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A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

A vilag szdldiiltetvényeit sokféle patogén és kartevd veszélyezteti. Eurépaban a XIX.
szazad kozepén jelentek meg azok a gombafajok, amelyek ma is nagy karokat okoznak az
érzékeny Vitis vinifera lltetvényekben. A sz6l6 gombas betegségei koziil a peronoszpora
(Plasmopara viticola Berk. et Curtis), a lisztharmat (Erysiphe necator Schwein.) a
legjelentdsebbek (Bényei et al. 1999). Mindkét korokozd (lisztharmat, peronoszpodra)
onmagaban is 100%-0s termésveszteséget okozhat a fogékony fajtdk esetében, ha nem
alkalmazzuk a kémiai novényvéddszereket.

A rezisztencianemesités Europaban a lisztharmat- és peronoszporafertézéssel szemben
mar a XIX. szdzadban elkezdddott, amelyben a magyar széldnemesitok jelentds szerepet
vallaltak. Az Eurdpéaban évszadzadokon keresztiil termesztett V. vinifera fajtdk védtelenek voltak
a korokozokkal (Erysiphe necator Schwein. és Plasmopara viticola Berk. et Curtis) szemben,
ezért amerikai és azsiai Vitis fajokban kerestek rezisztencia géneket a nemesitési programok
inditasahoz.

Az észak-amerikai kontinensrél, valamint Azsidb6l szdrmazé fajok alkalmazkodtak a
valtozatos kornyezeti viszonyokhoz ¢és az adott teriileten Oshonos, a sz6l6t karosito
korokozokhoz. Igy kozillik tobb is felhasznalhatd rezisztencia-forrasként (lisztharmat,
peronoszpora ¢és filoxéra) a nemesitési programokban. A V. riparia, a V. rupestris és a V.
berlandieri a filoxéra fertézés megallitasaban kiemelkedd szerepet jatszott az eurdpai
kontinensen. A lisztharmat és peronoszpdra rezisztencia-nemesitésben a Muscadinia vagy Vitis
rotundifolia, 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 (Galet, 1988).

Az értékes bor—¢s csemegeszOl6 fajtakat ezekkel a génforrasokkal keresztezve, joO
mindségl ellendllo fajtakat lehet eldallitani. A mindség megdrzése tobb nemzedéken keresztiil
végzett visszakeresztezéseket €s gondos szelekciot igényel. Ebben nagy segitséget jelent a
molekuléaris markerek nemesitési alkalmazasa, a markerekre alapozott szelekcid (MAS).

A kiilonboz6 novények, sokféle patogénnel szembeni rezisztencia génjei nagyfoku
szerkezeti konzervativizmust mutatnak. Nukleotid kotdhelyet (NBS: Nucleotide Binding Site),
leucin gazdag ismétlédést (LRR: Leucin Reach Repeat), leucin cipzar régiot (LZ: Leucin
Zipper) ¢és receptorszerli kinazt (RLK: Receptor Like Kinase) tartalmaznak (Meyers et al.
1999).



A rezisztenciagén(eke)t hordoz6 utédok kivalogatasat, az utdodgeneracidé méretének
redukcidjat teszi lehetévé a markerekre alapozott szelekcio (MAS), amely a
rezisztenciagénekkel szorosan kapcsolt DNS szekvenciakiilonbségek detektdlasa alapjan
biztositja az ellenallo és a fogékony genotipusok azonositasat. A DNS szintli azonositas el0szor
RFLP moddszerrel, majd a PCR technika kifejlesztését kovetden véletlen, génspecifikus ¢€s
mikroszatellit primerek alkalmazéasaval tortént. A rezisztencia gének konzervativ szekvencidira
tervezett specifikus primerek megfelel6 markereknek bizonyultak mas ndvényfajok mellett, a
szOloben is (Donald et al. 2002; DiGaspero és Cipriani, 2003). Az integralt térképek
kifejlesztése, a genotipizalasra széleskorlien elterjedt mikroszatellit vagy SSR (Simple
Sequence Repeats) és BAC klon eredetli markerek alkalmazasara is lehetdséget biztosit (Adam-
Blondon et al. 2004, Riaz et al. 2004; Barker et al. 2005, Doligez et al. 2006, DiGaspero et al.
2007). A fizikai €s a mikroszatellit térképeknek koszonhetéen sikeriilt azonositani a RUNI ¢€s
RPVI génhez kapcsolt DNS markereket (Merdinoglu et al. 2003; Barker et al. 2005; DiGaspero
et al. 2007).

Az USA szubtropusi teriiletein termesztett M. rotundifolia immunitds szintli
rezisztenciaval rendelkezik lisztharmattal, peronoszpdraval és filoxeraval szemben is (Small,
1913, Bouquet, 1980). Ezek a tények mar a sz616 rezisztencia nemesités hajnalan rairanyitottak
a figyelmet a M. rotundifoliara. A V. viniferdaval torténd keresztezését akadalyozta azonban a
viniferaétdl (2n=38) eltérd 2n=40 kromoszémaszam. A kromoszomaszam kiilonbség ellenére
végiil Jelenkovicnak ¢és Olmonak sikeriilt 1968-ban részben fertilis utddokat kapniuk,
amelyeket V. vinifera-val visszakeresztezve lehetévé valt a M. rotundifolia rezisztencia
génjeinek introgresszidja a V. vinifera genomba (Jelenkovic €és Olmo, 1968; Bouquet, 1986;
Pauquet er al. 2001). A klasszikus genetikai elemzés alapjan kideriilt, hogy a lisztharmat
rezisztenciaért a M. rotundifolia-b6l szarmaz6 dominans gén, a RUNI (Resistance to Uncinula
necator), mig a peronoszpora rezisztenciaért az RPV1 (Resistance to Plasmopara viticola) gén
a felelds.

A Bouquet altal eléallitott M. rotundifolia x V. vinifera keresztezésével eldallitott
nemesitési alapanyag felhasznalasaval 1999-2002 kozott olyan hibridcsaladokat allitottak eld
Pécsett, amelyekben a M. rotundifolia x V. vinifera BC4—et a j6 mindségli V. vinifera fajtakkal
kombinaltdk. (Kozma ¢s Dula, 2003). A hibrid populéciok egyedeinek leveleit mesterséges €s
természetes fertézések alapjan tesztelték és értékelték. Ezek koziil a BC4 x Cardinal és a BCy4 x
Kismis moldavszkij keresztezésbdl szarmazo utédnemzedék molekuldris szelekcidja a témaja

ennek az értekezésnek.



Ezekre az eredményekre alapozva kezdtik meg a PTE Szdlészeti és Borészati
Intézetben eldallitott (M rotundifolia x V. vinifera) BC4 x V. vinifera cv. Cardinal BCs
molekularis vizsgalatat a Runl ¢és RpvI lokusszal kapcsolt DNS markerekkel olyan
novényegyedeken, amelyek egyrészt sulyos lisztharmat fert6zési tiineteket mutattak a
leveleken, masrészt tlinetmentesek voltak. A BC4 % Cardinal hibridcsaldd eredményei alapjan

genotipizaltuk a BC4 x Kismis moldavszkij utodnemzedékét.

Célkitiizés

1. RUNI+/RPVI+ genotipusok szelekcidja a PTE Szdlészeti és Boraszati Intézetben
eldallitott két hibridcsalad — a BCs x Cardinal (02-02) ¢és a BC, x Kismis
moldavszkij (02-01) utédnemzedékekben a rezisztenciagénekkel kapcsolt 3

mikroszatellit, 2 BAC klon eredetii €s 1 rezisztencia génanalog (RGA) markerrel.

2. A RUNI és az RPV1 rezisztencia génekkel kapcsolt mikroszatellit marker allélek

pontos méretének meghatarozasa.

hogy az adott markerek milyen fokii megbizhatosaggal alkalmazhatéak az adott

hibridcsalad egyedein beliil a rezisztens genotipusok kivalogatésara.

4. Rutinvizsgalatra alkalmas gyors, egyszeri, agardéz gélelektroforézisen alapuld

modszer kifejlesztése a RUNI/RPV I pozitiv genotipusok szelekciojara.



ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatok novényanyaga

A PTE Szdlészeti és Borészati Intézetében eldallitott (M. rotundifolia x V. vinifera) BCq4
x Cardinal 02-2 hibridcsaladd 150 lisztharmat tiinetek alapjan szelektalt egyedét, valamint a (M.
rotudifolia x V. vinifera) BC4 x Kismis moldavszkij 02-01 hibridcsaladbdl szarmazo 50

szelektalatlan magoncat vizsgaltuk a sziilokkel egyiitt.

A vizsgalatok modszere

DNS extrakcio
A fiatal levelekbdl a genomi DNS-t a Qiagen DNeasy Plant Mini Kit DNS-izolal6

rendszerrel vontuk ki a gyarto eldirasait kovetve.

A vizsgalatokhoz hasznalt molekularis markerek

A BCs x Cardinal (02-02) hibridcsalad elemzésekor a GLP1-12P1 - GLP1-12P3
primerparral PCR-RFLP, vagy mas néven CAPS modszert alkalmaztuk (Donald et al. 2002).

A 02-02-es BCs nemzedékben a mikroszatellit analizis soran alkalmazott fluoreszcensen
jelolt primerek a kovetkezdek voltak: VMC8g9 ¢és a VMC413.1 (Barker et al. 2005).

Ugyanezen a hibridcsaladon teszteltik a CB69.70-et és a CB137.138 (nem publikalt,
személyes kommunikécio alapjan) BAC-klon eredetii domindns markereket alkalmazhatosagat.

A BC4 x Kismis moldavszkij csaldd genotipizaldsdhoz két SSR (VMC8g9, VMCl1g3.2;
Merdinoglu et al. 2003) ¢és két BAC klonon azonositott 1okuszt (CB69.70 és CB137.138)

hasznaltunk fel.

PCR, PCR-RFLP (CAPS), és SSR elemzés
A PCR vizsgalatokat Halasz et al. (2005 a és b.) szerint hajtottuk végre. A reakciot Bio-
Rad iCycler késziilékben végeztiik, a kovetkezd program alapjan: 2 perc 95 °C, amit kdvetett 35
cikluson keresztiil 30 masodperc 95 °C, 30 masodperc 57-58 °C, 1 perc 30 masodperc 72°C, az
utolso ciklus utan 2 perc 72°C. A GLP1-12P1 - GLP1-12P3 (Donald et al. 2002.) primerparral a
PCR-RFLP, vagy mas néven a CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) mddszert
alkalmaztuk (Konieczny €s Ausubel, 1994.). Ehhez a PCR-t kdvetéen az amplifikdtumok



restrikcios emésztésére volt sziikség. A PCR termék 10 pl-ét EcoRI restrikcids enzimmel
hasitottuk, melyhez 0,5 (10 u/ul; Fermentas) enzimet, 3 pl vizet és 1,5 ul puffert (Fermentas,
Tango ™) adtunk, majd az elegyet 1,5 — 2 6ran 4t 37 °C-on tartottuk.

A mikroszatellit elemzésekhez a forward primereket CY-5 fluoreszcens festékkel

jeloltettiik (Metabion, Merck Kft., Budapest).

ALF — Automata Lézer Fluorométer elemzések
A PCR termékeket 8%-0s denaturald poliakrilamid gélen (Reprogel, GE Healthcare Bio
Sciences, AP Hungary Kft., Budapest) valasztottuk el. Az allélméreteket ALF Express II. DNS
analizatorral (Amersham Biosciences, AP Hungary Kft., Budapest) hataroztuk meg

ALFexpress' sizer molekulatdmeg standard alkalmazasaval.



EREDMENYEK

A RUNI lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt molekularis markerek
alkalmazasa a BC4 x Cardinal (02-02) hibridcsaladban

Eldszor a 02-02 hibridcsalad 20 tiinetmentes és 20 fert6zott egyedét vizsgaltuk a
Donald és munkatarsai altal leirt GLP1-12P1 - GLP1-12P3 primerparral (Donald ef al. 2002).

A primerek alkalmazasakor mind a 40 egyed esetében felszaporodott a vart 870 bp
méretli fragmentum, amely a GLP1-12P1 - GLP1-12P3 primerpar eredményes miikodését
igazolta (1. &dbra), de az igy kapott monomorf mintazat nem volt alkalmas a lisztharmatfert6zést
mutato, valamint a tiinetmentes egyedek elkiilonitésére.

A PCR termék EcoRI enzimmel valé emésztése utdn (PCR-RFLP) a genotipusok
egyértelmiien megkiilonboztethetdek voltak egymastol: mig a fogékony ndvények DNS-¢ébol
szarmaz6 fragmentum nem emésztodott, addig a tiinetmentes novények esetében a 870 bp
mellett egy 670 ¢és 200 bp méretli szakasz jelent meg az agardz gélen (1. abra). Ezzel, nemcsak
a GLP1-12P1 - GLP1-12P3 primerpar RUNI markerként torténd alkalmazhatdsagat
bizonyitottuk, hanem azt is, hogy a rezisztens egyedek heterozigotak a Runl l6kuszra.

Ezt kévetéen a (M. rotundifolia x V. vinifera) BC4 x Cardinal 02-02 hibridcsalad tobbi
egyedét, Osszesen 150 utodot is teszteltiink ugyanezzel a primerparral. 66 tiinetmentes utod
esetében kaptunk az 1. dbra R1; R2 genotipusdval azonos mintazatot a 870 bp méreti PCR
fragmentum EcoRI emésztése utan, és 63 utéd S1; S2 genotipust. Ez — egy kivétellel —

megegyezett a fenotipizalasi eredményekkel.



670 bp—*

200 bp——s

1. abra: A 02-02 hibridcsalad egyedeinek vizsgalata GLP1-12P1 -
GLP1-12P3 primerparral

e
—

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

R1; R2 (A): a lisztharmat tiinetekt6] mentes

S1; S2 (A): a fert6zott vonalak PCR fragmentumai a GLP1-12P1P3 primer parral
R1; R2 (B): tiinetmentes (rezisztens) egyedek a PCR termék restrikcios emésztése utan (EcoRI)

S1; S2 (B): fertézott (fogékony) egyedek mintazata a PCR termék restrikcios emésztése utan (EcoRI)

A GLP1-12P1 - GLP1-12P3 mellett két SSR primerpart, a VMC4{3.1-et és a VMC8g9-

et is bevontuk a vizsgalatokba. Mivel az irodalmi adatok csak arra utaltak, hogy a VMC413.1 ¢és

a VMC8g9 koszegregal a lisztharmat ellenallosaggal,

de nem adtak

informaciot a

rezisztenciagénnel kapcsolt marker-allélméretrél. Célunk a RUNI génnel kapcsolt markerallél

pontos méretének meghatarozasa. A VMC413.1 primerparral kapott ALF-elemzés egy részletét

mutatja be a 2. dbra. A rezisztens BC, sziil6 genotipusa 184:186, a szenzitiv Cardinal-¢ 164:164

bp. A szegregaldo BCs nemzedékben az ellenalld egyedek genotipusa a VMC413.1 markerrel

164:186 bp, mig a fogékonyaké 164:184 bp, tehat a rezisztenciat jelzé markerallél mérete 186

bp.
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2. abra: A VMCA413.1 mikroszatellit primerekkel kapott néhany genotipus ALF Express II.

késziilékkel készitett elektroforetogramja



A rezisztens BC,4 genotipusa VMC8g9 primerrel 160:167 bp, a fogékony Cardinal-¢
179:179 bp. A szegregald BCs nemzedékben a rezisztens egyedek a VMC8g9 markerrel
160:179 bp, a fogékonyak 167:179 bp genotipustiak, azaz a 160 bp hosszisagh fragmentum
kapcsolt a RUNI rezisztencia génnel. Mivel a fogékonysdgot €s a rezisztenciat jelentd
markerallél k6zott 7 bp méretli a kiilonbség, a fragmentumokat 3,5%-0s metaphor agar6z gélen
is elvalasztottuk egymastol, ezzel agardéz gél alapu, a primer fluoreszcens jelolését és DNS
fragmentum analizator alkalmazasat nem igényld egyszeri modszert dolgoztunk ki a RUNI

genotipusok szelekcidjara (Molnar ef al. 2007). Az eredményeket a 3. dbra mutatja be.

Cd: Cardinal (szenzitiv)
BC,: az ellenalld (rezisztens)
sziil6 (VRH 3082-1-42

R;; Ry (C): rezisztens mintak
S15 S, (C): fogékony egyedek

M: Molekula tomeg marker
(Fermentas GeneRuler™ 50 bp
DNA Ladder)

I

179 hp 160 bp

3. abra: A 02-02 hibridcsalad egyedeinek vizsgalata VMC8g9 primerrel — a fragmentumok elvalasztasa
Metaphor gélen (3,5%)

A mikroszatellit elemzés arra is lehetdséget adott, hogy az idegen megporzasbol
szarmazo6 allélméretek alapjan kizarjuk azokat az egyedeket, amelyek nem felelnek meg a
sziil6i kombinacidknak, ezért az értékelést 129 egyedre végeztik el. A 129 novény esetében
egyértelmiien elkiilonithetdek az allélméretek, valamint a fragmentumok megléte illetve hianya
alapjan, a fert6zott és a tiinetmentes egyedek egymastol (1. tablazat). Mindharom marker
alkalmazédsa megbizhato sziirést tesz lehetdvé. A hasadasi aranyokat y* probaval értékelve a

fenotipusos €és a marker genotipusok 1:1 ardnya statisztikailag is igazolhato.
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1. tablazat: A lisztharmat-fert6zési tiinetek és a markerekkel kapott eredmények Osszehasonlitasa

(az arnyékolt szamok a rezisztenciat jelz6 allélméreteket jelolik)

Fenotipus \ Molekularis markerek
Tiinet- . VMC4£3.1 VMC8g9
i | SIS allélek (bp) allélek (bp)
Fajta S
g @ II}CR (aPCR
S fragmentum fragmentum R S R S
Eg EcoRl-el 186 184 160 167
coRI-el
emésztodott) em
emésztodott)
. 164: 179:
Cardinal + - + 164 179
184: 160:
BC, - * - 186 167
BCs 164: | 164: 160: 167:
névények 62 66 63 186 184 179 179
| | \ | 61 | 68 | 66 | 63
| i proba 0,193 | 0,068 | 0,378 | 0,068
+* proba
Yates 0,124 0,031 0,193 0,031
korrekcioval
2 s -
¥ érték
(P=0,5%) 3,84
»Rekombindns™ genotipusok ‘ 1/129=0,007 ‘ 13/129=0,100 ‘ 5/129=0,038
aranya

Az eddig ismertetett 3 marker mellett tovabbi két BAC klon eredetii domindns markert, a

CB69.70-et és a CB137.138-at is bevontuk a 02-02 BCs hibridcsalad elemzésébe. A vizsgalat

célja az volt, hogy igazoljuk a két BAC klon eredetli dominans marker miikodését a 02-02 BCs

utodnemzedék egyedein, ami még egyszeriibb sziirést tesz lehetové. A PCR reakciot kovetd

agar0z gélelektroforézis bizonyitotta, hogy az ellendlld ¢és fogékony egyedek elkiilonithetéek

egymastol a két dominans markerrel. A rezisztens egyedeket a CB69.70 alkalmazésakor egy

157 bp méretli fragmentum felszaporodéasa jelezte, mig a szenzitiv utdodok esetében nem

kaptunk PCR terméket. A CB137.138 markerrel végzett reakcidt kovetden, a CB69.70-hez

hasonléan a DNS fragmentum megjelenése vagy hianya volt tapasztalhatd. Az ellenallo

egyedeknél egy 277 bp méretli fragmentum szaporodott fel.
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RUNI és az RPV] peronoszpora rezisztencia génnel kapcsolt molekularis

markerek alkalmazasa a BC, x Kismis moldavszkij hibridcsaladban

A BC,4 x Cardinal hibridcsaldd eredményei alapjan a vizsgalatainkat kiterjesztettiik a (M.
rotundifolia x V. vinifera) BC4 x Kismis moldavszkij nemzedékébdl szarmazod 02-01-es
hibridcsalad 50 szelektalatlan, szabadfoldbe kitiltetett magoncéra is. Errél a hibridesaladrol
mesterséges fertdzési adatok nem alltak rendelkezéslinkre, csak egyszeri szabadfoldi
természetes peronoszpora fertdzottségi tiinet-felvételezés tortént.

Mivel a BC4 x Cardinal csaladban a VMC8g9 megbizhatéan koszegregalt a lisztharmat-
ellenallésaggal, a RUNI+ genotipussal, ami irodalmi adatok szerint RPV1+ genotipust is jelent
¢s megfeleld egyezést mutatott a PCR-RFLP eredményekkel is, a BC4 x Kismis moldavszkij
csalad vizsgalatat a VMC8g9 markerrel kezdtiik meg. Az eredmények alapjan az elemzésekbe a
CB69.70 és CB137.138 markereket és a VMCl1g3.2 SSR lokuszt is bevontuk. A VMCl1g3.2
markert a VMC413.1 helyett alkalmaztuk, mivel a BC4 % Cardinal utédnemzedék vizsgalata
soran az ¢érzékenységet, illetve ellenédllésagot jelzd markerallélek csak 2 bp kiilonbséget
mutattak, ami ALF Express II késziilékkel is tobbszori ismétlést igényelt. A sziilok és a 02-01
BCs nemzedékben az utddok lehetséges VMC8g9 és VMCl1g3.2 genotipusait a 2. tdblazat

tartalmazza.

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

VMC8g9 VMClg3.2.

BC4 160 : 167 122 : 140
Kismis moldavszkij 160:174 128 : 142
RUNI+/RPVI+ 160 : 160 122 : 128
Genotipusok 160 : 174 122 : 142
runl-/rpvl- 160 : 167 128 : 140
genotipusok 167 :174 140 : 142

Mivel a VMC8g9 lokuszban a szenzitiv Kismis moldavszkij sziil0 is tartalmaz egy 160-as
- BC4 x Cardinal csaladban a rezisztenciat jelz6 - markerallélt, az utddnemzedékben nem a 160

bp markerallél jelenléte, hanem a genotipus alapjan lehet szelektalni (2. tdblazat).

12



A CB69.70 és CB137.138 BAC klon eredeti dominans markerekkel végrehajtott PCR a
CB69.70 primer esetében, ugyanugy mint a 02-02 hibridcsaladon végzett vizsgalat soran, az
egyedek részénél egy 157 bp méretli fragmentumot, mig a CB137.138 primer esetében egy 277
bp méretli fragmentumot eredményezett a BC4 x Kismis moldavszkij utodokban. A tobbi egyed
estében a fragmentumok hidnya volt tapasztalhato.

A peronoszpora-fertézési tlinetek ¢és a markerekkel kapott eredmények
Osszehasonlitasat, a pontos allélméreteket, valamint a fragmentumok meglétét illetve hidnyat

a 3. tablazat foglalja 0ssze.

3. tablazat: A peronoszpora-fertdzési tiinetek és a markerekkel kapott eredmények

Osszehasonlitasa
Minta sorszam f‘:rtsz;‘:’s‘l‘s‘ﬂ‘ﬂgl&tg?:gﬁ’;f;e CB69.70 | CB137.138 | VMC8g9 | VMCl1g3.2
BC4
14} + + 160 : 167 122 : 140
Kismis

+ 14} 1) 160 : 174 128 : 142

moldavszkij
Cardinal + 14} 1) 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 + 14} 1) 167 : 174 140 : 142
7 + 1%} 160 : 167 128 : 140
8 1%} + + 160 : 174 122:142
9 14} (%] + 160: 174 122 : 142
10 + 14} 1) 160 : 167 128 : 140
12 + 1%} %) 160 : 167 128 : 140
13 1%} + + 160 : 174 122:142
16 14} + + 160 : 174 122 : 142
17 + 14} 1) 160 : 167 128 : 140
19 + 1%} %] 167 : 174 140: 142
23 1%} + + 160 : 160 122:128
25 + 14} 1) 160 : 160 128 : 140
26 14} + + 160 : 160 128 : 140
30 + 14} 4] 160 : 167 128 : 140
32 1%} 1%} %) 160 : 174 122:128
37 + 14} 1] 167 : 174 140 : 142
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Minta sorszém f‘:‘rfﬁ;‘:’;‘:ft‘ﬂﬁzt‘;‘zg‘gsz’:ﬁe CB69.70 | CB137.138 | VMC8g9 | VMClg3.2
41 [%] + a 160 : 160 122: 128
44 (%] + + 160 : 160 122 : 128
46 + %] @ 160 : 167 122:128
49 + (%] 1] 167 : 174 140 : 142
53 (%] + + 160 : 160 122 : 128
54 [%] + + 160:174 122 : 142
55 (%] 2 (%] 160 : 160 122 : 128
604 (%] + + 160 : 160 122 : 128
68 (%] + + 160 : 160 122 : 128
69 ) + + 160:174 122 : 128
70 ) + + 160 : 160 122 : 128
73 + (%] 1] 160 : 167 128 : 140
76 [%] + + 160:174 122 : 142
81 (%] + + 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 [%] 1] 160 : 167 128 : 140
104 [%] + + 160:174 122 : 142
108 + (%) (%] 160 : 160 122 : 142
113 + (%] 1] 167 : 174 128 : 140
115 + (%] 1] 167 : 174 140 : 142
119 [%] + + 160 : 160 122 : 128
122 [%] + + 160 : 160 122 : 128
128 + (%] 1] 167 : 174 140 : 142
133 + (%] 1] 160 : 167 128 : 140
140 [%] (%) + 160:174 122 : 142
148 (%] + + 160:174 122 : 142
152 (%] (%) + 160 : 174 122 : 142
153 + (%] (] 167 : 174 140 : 142
163 [%] (%) + 160:174 122 : 142
167 (%] + + 160:174 122 : 142

* Az eltérések kék szinnel jelolve.
A négy markerrel elvégzett kisérletek alapjan 11 minta esetében tapasztaltunk
diszkrepanciat, vagy a szabadfoldi peronoszporafertozési tiinetek, vagy pedig valamely marker
altal adott eredmény alapjan. A markerekkel kapott hasadasi aranyokat a 4. tablazat

tartalmazza.
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4. tablazat: A peronoszpora felvételezés, a markerekkel kapott genotipusok 0sszehasonlitasa a BC4 x Kismis moldavszkij csaladban

VMC8g9 VMCl1g3.2 CB69.70 CB137.138
Fenotipus: Fenotipus: rezisztens VMC8g9 rezisztens VMCl1g3.2 pozitiv CB69.70 pozitiv CB137.138
Peronoszpora | Peronoszpéra genotipus: szenzitiv genotipus: szenzitiv genotipus: szenzitiv genotipus: szenzitiv
tiinetmentes fertozott RUNI+/RPVI+ genotipus | RUNI+/RPVI+ | genotipus | RUNI+/RPVI+ | genotipus | RUNI+/RPVI+ genotipus
genotipus genotipus genotipus genotipus
30 20 32 18 31 19 24 26 27 23

A feltételezett ,,rekombinansok™ ellenére a VMC8g9 ¢s VMC1g3.2 mellett a CB137.138, markerek is alkalmazhatoak lehetnek gyors szlirésre.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Elséként alkalmaztuk a RUNI+/RPVI+ lisztharmat / peronoszpora rezisztencia
génekkel kapcsolt molekularis markereket a BC4, x Cardinal és a BC4 x Kismis
moldavszkij hibridecsaladok genotipus 0sszetételének meghatarozasara.

Bizonyitottuk, hogy a CAPS-ben (PCR-RFLP) alkalmazott GLP1-12P1-GLP1-12P3
primerek és a VMC413.1, VMC8g9 mikroszatellit alkalmasak szelekcidora a BC,4 x
Cardinal hibridcsaladban.

Meghataroztuk a VMC413.1 és a VMC8g9 mikroszatellit 10kuszban a rezisztencia
génnel kapcsolt allélek méretét.

Igazoltuk a BC4 x Cardinal hibridcsaladban a CB69.70 és a CB137.138 MAS-ra val6
alkalmazhat6sagat.

A BC, x Cardinal csaladban a VMC8g9 esetében agardz gélelektroforézisen alapuld
egyszerisitett genotipizalasi modszert dolgoztunk ki.

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

Meghataroztuk a VMCl1g3.2 mikroszatellit l6kuszban a rezisztencia génnel kapcsolt
allél méretét.

A VMCl1g3.2 primer bevonasaval megerdsitettiik a RUNI/RPVI szoros kapcsoltsagat.
Igazoltuk a CB 69.70 ¢s a CB137.138 dominans markerek hasznalhatosagat a BC4 x

Kismis moldavszkij hibridcsaladban.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Eredményeinkkel sikeriilt bizonyitanunk, hogy a hasadé BC4 x Cardinal (02-
02) ¢és a BC4 x Kismis moldavszkij (02-01) hibridecsaladok kiilonb6z6 fenotipusu
egyedei, a lisztharmat €s peronoszpora rezisztencia génnekkel kapcsolt molekularis
markerekkel elkiilonithetéek egymastol a korai par lombleveles fejlddési szakaszban.
Olyan rutinszeri szelekcids modszert dolgoztunk ki, mellyel koltséghatékonyan
valogathatjuk ki a hasado hibridpopulaciokbol az értékes utodokat. Ennek révén a
fenntartdsi, a fenotipusos szelekcids ¢és bonitdldsi koltségek 1is jelentdsen
csokkenthetdk.

A VRH3082-1-42 BC4 x Cardinal hibridcsalad 150 magoncénak vizsgalata
soran bizonyitottuk, hogy a RGA eredeti GLP1-12P1 - GLPI-12P3 primerpar
(Donald ef al. 2002) kivaléan alkalmas a sikeres PCR, majd a termék EcoRI enzimmel
vald emésztése utdn a genotipusok egyértelmii elkiilonitésére. Ezzel, nemcsak a
GLP1-12P1 - GLP1-12P3 RUNI markerként torténd alkalmazhatdsagat bizonyitottuk,
hanem azt is, hogy a rezisztens egyedek heterozigotdk a Runl lokuszra. Az SSR
analizisbe tovabbi két markert, a VMC8g9-et és a VMC413.1-et (Barker et al. 2005)
vontuk be. Mind a két primer esetében meghataroztuk a RUNI génnel kapcsolt
markerallél méretét. A legnagyobb rekombinécios szdzalékot a VMC4£.3.1 (10%),
mig a legkisebbet a GLP1-12P1-GLP1-12P3 adta (0,7%). A VMC8g9 esetében a
feltételezhetden rekombindns egyedek ardnya 3.,8% volt. A pontos allélméret
elemzéshez ALF Express 11 DNS fragmentum analizator és a primerek fluoreszcens
jelolése sziikséges. Ezért a VMCS8g9 esetében az ellenalld és fogékony egyedek
elkiilonitésére egyszerlibb mddszert dolgoztunk ki, az egymastdl 7 bp-ban kiilonb6zo
szenzitiv €s rezisztens allélek elektroforetikus elvalasztasdval agaroz gélen.

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

A 02-02 hibridcsaladdal kapott eredmények alapjan vizsgaltuk a VRH3082-1-
42 BC4 x Kismis moldvszkij (02-01) csalad 50 szelektdlatlan magoncat. Mivel a
RUNI/RPV1 szoros kapcsoltsagat tobb szerzd is leirta és megerdsitette a VMC8g9,
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CB69.70 ¢és CB137.138 markerek mellett, a VMC1g3.2 SSR 16kuszt is bevontuk a
vizsgédlatokba, mivel néhany kutaté ezt az RPVI+ genotipusok szelekcidjara
alkalmazta. Mind a négy marker segitségével elkiilonithetéek a lisztharmat és a
peronoszpora rezisztenciagéneket hordozo (RUNI+/RPV1+) és a nem hordozé (runli-
/rpvi-) egyedek egymastol.

Eredményeink alapjan javasoljuk a munkank soran felhasznalt markerek
(GLP1-12P1P3, VMC8g9, VMC4£.3.1, VMCl1g3.2, CB69.70 és CB137.138) tovabbi
szelekcios vizsgalatokba torténd bevonasat. Olyan hibridcsaladok vizsgélatara
lehetnek alkalmasak, melyek egyik keresztezési partnere (rezisztens sziild) a
VRH2082-1-42 BC,4, vagy barmely olyan visszakeresztezett nemzedékbdl szarmazo
ellendlld sziilé (példaul: VRH3082-1-49, VRH3084-2-56, VRH3099-10-57),
amelyben a peronoszpora/lisztharmat rezisztencia forrasa a M. rotundifolia. Olyan
megbizhatd marker alapt rendszert dolgoztunk ki, amellyel a PCR-t és a poliakrilamid
vagy agardz gélelektrofotézist kovetéen a RUNI+/RPVI+ genotipusi egyedek
kivalogathatoak. A VMC8g9, a VMClg3.2, a CB69.70 ¢s CB137.138 markerek
alkalmassagat maés, halmozott rezisztenciagéneket tartalmazo hibridcsaladokban
(Kozma et al. 2006) is eredményesen alkalmaztdk (Katula-Debreczeni et al. 2010),

ami megerdsiti a disszertacid eredményeit.
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