abran jol
lathatd, hogy a rezisztens és a fogékony genotipusok jol elkiilonithetéek egymastol. Az
ellendlld6 mintdk fragmentumai 160:179 bp, a fogékony egyedek allélméretei 167:179 bp

méretiek.
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179 bp

|

160 bp

167 bp

Cd: Cardinal (szenzitiv)
BC,: az ellenall6 (rezisztens) sziilé (VRH

3082-1-42)

R1; R, (C): rezisztens mintak
S1; S, (C): fogékony egyedek

19. abra: A 02-02 hibricsalad egyedeinek vizsgalata VMC8g9 primerrel — a fragmentumok

elvalaszasa metaphor gélen (3,5%)

A mikroszatellit analizis arra is lehetdséget ad az allélméretek alapjan, hogy az idegen

megporzasbol szarmazd egyedeket kizarjuk a nemesitési munkabol. Az ilyen eltérd, a sziiloi

kombinacioknak nem megfeleld allélméretek, illetve bizonytalan fenotipizalas miatt 21 mintat

Kihagytunk az adatok értékelésébdl. A 8. tablazatban foglaltuk 6ssze a hasadé nemzedék 129

tagjara ¢és a sziilokre vonatkoz6 adatokat.

8. tablazat: A lisztharmat-fert6zési tiinetek és a markerekkel kapott eredmények 6sszehasonlitasa
(az arnyé€kolt szamok a rezisztenciat jelzo allélméreteket jeldlik)

| Fenotipus | Molekularis markerek
Tiinet- . VMC4f3.1 VMC8g9
mentes | | ertozott G allélek (bp) allélek (bp)
. S
Fajta R (@aPCR
R S fra(glnf;zm fragmentum R S R S
e Ecr(])snl]-el 186 184 160 167
A emésztodott)
. 164: 179:
Cardinal - + - + 164 179
184: 160:
BC, * ] * - 186 167
BCs 164: | 164: 160: 167:
névények 67 62 66 63 186 | 184 | 179 179
| | | | | . 6L | 68 | 66 | 63
o | 0,193 | 0,068 | 0,378 | 0,068
X2
Yates 0,124 0,031 0,193 0,031
korrekcioval
2 r y
% érték
(P=0,5%) 3,84
»Rekombinins™ genotipusok 1/129=0,007 13/129=0,100 5/129=0,038
aranya

61




Az liveghazi fertézést kovetden a tiinetmentes €s a fert6zott novények 67: 62-es aranya a
mendeli 1: 1l-es haradasi aranynak felel meg. A GLP1-12P1 — GLP1-12P3-as markerrel
ugyanezekre a vonalakra 66: 63-as, a VMC4f3.1 markerrel 61:68, és a VMC 8g9 markerrel
66:63 hasadasi aranyt kaptunk. A hasadasi aranyokat Xz probaval értékelve a fenotipusos és a
marker genotipusok 1:1 aranya staisztikailag is igazolhato.

Mindharom marker esetében talaltunk olyan genotipusokat, amelyek rezisztens
fenotipusnak bizonyultak, ugyanakkor nem a rezisztencia markerallélt hordoztak:

» aGLP1-12P1 — GLP1-12P3 PCR fragmentum nem emésztédott ECORI enzimmel,
» a VMC8g9 160 bp méretii fragmentuma helyett a 167-es volt megtalalhato benniik,
» a VMC413.1 esetében pedig az ellenalld fenotipushoz nem tartozott a rezisztenciat

jelzo markerallél.

A feltételezett ,,rekombinansok” megjelenése ellenére a GLP1-12P1 - GLP1-12P3, a
VMC413.1 és a VMC8g9 markerek alkalmasak molekuléris szelekciora (MAS), hiszen a
marker-genotipus alapjan 90-99%-ban olyan novényeket valogatunk ki, amelyek tartalmazzak
a RUN1 dominans lisztharmat rezisztenciagént. A VMC4f3.1 esetében egy 186 bp, a
VMC8gY alkalmazésakor, pedig egy 160 bp méretii allél bizonyult lisztharmat rezisztenciaval
kapcsolt markernek.

A ,rekombinansok™ tovabbi elemzése a fenotipizalas €s a molekuldris elemzések
megismétlését, illetve bovitését igényelné, amellyel bizonyithaté, hogy valdodi
rekombinansokat talaltunk-e vagy kisérleti hiba fordulhatott el.

A VMC8g9 alkalmazdsa megbizhaté sziirést tesz lehetévé. A gyorsasag és
hatékonysag szempontjabol dolgoztuk ki azt a moddszert, mely lehetdvé teszi az egyszerli
PCR-el kapott 160-167 bp méretii fragmentumok elkiilénitését metaphor agardz gélen (3,5%)
is. A feltételezett rekombindnsok szamat figyelembe véve is 96%-0s megbizhatosaggal
szelektalhatoak a rezisztens genotipusok.

Az eddig ismertetett 3 marker mellett tovabbi két BAC klon eredetli dominans markert,
a CB69.70-et és a CB137.138-at (Ian Dry személyes kozlés) is bevontuk a 02-02 BCs
hibridcsalad elemzésébe. A vizsgalat célja az volt, hogy igazoljuk a két BAC klon eredeti
dominans marker miikodését a 02-02 BCs utdédnemzedék egyedein, ami még egyszeriibb
szlrést tesz lehetové.

A PCR-t kovetd agaroz gélelektroforézis bizonyitotta, hogy az ellenalld és fogékony

egyedek elkiilonithetéek egymastol a két dominans markerrel. A rezisztens egyedeket a
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CB69.70 alkalmazasakor egy 157 bp méretli fragmentum felszaporodasa jelezte, mig a
szenzitiv utddok esetében nem kaptunk PCR terméket. A CB137.138 markerrel végzett
reakciot kovetden, a CB69.70-hez hasonléoan a DNS fragmentum megjelenése vagy hianya
volt tapasztalhato: az ellenalld egyedeknél egy 277 bp méretii fragmentum szaporodott fel. A
kapott eredményeket a 20/A ¢és 20/B. abra foglalja dssze.

20/A és 20/B. abra: A 02-02 hibricsalad egyedeinek vizsgalata CB137.138 és CB69.70 primerekkel
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4.2 A RUNL és az RPV1 peronoszpora rezisztencia génekkel kapcsolt

molekularis markerek a BC, x Kismis moldavszkij hibridcsaladban

A BC, x Cardinal hibridcsalad eredményei alapjan a vizsgalatainkat kiterjesztettiik a
(M. rotudifolia x V. vinifera) BC, x Kismis moldavszkij keresztezésb6l szarmazo 02-01-es
hibridcsalad 50 szelektalatlan, szabadfoldbe kiiiltetett magoncara is.

Ahogy maér emlitettik a VMCA4f3.1 primer esetében a rezisztenciaval, illetve az
érzékenységgel kapcsolt markerallélek méretkiilonbsége csak 2 bp (184-186 bp) — amely még
az ALF Express II. késziilekkel is tobbszori ismételt elemzést igényel. Ezért ezt a markert a
tovabbi elemzések (BC,4 x Kismis moldavszkij) soran nem alkalmaztuk, a késobbi MAS-bdl is
kizartuk.

Errdl a hibridcsaladrol mesterséges fert6zési adatok nem alltak rendelkezésiinkre, csak
egyszeri szabadfoldi természetes peronoszpdra fert6zottségi tiinet-felvételezés tortént. A
felvételezések alapjan 20 egyed bizonyult fertdzottnek és 30 tiinetmentesnek. A sziiloket és a
hasadé nemzedéket a BC,; x Cardinal csaldd elemzése soran bevalt VMC8g9 mellett a
VMC1g3.2 SSR markerrel, valamint a CB69.70 és CB137.138 BAC klén eredetii dominans
markerekkel is megvizsgaltuk. A VMClg3.2-t Merdinoglu et al. (2003) az RPV1
markerezésére javasolta, Eibach et al. (2007) pedig a RUNL1 lisztharmat rezisztenciagén
jelenlétének bizonyitasara alkalmazta. A lokusz pozicidja a 11. dbran lathatd. A CB69.70 ¢és a
CB137.138 markerek lokalizacidjat a 13. abra mutatja.

A sziilok és a 02-01 BCs nemzedékben az utddok lehetséges VMC8g9 és VMCl1g3.2

genotipusait a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: A sziil6k genotipusa a 02-01 BCs hibridcsaladban

VMC8g9 VMCl1g3.2.
BC4 160:167 122:140
Kismis moldavszkij 160:174 128:142
RUN1+/RPV1+ 160:160 122:128
Genotipusok 160:174 122:142
runl-/rpvl- 160:167 128:140
genotipusok 167:174 140:142
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Mivel a fogékony Kismis moldavszkij sziil6 is tartalmaz a VMC8g9 lokuszban egy 160-
as, a BC4 x Cardinal csaladban a rezisztenciat jelz0 markerallélt, ezért az utddnemzedékben
nem a 160 bp markerallél jelenléte, hanem a genotipus alapjdn lehet szelektalni. Tehat,
RUN1-et hordozo (feltételezhetéen rezisztens) egyedek 160:160 bp, illetve 160:174 bp
allélosszetételiek (21. abra). A VMCl1g3.2 markernél a BC, 122:140 bp, a Kismis
moldavszkij 128:142 bp ¢és az utddnemzedék peronoszpodra tiinetmentes egyedei 122:128 bp
vagy 122:142 bp genotipustiak. Ezért megallapithatd, hogy a 122 bp allél egyértelmiien jelzi a
Runl/Rpvl lokuszok jelenlétét.

8,0 167 174 50 qq
9\ _/\

a __/51\60 250 /\25

850 160 174 2750 ; 8
= Vs O
167

950 160 2750 ,
fol A
; P L
850 160 167 27750 BG4
0 -~ P

21. abra: A VMC8g9 mikroszatellit primerekkel kapott néhany eredmény - az ALF Express 1.
késziilékkel készitett elektroforetogram

A CB69.70 és CB137.138 BAC klon eredetii dominans markerekkel végrehajtott PCR a
CB69.70 primer esetében az ellenallo egyedeknél egy 157 bp méretli fragmentumot, mig a
CB137.138 primer esetében egy 277 bp méretii fragmentumot eredményezett a BC,xCardinal
utddokban. A fogékony egyedek esetében a fragmentumok hidnya volt tapasztalhat6. A
fragmentumok megléte, illetve hidnya igazolhato a BC,xKismis moldavszkij magoncok

esetében is, mely a 22/A és 22/B. abran lathato.
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87 90 95 64 101 M 104 108 113 115 119 128 BC4 C EM M

-1 hibndcsalad

53 54 55 C Km BCS M

02-01 hibridesalad

22/A és 22/B. abra: A BC,xKismis moldavszkij (02-01) hibricsalad egyedeinek vizsgalata CB69.70
¢s CB137.138 primerekkel

A 10. tablazat a szant6foldi fertézottség, valamint a CB69.70, CB137.138, VMC8g9 ¢és

a VMCl1g3.2 marker genotipusokat foglalja 6ssze az utodnemzedékben.
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10. tablazat: A peronoszpora-fertdzési tiinetek és a markerekkel kapott eredmények Gsszehasonlitasa
a 02-01 hibridcsaladban

Minta sorszim | ts:;:’;‘s’ft‘::ﬂztifg;‘:;ff::;e CB69.70 | CB137.138 | VMC8g9 | VMC1g3.2
BC4
@ + + 160:167 122:140
Kismis
+ 1%} %] 160:174 128:142
moldavszkij
Cardinal + @ %} 179:179 136:140
,»Rezisztens” 160:174 122:128
genotipusok 160:160 122:142
Szenzitiv 160:167 128:140
genotipusok 167:174 140:142
5 + 1%} 4] 167:174 140:142
7 + 1%} %) 160:167 128:140
8 14} + + 160:174 122:142
9 @ 1%} + 160:174 122:142
10 + 1%} 4] 160:167 128:140
12 + 1%} %] 160:167 128:140
13 @ + + 160:174 122:142
16 @ + + 160:174 122:142
17 + 1%} 4] 160:167 128:140
19 + 1%} (4] 167:174 140:142
23 1%} + + 160:160 122:128
25 + 14} 4] 160:160 128:140
26 4] + + 160:160 128:140
30 + 1%} %] 160:167 128:140
32 1%} 1%} %) 160:174 122:128
37 + 14} 4] 167:174 140:142
41 4] + %) 160:160 122:128
44 7} + + 160:160 122:128
46 + @ (%] 160:167 122:128
49 + 14} (4] 167:174 140:142
53 %] + + 160:160 122:128
54 %] + + 160:174 122:142
55 1%} ] 160:160 122:128
64 4] + + 160:160 122:128
68 %] + + 160:160 122:128
69 o + + 160:174 122:128
70 @ + + 160:160 122:128
73 + 14} (4] 160:167 128:140
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A szabadfoldi peronoszpora
Minta sorszam CB69.70 | CB137.138 | VMC8g9 | VMC1g3.2
fertozéses tiinetek eredménye
76 %] + + 160:174 122:142
81 4] + + 160:174 122:142
85 %] + + 160:160 122:128
87 %] + + 160:174 122:142
90 %] + + 160:174 122:142
95 %] + + 160:160 122:128
100 + 1%} %] 160:167 128:140
101 + 14} (4] 160:167 128:140
104 @ + + 160:174 122:142
108 + (%] %] 160:160 122:142
113 + 1%} 4] 167:174 128:140
115 + 14} 4] 167:174 140:142
119 @ + + 160:160 122:128
122 %] + + 160:160 122:128
128 + 1%} 4] 167:174 140:142
133 + 1%} %] 160:167 128:140
140 @ (%] + 160:174 122:142
148 4] + + 160:174 122:142
152 @ (%] + 160:174 122:142
153 + 14} (4] 167:174 140:142
163 2 + 160:174 122:142
167 + + 160:174 122:142

* Az eltérések kék szinnel jelolve.

O-jelolés: A fenotipusos vizsgalat soran fertdzési tiineteket nem mutato egyedek, valamint a

CB69.70 ¢és CB137.138 markerekkel végzett reakcid sordn a rezisztenciat jelzé fragmentumok

hianyat jeldli.

+-jelolés: A fenotipusos vizsgalat soran fertdzési tiineteket mutato egyedek, valamint a CB69.70

és CB137.138 markerekkel végzett reakcio soran a rezisztenciat jelz6 fragmentumok meglétét

jeloli.

Ugyanerre a vonalra a CB69.70, CB137.138, VMC8g9 és VMC1g3.2 markerekkel kapott

hasadasi aranyokat a 11. tablazat tartalmazza.
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11. tablazat: A 10. tablazat adatainak Osszesitése: a peronoszpoéra felvételezés, a markerekkel kapott
genotipusok 6sszehasonlitasa a BC4 x Kismis moldavszkij csaladban (az adatok darabszamként
értenddek)

Fenotipus: peronoszpdra tiinetmentes 30

Fenotipus: peronoszpéra fert6zott

|

VMC8g9 rezisztens genotipus:
RUN1+/RPV1+ genotipus

32

VMC8g9 szenzitiv genotipus

VMC1g3.2 rezisztens genotipus:
31
RUN1+/RPV1+ genotipus

VMC1g3.2 szenzitiv genotipus

CB69.70 pozitiv genotipus:
24

RUN1+/RPV1+ genotipus

CB69.70 negativ genotipus

CB137.138 pozitiv genotipus:
27

RUN1+/RPV1+ genotipus

CB137.138 negativ genotipus

A négy markerrel (CB69.70, CB137.138, VMC8g9 és VMCl1g3.2) elvégzett kisérletek
alapjan 11 minta esetében tapasztaltunk diszkrepanciat, vagy a szabadfoldi
peronoszporafertdzési tlinetek, vagy pedig valamely marker altal adott eredmény alapjan. Az

eltéréseket a 12. tablazatban foglaljuk 6ssze.
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12. tablazat: A peronoszpoéra-fertézési tiinetek és a markerekkel kapott eltéré eredmények
Osszehasonlitasa és értékelése a 02-01 hibridcsaladban

Minta A szabadf6ldi peronoszpéra fertézéses tiinetek
ST A CB69.70 | CB137.138 | VMCB8g9 | VMCl1g3.2

° 9 %) + R R
25 + 0 0 R S
26 7 T " R 5
32 2 7} %) R R
41 17 n 3 R =
46 + 0 3 S =
55 a9 7] 2 R R
108 n 0 o R =
140 17 o " R =
152 17 0 " R =
163 17 0 " R =

* Az eltérések kék szinnel jeldlve.

* A 108-as minta eredményei piros szinnel jeldlve.

O-jeldlés: A fenotipusos vizsgalat soran fert6zési tiineteket nem mutatd egyedek, valamint a CB69.70
és CB137.138 markerekkel végzett reakcio soran a rezisztenciat jelz6 fragmentumok hianyat jeloli.
+-jelolés: A fenotipusos vizsgalat soran fertézési tiineteket mutatd egyedek, valamint a CB69.70 és

CB137.138 markerekkel végzett reakcio soran a rezisztenciat jelz6 fragmentumok meglétét jeldli.

A vizsgalatok sordn az egyszeri fenotipizdlds ¢és a marker-genotipus kozott a
legnagyobb eltérést a CB69.70 markerrel kaptuk. A Runl és Rpvl lokuszok sematikus és
fizikai térképe alapjan (14. és 16. abra), a két lokuszhoz a legkozelebb a VMCl1g3.2, mig a
legtavolabb a CB69.70 és a CB137.138 helyezkedik el. A nagyobb eltérésszam ezzel is
indokolhatd, azonban a 02-0l-es hibridcsaladrol mesterséges fert6zési adatok nem alltak
rendelkezésiinkre, igy a tlinet-felvételezési adatok csak tajékoztatd jellegiiek. A 14.
tablazatban a fert6zottségi adatokat nem vettiik figyelembe. A genotipizalds ereményeit
tekintve a 108-as egyednél ellentmondas van a CB69.70 - CB137.138 markerekkel kapott
eredmény és a VMC8g9 - VMC1g3.2 markerekkel meghatarozott genotipusok kozatt.

Figyelemre méltd, hogy a VMC8g9 és a VMC1g3.2 koszegregacidja 3 eset (egyedek
szama: 25, 26 és 46) kivételével teljes, ami Ujabb bizonyitéka a RUN1/RPV1 szoros
kapcsoltsaganak és e két marker szelekciora, MAS-ra valo alkalmassaganak. A feltételezett
,rekombinansok™ ellenére a VMC8g9 és VMClg3.2 mellett a CB137.138, és CB69.70

markerek is alkalmazhatdak lehetnek gyors-sziirésre.
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4.3 Uj tudomanyos eredmények

1. Elsoként alkalmaztuk a lisztharmat / peronoszpdra rezisztencia génekel kapcsolt
molekularis markercket a BC; x Cardinal és a BC; X Kismis moldavszkij
hibridcsalddok genotipus 0sszetételének meghatarozasara.

2. Bizonyitottuk, hogy a CAPS-ben (PCR-RFLP) alkalmazott GLP1-12P1 - GLP1-12P3
primerek és a VMC41£3.1, VMC8g9 mikroszatellit hasznalhatosagat szelekciora a BCy
x Cardinal hibridcsaladban.

3. Meghataroztuk a VMC413.1 és a VMC8¢g9 mikroszatellit Iokuszban a rezisztencia
génnel kapcsolt allél méretét.

4. lgazoltuk a BC, x Cardinal hibridcsaladban a CB69.70 és a CBI137.138
alkalmazhatdsagat.

5. A VMCB8g9 esetében agardz gélelektroforézisen alapuld egyszertsitett genotipizalasi
modszert dolgoztunk ki.

6. Bizonyitottuk, hogy a VMC8g9 a BC4 x Kismis moldavszkij csaladban is alkalmas a
MAS-ra, annak ellenére, hogy a szenzitiv sziilé kozos allélt (160 bp) hordozza. A
genotipus alapjan azonban a szelekcié megbizhato.

7. Meghataroztuk a VMC1g3.2 mikroszatellit 16kuszban a rezisztencia génnel kapcsolt
allél méretét.

8. A VMCl1g3.2 primer bevonasaval megerdsitettiik a RUN1/RPV1 szoros kapcsoltsagat.

9. lgazoltuk a CB 69.70 és a CB137.138 dominans markerek hasznalhatosagat a BCy4 X

Kismis moldavszkij hibridcsaladban.
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Eredményeinkkel sikeriilt bizonyitanunk, hogy a hasad6 BC,4 x Cardinal (02-02) és a
BC, x Kismis moldavszkij (02-01) hibridcsaladok kiilonb6z6 fenotipusu egyedei, a
lisztharmat és peronoszpora rezisztencia génnekkel kapcsolt molekularis markerekkel
elkiilonithetéek egymastol a korai par lombleveles fejlédési szakaszban. Olyan rutinszeri
szelekcios modszert dolgoztunk ki, mellyel koltséghatékonyan valogathatjuk ki a hasado
hibridpopulacidkbol az értékes utddokat. Ennek révén a fenntartasi, a fernotipusos szelekcios
¢s bonitalasi koltségek is jelentdsen csokkenthetok.

A VRH3082-1-42 BC, x Cardinal hibridcsalad 150 magocanak vizsgéalata sordn
bizonyitottuk, hogy a RGA eredetli GLP1-12P1 — GLP1-12P3 primerpar (Donald et al. 2002)
kivaléan alkalmas a sikeres PCR, majd a termék ECORI enzimmel valé emésztése utan a
genotipusok egyértelmii elkiilonitésére. Ezzel, nemcsak a GLP1-12P1 - GLP1-12P3 RUN1
markerként torténd alkalmazhatdsagat bizonyitottuk, hanem azt is, hogy a rezisztens egyedek
heterozigdtak a Runl lokuszra. Az SSR analizisbe tovabbi két markert, a VMC8g9-et és a
VMCA4f3.1-et (Barker et al. 2005) vontuk be. Mind a két primer esetében meghataroztuk a
RUN1 génnel kapcsolt markerallél méretét. A legnagyobb rekombinacids szazalékot a
VMC4£.3.1 (10%), mig a legkisebbet a GLP1-12P1 — GLP1-12P3 adta (0,7%). A VMC8g9
esetében a feltételezhetden rekombinans egyedek ardnya 3,8% volt. A pontos allélméret
elemzéshez ALF Express II DNS fragmentum analizator és a primerek fluoreszcens jeldlése
sziikséges. Ezért a VMC8g9 esetében az ellendllo és fogékony egyedek elkiilonitésére
egyszeriibb mddszert dolgoztunk ki, az egymastol 7 bp-ban kiilonb6z0 szenzitiv és rezisztens
allélek elektroforetikus elvalasztasaval agaroz gélen.

Dominans BAC klon eredetli markereket (CB69.70 és B137.138) is bevontuk a
szelekcios vizsgalatokba, azért, hogy minél egyszeriibb és gyorsabb kivalogatasi mddszert
talaljunk. A CB69.70 és a CB137.138 markerek alakalmazhatdsagat is bizonyitani tudtuk a
02-02 hibridcsalad egyedein.

A 02-02 hibridcsaladdal kapott eredmények alapjan vizsgaltuk a VRH3082-1-42 BCy4 X
Kismis moldvszkij (02-01) csalad 50 szelektalatlan magoncat. Mivel a RUN1/RPV1 szoros
kapcsoltsagat tobb szerzd is leirta és megerdsitette a VMC8g9, CB69.70 ¢és CB137.138
markerek mellett, a VMC1g3.2 SSR lokuszt is bevontuk a vizsgalatokba, mivel néhany kutato

ezt az RPV1+ genotipusok szelekciojara alkalmazta. Mind a négy marker segitségével
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elkiilonithetéek a lisztharmat ¢és a peronoszpéra rezisztenciagéneket hordozo
(RUN1+/RPV1+) és a nem hordozo (runl-/rpvl-) egyedek egymastol.

Eredményeink alapjan javasoljuk a munkank soran felhasznalt markerek (GLP1-12P1 —
GLP1-12P3, VMC8g9, VMC4f.3.1, VMClg3.2, CB69.70 ¢s CB137.138) tovabbi szelekcios
vizsgalatokba torténd bevondsat. Olyan hibridcsaladok vizsgalatdra lehetnek alkalmasak,
melyek egyik keresztezési partnere (rezisztens sziild) a VRH2082-1-42 BC,, vagy barmely
olyan visszakeresztezett nemzedékbdl szarmazo ellenalld sziild (példaul: VRH3082-1-49,
VRH3084-2-56, VRH3099-10-57), amelyben a peronoszpora/lisztharmat rezisztencia forrasa
a Muscadinia rotundifolia. Olyan megbizhaté marker alapu rendszert dolgoztunk ki, amellyel
a PCR-t és a poliakrilamid vagy agardz gélelektrofotézist kovetéen a RUN1/RPV1 genotipust
egyedek kivalogathatoak. A VMC8g9, a VMClg3.2, a CB69.70 ¢é¢s CB137.138 markerek
alkalmassagat mas, halmozott rezisztenciagéneket tartalmazoé hibridcsaladokban (Kozma et
al. 2006) is eredményesen alkalmaztak (Katula-Debreceni et al. 2010), ami megerdsiti a

disszertaci6 eredményeit.
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6 OSSZEFOGLALAS

A Pécsi Tudomany Egyetem Sz6lészeti és Boraszati Intézetben 1étrehozott és fenntartott

02-02 BCs (M. rotudifolia x V. vinifera) BC, x Cardinal hibrid nemzedék 150 és a 02-01 (M.

rotudifolia x V. vinifera) BC, x Kismis moldavszkij nemzedék 50 szelektalatlan magoncat

vizsgaltuk a RUN1 és RPV1 lisztharmat és peronoszpora rezisztencia génekkel kapcsolt

molekularis markerekkel.

1/a.

1/b.

A RUN1 lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt molekularis marker
vizsgalatainkat a 02-02 hibrid nemzedék iiveghazban -eldszelektalt 20
tiinetmentes és 20 fertdzott egyedén kezdtiikk meg a GLP1-12P1 - GLP1-12P3
primerparral. Ezzel a primerparral genotipustol fliggetleniil egységesen minden
novényben egy 870 bp méretii PCR terméket kaptunk. A lisztharmattal
fert6zott és egészséges novények azonban a kapott PCR termék EcoRI
enzimmel valé emésztése utan (PCR-RFLP) egyértelmiien elkiilonithetové
valtak egymastol. A 20 tiinetmentes utddban a restrikcids hasitas utdn 3 DNS
fragmentumot kaptunk, az eredeti 870 bp, egy 670 és egy 200 bp méretii
szakasz, jelezve, hogy a tlinetmentes utoédok heterozigotak a GLP1 lokuszban.
A 20 fert6zott novény PCR terméke nem emésztédott. A 40 egyeden igazoltuk
a GLP1 marker, és a rezisztens fenotipus azaz a rezisztenciagén
A vizsgalatokat kiterjesztettiik a 02-02 hibridcsalad tovabbi 110 magoncéra,
valamint bevontunk a vizsgalatba a RUN1 lokusszal kapcsolt két mikroszatellit
primerpart is, a VMC4f3.1-et és a VMC8g9-et. A mikroszatellit elemzés soran
az allélméretek alapjan kizartuk az idegen megporzasbol szarmazo egyedeket,
amelyek nem felelnek meg a sziiléi kombinacioknak. Mindharom molekularis
marker esetében kozel 1:1 hasadast kaptunk. A legnagyobb rekombinacios
szazalékot a VMC4£3.1 (10%), mig a legkisebbet a GLP1-12P1 — GLP1-12P3
adta (0,7%). A VMC8g9 esetében a feltételezhetden rekombinans egyedek
aranya 3,8% volt.

A pontos allélméret meghatarozashoz ALF Express Il. DNS fragmentum

analizator és a primerek fluoreszcens jelolése sziikséges, ezért a VMC8g9
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esettben 160-167 bp méretii fragmentumok elkiilonitésére agardz
elektroforetikus modszert dolgoztunk ki. A PCR termékeket Metaphor agar6z
gélen is sikeriilt elvalasztanunk, tehat ebben az esetben a genotipizalas az
olcsobb agaroz elektroforézissel is megvalodsithato.

Munkéank kovetkezd 1épésében a CB69.70 és CB137.138 BAC klon eredetii
dominans markerek genotipizalasra valé alkalmazhatosagat vizsgaltuk. A
gélelektroforézist kovetéen — CB 69.70 primer - az ellenallo egyedeknél egy
157 bp méreti, mig a CB137-138 primer esetében egy 277 bp méretii
fragmentumot kaptunk, ami hianyzott a fogékony genotipusokban.

2la. A BCxCardinal csaladdal kapott eredmények alapjan megvizsgaltuk 02-01
hibrid csalad 50 szelektalatlan magoncat. A BCs (BC4xKismis moldavszkij)
utddok esetében a lisztharmat fertézottségrol egyaltalan nem  volt
informacionk, egyszeri szabadfoldi peronoszpodra tlinetfelvételezési adatokat
kaptunk Dr. Hoffmann Saroltatol. Mivel a RUN1/RPV1 szoros kapcsoltsagat
tobb szerzd is leirta és megerdsitette a VMC8g9, VMCl1g3.2, CB69.70 és
CB137.138 markerek mellett, a VMC1g3.2 SSR lokuszt is bevontuk a
vizsgélatokba, mivel néhany kutatd ezt az RPV1 + genotipusok szelekcidjara
alkalmazta.

2/b. A VMC8g9 marker esetében a RUN1+/RPV1+ genotipusok 160:160 bp és
160:174 bp, mig a runl-/rpvl- genotipusok 160:167 bp ¢és 167:174 bp
alléelméretekkel jellemezhetok A VMC1g3.2 marker vizsgalata soran kapott
RUN1+/RPV1+ genotipusok 122:128 bp és 122:142 bp, mig a runl-/rpvl-
genotipusok 128:140 bp és 140:142 bp allélmintazatot adtak. A VMC8g9 és a
VMCl1g3.2 primerek segitségével elkiilonithetdek a lisztharmat ¢és
peronoszpora  rezisztenciagéneket hordozo egyedek egymastol. A
BC,xCardinal csaladhoz hasonléan a CB 69.70 primer egy 157 bp méretii, mig
a CB137-138 primer egy 277 bp méretli fragmentumot eredményezett a
feltehetéen RUN1+/RPV1+ genotipusoknal. A valdsziniileg runl-/rpvl-
utodokban a fragmentumok hidnya volt tapasztalhato.

A 02-01-es hibridcsalad mesterséges lisztharmat / peronoszpdra fertézési adatai a
kiiiltetett allomanyban a genotipizalas ,,visszaellen6rzésére”, a marker-genotipusok ¢és a
lisztharmat vagy peronoszpodra rezisztens fenotipusok egybeesésének megerdsitésére adnak

lehetdséget a tiinetek tobbszori felvételezése esetén
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SUMMARY

150 individuals of a BCs hybrid family (named 02-02) deriving from a (M. rotundifolia

x V. vinifera) BC4 x Cardinal cross and 50 unselected seedlings of the BCs hybrid family

(named 02-01) deriving from a (M. rotudifolia x V. vinifera) BC4 x Kismis moldavszkij were

tested with molecular markers, closely linked to RUN1 (Powdery mildew) and RPV1 (Downy

mildew) resistance genes. Pal Kozma in PTE Research Institute of Viticulture and Enology

constructed the hybrid families.

1/a.

1/b.

As a first step phenotypically preselected 20 resistant and 20 susceptible BCs
plants of the 02-02 hybrid family were tested with RFLP-PCR markers (GLP1-
12P1 and GLP1-12P3) to check the expected cosegregation of the marker with
the phenotype. One 870 bp DNA fragment was amplified both in healthy and
sensitive plants. Symptomless and susceptible individuals could only be
separated by restriction analysis of the PCR product. The EcoRI cleaved the
DNA amplicon of the resistant leaves into two pieces (670 and 200 bp), while
it did not split the PCR product of the susceptible samples, so the resistant and
the sensitive samples were clearly distinguished. The co-segregation of marker
genotype-phenotype in the 40 seedlings from the 02-02 hybrid family was
reliably verified.

According to the results of the 40 samples, altogether 110 individuals from the
BCs hybrid family were screened with the RFLP-PCR markers and additionally
two SSR markers closely linked to the RUN1 locus, VMC4f3.1 and VMCB8g9
SSR were involved in the research. SSR primers provided also a way to
monitor outcrosses. In the case of VMC4f3.1 a 186 bp, while in the case of
VMCB8g9 a 160 bp allele proved to be a powdery mildew resistance linked
marker. All the three markers proved to be applicable for genotyping PM
susceptiple and symptomless plants. However in the case of all three markers
recombinants were obtained: powdery mildew resistant individuals, whose
GLP1-12P1 — GLP1-12P3 PCR amplicons remained uncut after EcoRI
cleavage or the SSR alleles coupled with the resistance were missing from
them. The highest recombination percentage (10%) was obtained with the
VMC413.1 SSR marker, while the smallest (0.7%) with the GLP1-12P1 —
GLP1-12P3 RFLP-PCR marker. The ratio of putative recombinants with
VMC8g9 marker was 3.8%.
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2 /a.

However the linkage of the applied markers proved to be lower than 100%,
they could be successfully applied in MAS, since 90-99% of the plants selected
in this way will carry the RUN1 Uncinula necator resistance gene.
Economically the VMCB8g9 is the most favourable of the three markers,
because after determination of the accurate allele sizes with fluorescent
labeling of the SSR markers using ALF Express Il. DNA fragment analyzer the
discriminative 160:167 bp fragments can be separated on Metaphor agarose gel
(3.5%) following a simple PCR allowing the routine analyses of many samples
at the same time.

The 02-02 BCs hybrid family was screened with two additional BAC clone
origin dominant marker - CB69.70 and CB137.138 - besides the previously
used 3 primers.

The aim of the study was to confirm the applicability of the two BAC clone
origin dominant marker on the progeny individuals of the 02-02 BCs hybrid
family. The PCR reaction followed by agarose gel electrophoresis was
demonstrated; the two dominant markers could separate the symptomless and
susceptible individuals. In the case of the CB 69.70 primer amplified a 157 bp
allele, which is a specific indicator of the resistant individuals, while the
sensitive seedlings do not appear this fragment. In the case of the CB 137.138
primer was seen the same case as in the case of CB69.70 marker after the PCR
reaction. The susceptible and the resistant progeny could be separated from
each other, because in the case of CB137.138 primer amplified a 277 bp allele
in symptomless individuals only.

The RPV1 gene is responsible for the downy mildew resistance in M.
rotundifolia. Since linkage of RUN1 and RPV1 were reported and confirmed by
several authors 50 unselected seedlings of the 02-01 hybrid family [(M.
rotundifolia x V. vinifera) BC4 x Kismis moldavszkij] were screened one the
one hand with the same markers as the BCyxCardinal progeny (VMC8g9,
CB69.70 and CB137.138), on the other hand VMC1g3.2 primers applied by
researchers as RPV1-specific marker was also involved into the analyses. In the
[(M. rotundifolia x V. vinifera) BC4 x Kismis moldavszkij] family only a single
field observation of downy mildew symptoms happened showing 30
symptomless and 20 symptom-carrying plants. Powdery mildew phenotyping

data were not available at all, therefore we only genotyped the individuals with
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2 /b.

the above mentioned markers. In the case of the CB 69.70 primer amplified a
157 bp, while CB137-138 primer gave a 277 bp allele in 24 and 27 plants,
respectively. In 26 (CB 69.70) and 23 (CB 137.138) plants the fragments were
undetectable.

RUN1+/RPV1+ genotypes are the following in the case of VMC8g9 marker:
160:160 bp and 160:174 bp, while runl-/rpvl- genotypes are: 160:167 bp and
167:174 bp. The RUN1+/RPV1+ genotypes of the VMC1g3.2 marker analysis
are as the follows: 122:128 bp and 122:142 bp, while the runl-/rpvl-
genotypes are: 128:140 bp and 140:142 bp. With VMC8g9 32 RUN1+/RPV1+
while with VMC1g3.2 31, proving that all the chosen primers discriminated the
genotypes repeated phenotyping would be indispensable to confirm the

coincidence of RUN1+/RPV1+ genotype and PM or DM resistance.
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7 MELLEKLET
7.1 DNeasy Plant Mini Kit

1. A sejtek feltarasa: 0, 1 gramm friss levélszovetet elporitunk folyékony nitrogénben.
2. A mintakat Eppendorf-csévekbe helyezziik, hozzaadunk 400 pl AP1 puffert és 4 ul RN-az
(RNS-t emésztd) puffert. A puffer a fehérjéket és a poliszacharidokat kicsapja.
3. Az oldatokat vortexelés utan 10 percre 65 °C-ra helyezziik, inkubaljuk. Inkubalas kzben a
mintakat 2-3-szor megforgatjuk.
4. Ezutan hozzamériink a mintdkhoz 150 pl AP2 puffert, majd 5 percre jégre helyezziik dket.
Ezalatt az enzim a minta RNS-ét emészti.
5. A lizatumot a kithez tartoz6 QIAshredder sziirére toltjiik, majd 12000 fordulat/perc
sebességgel centrifugaljuk, igy az oldatot megtisztitjuk a sejttormelékektdl, a sziirdn atjutd
rész, pedig tovabb homogenizalodik.
6. Az liledék nélkiili sziirlet tjabb Eppendorf-csovekbe keriil. Ezutdn a mintakhoz masfél
térfogatnyi (kb. 680 ul) AP3/E oldatot adunk, amely AP3 oldat koncentratuma 95%-0S
etanollal higitva 1:2 ardnyban. Az elegyet pipettaval elkeverjiik.
7. Ebbol 650 pl-t DNeasy sziirére pipettazunk, majd 8000 fordulat/perc sebességgel
centrifugaljuk. A maradék lizatummal a Iépést megismételjiik. A szlirés soran a
sziliclumggélek adszorbedljdk a DNS molekuldkat, igy azok a szlird membranjan
megtapadnak, a lizdtum kicsapott fehérjéi és poliszacharidjai pedig atjutnak.
8. A DNS-t tartalmaz6 sziir6t 4j Eppendorf-csébe helyezziik és 500 ul AW puffert mériink
hozza, majd egy percig 12000 fordulat/perc-en centrifugaljuk. A szlirlet eltavolitdsa utan a
1épést megismételjiik, de most 2 percig centrifugéljuk a mintakat, igy a sziird kiszarad.
9. A DNS-sziir6t 4j Eppendorf-csébe helyezziik, 100 pl 65°C-os AE pufferrel a membrant
atmossuk, 5 percig szobahdémérsékleten inkubéljuk, majd 1 percig 8000 fordulat/perc-en
centrifugdljuk. A mosast még egyszer megismételjiik. A puffer hatdsara megvaltozott
kozegben a DNS molekulak levalnak a sziird sziliciumgéljérdl és atjutnak az Eppendorf
csdbe.

Az igy nyert szlirlet megfeleld tisztasdgban tartalmazza a DNS-t, az oldat mennyisége

koriilbeliil 200 ul (Qiagen, 2004).
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7.2 ALF — Automatikus Lézer Fluorométer

1. Az els6 1épésben megtisztitjuk a gélkazetta alkotdkat, az liveglemezt, a thermolemezt, az
iiveg spacer-eket és a fésit. A tisztitashoz langyos (30 0C) vizet, puha nylon kefét és nem
fluoreszkald detergenst (5%-0s Decon 90) hasznalunk. A mosas utdn alaposan ledblitjiik az
Osszes komponenst MilliQ vizzel, és megszaritjuk.

2. A vizzel valo tisztitas utan etanollal mossuk, majd szaritjuk a lemezt. Ezutan Bind-Silane
oldatot készitiink: 1ml abszolut etanol, 3 ul Bind-Silane, 250 ul 10%-o0s ecetsav; és az
eleggyel attoroljiik a thermolemez fels6 1/3-at. Szarazra toroljik.

3. A gélkazetta Osszeallitdsa: Két iiveg spacer-t helyeziink a thermolemez szegélyéhez. Az
tiveglemezt rahelyezziik a thermolemezre, csipesszel rogzitjiik, és behelyezziik a kazettakat a
ReproSet-be.

4. A gélt a kazetta alapi részére Ontjiik. A kapillaris erd hatasara a gél egyenletesen eloszlik.
Ha keletkeznek buborékok, azokat el kell tavolitani, mielott a fésit beletessziik.

5. A gélt UV-sugarzasnak kell kitenni, melynek hatasara az megszilardul. Ennek érdekében a
gélt 10 percre ReproSet késziilékbe helyezziik.

6. A gélkazetta elhelyezése a késziilékben. Eldszor is meg kell bizonyosodnunk rdla, hogy az
iiveglemez tiszta, és a detektorok a teriileten beliil aranyosan helyezkednek el. A megteleld
futtatd pufferrel feltoltjiik a késziilék taroloedényét, majd a gélkazettat a gép szemkozti falara
akasztva rogzitjiik, és belehelyezziik a pufferbe. Ezutan ellendrizziik a futtatd elegyek szintjét,
beallitjuk a 1ézert és a kazettat elektromosan is csatlakoztatjuk a késziilékhez.

7. A mintak betoltése és a futtatas inditasa: Mivel a késziilék egyszalas DNS-sel dolgozik, a
mintdkat denaturdlnunk kell. Mikor a késziilék a megfeleld homérsékletet elérte, a féstit
ovatosan eltavolitjuk, majd az analizalandé mintdkat a zsebekbe toltjiik ugy, hogy az 1. a 20.
és a 40. zsebbe kiilsé standard keriil. Ujra megbizonyosodunk a 1ézer pontos beallitasarol, és

elinditjuk a futtatast.
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7.3 A 02-2 hibridcsalad eléallitasaban szereplé szolofajtak jellemzése

Cardinal
Ampelografiai leirasok szerint ezt a voros csemege sz6l6fajtat a Flame Tokay (Ahmer
Bou'Amer) Ribier (Alphonse-Lavallée) keresztezésével allitotta el6 Snyder és Harmon 1939-
ben Fresnoban, Kaliforniaban (Németh, 1975). A Flame Tokay-t mint sziil6t azonban
mikroszatellit elemzésekkel 2007-ben kizartak (Akkak et al. 2007).
Eloallitasat kovetden Spanyolorszagban kozel 5800 ha-on, Olaszorszagban (3800 ha),
Romanidban (3800 ha) és Bulgaridban (2000 ha), hogy csak a fontosabbakat emlitsiik.
Mindemellett ismertté valt Kalifornidban, Mexikoban, Chilében, Argentinaban ¢s dél-
Franciaorszagban is népszerii fajtava valt. A Cardinal sz616t keresztezési partnerként olyan 1j
fajtak el6allitasahoz hasznaltak fel, mint a Blanc Du Bois, Carina , Diana , Flame Seedless és
Zagore. Olaszorszagban egy igen koran éré mutansa, a Cardinal Early is 1étrejott.
Morfologiai bélyegei a Convarietas orientalis (Németh, 1975) fajtacsoportba soroljak.

Magyarorszagra 1963-ban kertilt, és 1970-ben allami elismerést kapott.

23. abra: Cardinal (www.cdbank.co.il és www.mahagrapes.com)

Nagy biborszinli bogyokkal rendelkezik, héja vastag, olvado, melyekben apré magvak
talalhatok, korai érésii, erds novekedésii, bétermd sz6ld, melynek termésatlaga kozel 10-15
t/ha.

Levele szabalytalan alaku, nagy, otkaréja, levélnyele vordseszold, csupasz, a fiirt
nagy, atlagtomege 300 g, a bogyok gombdlyliek (Toth és Pernesz, 2001). Fagyérzékeny,
rothaddsra hajlamos. A gombas megbetegedések koziil peronoszpdérara mérsékelten,
lisztharmatra érzé¢keny (Németh, 1975).

Szinonimai: Apostoliatiko, Karaburnu Rannii, Kardinal, Rannii Carabournu.
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Muscadinia rotundifolia

A Muscadinia alnemzetség fajai, igy a M. rotundifolia is az Egyesiilt Allamok déli,
melegebb részein (pl. Dél-Floridaban), és a szubtropusi és tropusi tajain (pl. Mexiko egyes
tajain) vadon élnek.

Az Euvitistol mind megjelenésiiket, mind termesztési értékiiket tekintve jelentésen
kiilonboznek. Viragzatuk aranylag kevés, 3-30 viragbol all, a viragok funkciondlisan him-
vagy noviraguak, kétlakikak. Bogyoik kozépnagyok vagy nagyok, vastag héjuak, hamvassag
nélkiiliek, husuk kemény, édes, sajatsagos pézsma, vagy poloska izli. A bogydk kiilonbdzo
1d6ben érnek, beérve lehullanak.

A filoxéraval és a V. vinifera-t veszélyeztetd mas gombas betegségekkel szemben
természetes ellenalld képességgel rendelkeznek. Kromoszoémaszamuk (2n=40) az Euvitis
alnemzetségbe tartozo fajoktol (2n=38) eltéré (Branas, 1932). Az Euvitisekkel csak akkor
keresztezhet6k, ha a Muscadinia az apa, az Euvitis pedig az anya. Ebben az esetben

keresztezésbdl szdrmazo egyedek életképesek.

24. abra: Muscadinia rotundifolia (www.wikipedia.org)

A BC, VRH 3082-1-42, a Vitis vinifera Malaga seedling és a M. rotundifolia G52
keresztezésébel eldallitott F1 nemzedékbdl tugynevezett pszeudo-backcross modszerrel,
nemzedékenként valtozo, mindségi fajtakkal (Cabernet sauvignon, Grenache noir, Merlot

noir, Aubun) végezve a keresztezést, allitotta eld Alain Bouquet.
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Kismis moldavszkij

Moldaviaban allitottak el6 a Pobeda ¢€s a Kismis rozoviij keresztezésével. A fajta a
convarietas orientalis (keleti) fajtacsoportba tartozik (Téth és Pernesz, 2001). Moldavia
kozépso €s déli szolotermesztd tajain, a Krim félszigeten és Dagesztan kornyékén termesztik.
Moldavidban, Ukrajndban és Romanidban igen elterjedt, Magyarorszagra a fajtat ifj. Kozma
Pal hozta be, majd az FVM SZBKI jelentette be allami elismerésre.

Tokéje erds novekedésti, vesszoi kozép- vastagok, vagy vastagok, szinilik sargas barna.
A fajta igen nagy sziv alaku, harom karéju, er6sen szeldelt levelekkel rendelkezik. Bogyodi
nagyok, szélesedd tojas alaktiak, azonban keresztmetszetiik nem kerek. Sziniik lilas sotétpiros,
gyengén hamvas. A héja kdzepesen vastag, olvadd, bogydjan a bibepont alig lathatd, husa
szintelen, konzisztencidja kemény, ropogods, csokevényes magva (magvatlan).

A Kismis moldavszkij (25. abra) kés6i érési, erés novekedésli, bétermd, magvatlan
csemegeszOlo fajta. Kifejezetten védett, meleg fekvést igényel, talaj irdnt nem igényes,
fagyérzékeny, rothadasra kevésbé hajlamos, szarazsagtiird, jol szallithato.

Hasonnévvel nem rendelkezik, morfologiai szempontbdl hozzd hasonld fajta nem ismert

(Toth és Pernesz, 2001).

25. abra: Kismis moldavszkij (www.csemegeszolo.hu)

A magoncok fenotipizalasat, a lisztharmat és peronoszpora levéltiinetek felvételezését, a
molekularis elemzéseket a {(M. rotundifolia x V. vinifera) BC,} x Cardinal (V. vinifera) BCs
nemzedék lisztharmattal fert6zott és tiinetmentes egyedein alkalmaztuk. A lisztharmat

levélfertozési tiineteket ifj. Kozma Pal és munkatarsai hataroztak meg.
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7.4 DNS minéségének és mennyiségének ellenérzése NanoDrop ' ND-100
késziilékkel

A DNS minta a mérés folyamén nem kvarckiivettdban helyezkedik el, hanem két
optikai szal kozott, folyadékoszlopként fesziil ki. A vizsgalandd mintat az alsé optikai szal
felszinére kell cseppenteni, majd a felsO szalat ra kell zarni az 1-2 ul térfogata cseppre. A
feliileti fesziiltséget kihasznalva, Imm magas folyadékoszlop alakul ki, mely megegyezik a
fényut hosszaval. A fényforras egy Xenon Flash lampa, mely egy 2048 elembdl allo linedris
szilikon CCD array detektor. A NanoDrop fotométerek hullamhosszkalibracioja a xenon
fényforras ismert csucsai alapjan automatikusan torténik minden egyes alkalommal, mikor a
szoftvert elinditjuk (www.nanodrop.com). A mérést a 220-280 nm hullamhosz-tartomanyban
végezztik.

A késziilék vezérlése és a mérési adatok begylijtése a mellékelt szamitogépes
szoftverrel torténik. A munka hatékonyabba tételét szolgaljak az egyes eldprogramozott
mérési modulok a kiilonb6zé mindségi, mérendd anyagoknak megfeleléen: DNS, RNS, tiszta

fehérje oldat, fehérje mérés BCA - Bradford - Lowry modszerrel, jelolt oligd, jelolt fehérjék.

Oldhato
anyagok, sok DNS és RINS
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\\ \
\ /
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\

Abszorbancia (10mm)
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26. abra: DNS abszorpcids gorbe

A késziilék és a szoftver segitségével meghatarozhatjuk a felhaszndland6 minta
A sikeres PCR reakcid alapfeltétele, hogy megfelel6 mindségii €s mennyiségii DNS-
sel dolgozzunk. A peptid kotése, a nukleinsavak €és az aromas aminosavak abszorpcios
maximuma eltér egymastol:
»  Auz nm: peptid kotések abszorpcidés maximuma (fehérje)

» Az nm: nukleinsavak abszorpciés maximuma (DNS-RNS)
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» Apgo nm: aromas aminosavak abszorpcios maximuma (fehérje)
A késziilékkel torténd mérés soran ezek az értékek osszeadodnak. Azonban abban az esetben
beszélhetiink megfelelé minéségii DNS-r6l, ha az (OD) optikai denzitas értékek a kovetkezo
hanyadossal rendelkeznek:

» 0D260/ OD280= OD DNS, RNS / OD fehérje=1,8 - 2,0
» 0D260/ OD230= OD DNS, RNS / OD fehérje = 1,5
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