Tartos rezisztencia szoloben: markerekre alapozott génpiramidalas és két,

Vitis vinifera eredetii lisztharmat rezisztenciagén osszehasonlitasa
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Bevezetés, a palyazat célkitiizései

A szOlonemesités egyik alapvetd célkitlizése a két legjelentdsebb gombabetegséggel a
lisztharmattal (Uncinula necator) és a peronoszporaval (Plasmopara viticola) szemben tartés
rezisztenciat hordoz6 fajtak eldallitasa.

A tartds rezisztencia kialakitdsa, az egyes rezisztencia gének piramidédldsa, a major géneken
kiviil kvantitativ rezisztencia gének bevitele a legértékesebb genotipusokba megbizhaté
molekuléris markerek nélkiil nem valdsithaté meg.

A rezisztencia génekhez szorosan kapcsolt molekularis markerek segitségével korai szelekcid
végezhetd a keresztezési populdcidban a rezisztencia gén jelenlétére. Ez kiilonosen fontos,
mivel a betegség fogékonysdgra illetve tolerancidra/rezisztencidta iranyuld fenotipusos
kiértékelés meglehetdsen nehezen kivitelezheto.

A palyézat célkitlizései:

1.

A {6 rezisztenciagéneket piramiddlva hordozé genotipusok szelekcidja egy 1épésben
multiplex PCR-rel a VHR 3082-1-42 x ’Kismis vatkana’ utédnemzedékben. A Runl,
Renl, Rpvl génekkel kapcsolt markerek tesztelése VHR 3082-1-42 x Kismis vatkana
utédnemzedék 100 egyedén kiilon-kiilon, majd multiplex PCR-ben.

A ’Dzsandzsal kara’ és a ’Kismis vatkana’ lisztharmat rezisztenciagénjének
Osszehasonlitdsa molekularis markerek alapjan. A ’Dzsandzsal kara’ fajta elemzése a 12,
13, 15, 18, 19 kapcsoltsdgi csoportokban taldlhatd SSR markerekkel.

A (Dzsandzsal kara x Laszta) x V. vinifera térképezési populacié vizsgélata MRG (major
resisance gene) és QTL-ekkel kapcsolt markerekkel: elsdsorban a 12, 13, 15, 18, 19
kapcsoltsagi csoportokban taldlhaté SSR markerekkel, illetve a *Dzsandzsal kard’-val
kapott eredmények fiiggvényében tobbi kapcsoltsdgi csoporthoz tartozé markerekkel is.
Multiplex PCR médszer kidolgozasa az dsszes célgén (MRG és QR) egy 1épéses
detektalasara.

A FO REZISZTENCIAGENEKET PIRAMIDALVA HORDOZO GENOTIPUSOK
SZELEKCIOJA EGY LEPESBEN MULTIPLEX PCR-REL A VHR 3082-1-42 X *KISMIS
VATKANA’ UTODNEMZEDEKBEN. A RUN1, REN1, RPV1 GENEKKEL KAPCSOLT
MARKEREK TESZTELESE VHR 3082-1-42 X KISMIS VATKANA UTODNEMZEDEK
100 EGYEDEN KULON-KULON, MAJD MULTIPLEX PCR-BEN.

Magyarorszagon a XIX. szdzad elsé feléig nem volt sziikség rezisztens fajtak

nemesitésére, mert az Oshonos fajtdk védettséggel rendelkeztek az Eurdpdban eléforduld
kartevok és kérokozok ellen. Az 1840-es, 1860-as és 1870-es években viszont sorra jelentek
meg a napjainkig is legnagyobb kérokat okozd koérokozok, mint a lisztharmat, filoxéra és
peronoszpoéra. Ezeket a kérokozdkat Amerikabdl hurcoltdk be kontinensiinkre feltételezhetden a
direkttermd fajtak (pl: Izabella, Noah, Concord, Taylor) elterjedésével.

Eldszor Franciaorszdgban kezdtek a sz0616 rezisztencia nemesitésével foglalkozni. Az

Amerikabdl bekeriilt betegségek ellen az amerikai fajok rezisztensek voltak, igy ezeket
hasznaltdk fel a keresztezéses nemesitésekben, mint sziilopartnerek. Ezek terjedtek el franko-
amerikai hibridek néven. A hibridek jobb mindségliek voltak, mint a direkttermdk, €s gombas
betegségekkel (lisztharmat, peronoszpdra) szemben sokkal ellendllébbnak bizonyultak. A
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Couderc, Baco és Siebel a menesitdk nevei fémjelezik a legelterjedtebb, a késobbi
keresztezésekben kozkedvelt hibrideket.

A franko-amerikai hibrideket Magyarorszagon Egerben é&s Kecskeméten is
felhaszndltdk a nemesitési programokban. A franko-amerikai hibridek és szarmazékaik
felhasznalasaval igen nehéz keresztezéses nemesitéssel egy genotipusban kombindlni a
kiilonbozo rezisztencidért és a j6 mindségért felelds géneket, mivel a mindségi tulajdonsagok is
poligénikusan 6roklodnek. Emiatt a nemesitok az elmult 100 év soran nem alkalmazhattak a
visszakeresztez€s mddszerét, hanem a legjobb rezisztens hibrideket és fajtdkat egymas kozott
keresztezték, igy viszont a mindséget illetden nagyon lassu volt a genetikai elorehaladas.

A sz016 keresztezéses nemesitésének hatékonysigat nagymértékben novelte, mikor a

Muscodinia rotundifolia-t bevontdk a rezisztencia nemesités sziilopartnerei kozé. A M.
rotundifolia egy nagyhatdsi dominéns rezisztenciagént/QTL-t tartalmaz (runl) (Pauget et al.
2001), amely V. viniferdval torténd visszakeresztezések sordn a mindségi fajtdkban is nagyfoku
rezisztenciat biztosit.
Egyes kozép-dzsiai csemegeszOl6fajtdk a lisztharmattal szemben jOl ellenallnak. A kozép-azsiai
szarmazdsu ‘Dzsandzsal kara’-t irtdk le eldszor lisztharmat rezisztens fajtaként (Filippenko és
Stin 1977), majd bevontdk nemesitési programokba. Késobb kilenc tjabb rezisztens fajtat is
azonositottak: ‘Kahét’ (6rmény), ‘Gordin’ (molddv), ‘Sampancsik’ (orosz), ‘Tsitska saheris’,
‘Alexandruli’, ‘Dzveli szamahre’, ‘Dzvelsavi saheris’ (griz), ‘Tagobi’ és ‘Kismis vatkana’
(iizbég) (Vojtovic 1987). Ezek a fajtdk értékes genetikai forrdsként szolgdlnak a sz6l6
rezisztencianemesités szdmdra szemben a tobbi Vitis fajjal, hiszen nem befolydsoljak
kedvezdtleniil a mindséget.

A Kozma Pal irdnyitasaval miikodo Szolészeti és Bordszati Kutatdintézetben, Pécsett a
rezisztencia gének piramiddlasdnak céljabol eldallitottdk a Muscadinia rotundifolia x Vitis
vinifera BCy4 hibrid, (VHR 3082-1-42) X *Kismis vatkana’ keresztezést (1. dbra). A hibridcsalad
tagjai (BCs), igy a lisztharmat rezisztencidért felelds RUNI és REN1 gént, valamint a
peronoszpoéra rezisztencidért felelds Rpvl gént egyardnt hordozhattdk. Célunk a piramidélt
rezisztenciagéneket hordozé genotipusok szelekcidjara alkalmas moddszer kidolgozasa volt,
valamint a mikodoé rendszerrel a VHR 3082-1-42 x ’Kismis vatkana’ utédnemzedék sziz
egyedének sziirése.

A VRH 3082-1-42 BC,; x ‘Kismis vatkana’ keresztezés 0Osszesen 1185 utddot
eredményezett (06-1-es populdci). Uveghdzi fertézést kovetden, Pécsett a SzOlészeti és
Borészati Kutaté Intézetben Kozma Pal és Hoffmann Sarolta bonitdltdk a novényeket, és
aszerint, hogy hordoztak-e lisztharmat (PM) tiineteket vagy nem, két csoportra osztottdk az
utédpopuléciot: 286 PM szenzitiv €s 899 PM rezisztens egyedet hatdroztak meg. A
tiinetmentes: érzékeny egyedek hasadasi ardnya a hibridpopuldciéban 3:1. A fert6zési tiinetek
fenotipusos értékelése hosszadalmas és nehézkes folyamat, és ezzel a hagyomdnyos
modszerrel a kiilonbozo eredeti PM rezisztencia géneket hordozd, de azonos fenotipust
mutatd egyedeket nem lehet egymdstdl elkiiloniteni.

Az azonos fenotipust mutatd, tiinetmentes Runl+, Renl+ vagy Runl+/Renl+
genotipusokat molekularis markerek segitségével azonositottuk. A marker alapu szelekcibhoz
(MAS) véletlenszertien kivélasztottunk 410 PM rezisztens egyedet a 899-bdl, és 30-at a 286
fogékonybdl. Ezeken a novényeken teszteltik, hogy a Runl és/vagy Renl specifikus
markerek egyiitt hasadnak-e a PM rezisztencidval. A mintdkon hidrom Renl-gyel kapcsolt
SSR markerrel, kettd Runl-gyel kapcsolt SSR markerrel, tovabba BAC szekvencia alapjan
tervezett tovabbi harom markerrel, és egy RpvI génhez kapcsolt SSR markerrel kovettiik a
fenti rezisztencia gének (Runl/Rpvl és Renl) 6roklodését (1. tablazat).
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V. vinifera ‘Malaga’ seedling No. 1’ (2n=38) x M. rotundifolia ‘G-52’ (2n=40)

|

‘Cabernet Sauvignon’ x F1 NC 6-15

|

BC; VRH 8628 x ‘Grenache noir’

’

‘Merlot noir’ x BC, VRH 5-18-79

'

BC; VRH 1-28-82 x ‘Aubun’

‘

BC,; VRH 3082-1-42 x ‘Kismis vatkana’
(Bouquet, 1986) ‘Kismis moldavszkij’
‘Cabernet Sauvignon’
‘Petra’
‘Superior seedless’

BCs hibrid csalad
(Kozma et al. 2006)

1. abra: A BCs hibridcsaladok eléallitasi sémaja.
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2. abra: A Renl gén fizikai térképe (Hoffmann et al. 2008).



CB191.192 CB69.70 CB137.138
284 bp 157 bp 277 bp
powdery mildew resistance l
GLP1-12 g
Lo s &, e 83 55 zg 8 o3 . 4 g @
g2 3 T I zaAda = F§ d8 Z4 3 Sz 28 08 3 B85 o
2S5 | 8 £ % %n3 Egoan Bp BN A sEagocod 834 o
BEC o o 2 Fooo 3 $&d oY oo o o0 U QO = O S%0 o
Genete map 11V | L e I B 1
P | L ool IR P
P 2605 g2d2n 13962 SBiY A - R i1 3arg
Rasistant Eriizd B7P7 Mo | eilife 26E1n | | lancs BEE1E hogn7 o415 | 7dDdo
chromesome 1 ¢ | P : A
Susceptible EBHi13 141cal 1 2ras T Cet2E2]
chromosome jo7Mm2 25k

3. abra: A Runl gén fizikai térképe (Barker et al. 2005).

Olyan, az irodalomban kordbban leirt markereket kerestiink (1. tdblazat), amelyek
Renl-gyel (Hoffmann et al. 2008), illetve Runl-gyel (Barker et al. 2005) kapcsoltak, és
rutinszerien alkalmazhatok a MAS-ra (2.3. dbra)

1. tablazat MAS-ra alkalmazott rezisztenciaval kapcsolt SSR markerek

Szekvencia 5* — 3’
Primer neve forward reverse
UDV020 tgt tgg tgt gtg ttt gta cgt g tgt tgg cct gat gtt gag ag
Renl VMCO9h4.2 gca gtt gat gca aaa caacagt | cac atc att cat tga tga ggc t
VMCNg4el0.1 aat gca gca gcgccagat g gca gge tge tge tgt ttt g
VMC413.1 aaa gca cta tgg tgg gtg taa a | taa cca ata cat gca tca agg a
VMC8g9 aac att atc aac aac atg gtt tta | ata ttc atc ctt ccc atc act a
Runl CB69.70 gaa agt aag gag aca agg cg cac ttg ctt ctc cat tac cc
CB137.138 gga tag gac atg cta tcg cat cttttc agg gat cga g
CB191.192 gtc aac ggt ttg ttt gac ¢ ctg cag agt tag gtt acc
Rpvi VMCl1g3.2 gat agt tac cat act tag tcg ga | gat agt tac cat act tag tcg ga

A RunlRenl génnel kapcsolt markerekek eredményei
Runl génnel kapcsolt markerként a VMC8g9 és a VMC4f3.1 primereket hasznaltuk
Barker et al. (2005) szerint, akik a VRH3082-1-42 BCy4 x V. vinifera ‘Cabernet Sauvignon’
hibridcsalddot vizsgédlva megéllapitottdk, hogy a VMC8g9 minden esetben egyiitt hasadt a
PM-rezisztens fenotipussal, mig a VMC4{3.1 SSR I6kuszt 0,6 cM és a VMC1g3.2 16kuszt 4,4
cM tavolsagra térképezték a Runl géntdl (3. dbra).



A VMC8g9-cel kapott allélméretek (2. tablazat) 160, 167 és 174 bp, ahol a 160 bp
méretli allél kapcsolt a Runl génnel. Az egyes allélok egymadstdl jol és egyértelmiien
elkiilonithetéek voltak. A VMC8g9 alkalmas a Runl rezisztencia gént hordozé egyedek
szelektalasara.

A VMC413.1 markerrel a BC4 hibridcsalddndl egy 184 és egy 186 (Runl kapcsolt)
bazispar méretli allél szaporodott fel, mig a ‘Kismis vatkana’-nal 160 és 186 bp (2. tdblazat).
A 2 bp méretkiilonbség olyan csekély, hogy az utddpopulacié 160:184 és 160:186
genotipusaindl nem lehetett minden esetben egyértelmiien kijelenteni, mely egyedek
tartalmazzdk a rezisztencidval kapcsolt 186 bp méretii allélt, ezért ezt a markert kizartuk a
késobbi vizsgédlatokbol. A BCs és a ‘Kismis vatkana’ sziilok mellett, a PM-érzékeny
‘Cardinal’ fajta referenciaként szerepel a tabldzatban.

Mivel csak egy informativ Runl kapcsolt marker allt a rendelkezésiinkre, ugy
gondoltuk, fontos, hogy olyan markert keressiink, ami a VMC8g9-cel kapott eredményeket
egy attdl fliggetlen médszerrel megerdsiti. Ezért teszteltiik a domindns CB191.192, CB69.70,
és CB137.138 markereket, hogy egyiitt hasadnak-e az SSR markerrel. A CB primereket
Barker et al. (2005) tervezte BAC szekvencia alapjan.

A CB dominians markerekre végzett PCR a BCs és az utédpopuldcié rezisztens
egyedeiben a vart méretli fragmentum felszaporoddsdval: CB191.192 primerpar esetén 284
bp, CB69.70 primerpar esetén 157 bp és CB137.138 primerpar esetén 277 bp (4. abra) jelezte
a Runl gén jelenlétét.

601602 603 604 605 bed kis card 6 16 26 36 46 56 76 106 116 126 136

—
—

4. abra: A 06-1-es populdcié elemzése a Runl-kapcsolt CB137.138 markerre nézve.

Az 1. zsebben molekulatomeg marker taldlhaté (GeneRuler 100 bp Ladder Plus), a 601-605.
szamu mintak szenzitivek (Runl-), BC4: Runl+, ‘Kismis vatkana’: Runl-,’Cardinal’ szenzitiv
genotipus (Runl-), 6-416 szamud mintdk tiinetmentes egyedek. A nyilak a rezisztenciat jelzo
277 bp méretii fragmentumokra mutatnak.

Az Osszes egyed, ami tartalmazta a VMC8g9-cel a Runl rezisztencia génnel kapcsolt
allélt, pozitiv lett a CB markerekkel is, tehat a kapott eredmények megerdsitették egymast. A
CB69.70 marker esetében azonban négy tiinetmentes mintdnal (76, 116, 236, 636)
felszaporodott a vart 157 bp méretli fragmentum, de csak nagyon kis mennyiségben a biztosan
pozitiv mintdk nagyon eros jeléhez képest.

A Renl rezisztencia génnel kapcsolt mindhdrom marker (VMC9h4.2, UDV020a,
VMCNg4el0.1) eredménye egybeesik (2. tablazat, 5. dbra), igy a Renl+ genotipusok
konnyen szelektdlhatéak. A Runl rezisztencia génnel kapcsolt markerek eredményei alapjén,
a VMC8g9, a CB191.192 és a CB137.138 primerek adatait tekintettiilk megbizhatonak, mivel
azok eredményei minden esetben megegyeztek.

A 2. tablazatban szerepld adatok bizonyitjdk a VMC8g9 és a CB markerek szoros
kapcsoltsagat ugyanazokndl a novény egyedeknél, melyek CB eredményei a 4. dbran
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lathatéak. Azok a novények, amelyek nem tartalmazzdk a Runl gént (pl. 16, 26, 36, 76, stb.)
€s mégis tiinetmentesek a lisztharmatfert6zésre, a ‘Kismis vatkana’-t6l oOrokolték az
ugyancsak PM rezisztencidért felelés Renl gént. Azok az egyedek, amelyek mindkét
rezisztencia gént tartalmazzak értékes alapanyagul szolgdlnak a novénynemesités szamadra,
mivel két, kiilonboz0 genetikai forrdsbdl szarmazd, és kiillonbozd kromoszoémédn 1€vo
domindns PM rezisztencia gént hordoznak.

Az 6sszes novény, ami tartalmazza a Runl-gyel kapcsolt markereket, PM-tiinetmentes
fenotipust mutatott, és a 30 fogékony egyed egyike sem tartalmazta a rezisztenciaval kapcsolt
allélokat egyik markerrel sem.

Az 0sszes RUN1 gént hordoz6 egyed RPV1 génre is pozitivnak bizonyult, ami djabb
megerdsitése a két gén kozott szoros kapcsoltsagnak.

Card__J\ oo A 140-160

BC, ; 148-148

KV . N 138-164

Renl- . M 138-148

Renl-_j, A 138-148

Renl- | f\\j\w 138-148 L
Renl- A A 138-148 R
Renlt A A 148164 o
Renl+ AN 148-164

Renlil+ A /\ 148-164

5. abra: Renl génnel kapcsolt marker (UDV20a) elemzése a 06-1-es populacidban.

Card: ‘Cardinal’, fogékony referencia fajta, Sziilok: BC4: 148-148 (Renl-), KV: ‘Kismis
vatkana’: 138-164 (Renl+), Utédpopulicié egyedei: 138-148 genotipusi: Renl-, 148-164
genotipusti: Renl+. A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhizédssal és vastag betiivel
jeloltiik.

2. tablazat A rezisztencia génekhez kapcsolt, a vizsgalataink soran alkalmazott SSR
markerekkel felszaporitott pontos allélméretek

Renl Runl Rpvl

VMC VMC VMC VMC VMC

oha2 | IPV202 | \oacion | 8eo 413.1 1932
Kismis 1560086 | 138:164 | 240:260 | 167:174 | 160:186 | 122.140

vatkana
BC: 282:298 | 148:148 | 260:260 | 160:167 | 184:186 | 122:140
‘Cardinal’ | 289:307 140:160 | 265:286 | 179:179 | 162:162 | 135:140
BC,4 x ‘Kismis vatkana’

Rezisztens | 282:286 , _ 160:167 | 160:186 | 122:140
genotipusok | 286:208 | 15164 1 260260 | 60 104 | 186186 | 122:122
Szenzitiv | 262:282 167:167 | 160:184 | 122:140
genotipusok | 262:298 138:148 240:260 167:174 184:186 140:140

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhtzassal és vastag bettivel jeloltiik.

A 06-1 populédcié 440 egyedét vizsgdlva, a szenzitiv fenotipust mutaté novények
egyike sem tartalmazza egyik rezisztencia gén egyik kapcsolt markerét sem. A PM
tiinetmentes 410 novény koziil — a markerelemzés szerint — 36% tartalmazza mind a Runl,
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mind a Renl rezisztencia géneket, mig 28% Runl pozitiv és 36% Renl pozitiv. A Renl+
genotipusok javéra valo eltolddast okozhatja az, hogy mig a Runl egy féhatasti (major) QTL,
amely a M. rotundifolia-bdl introgresszédlédott a visszakeresztezések sordn a BC, hibridbe,
addig a Renl PM rezisztencia gén egy dominans, monogénes rendszer

Az Rpvl génnel kapcsolt markerek eredményei

Merdinoglu et al. (2003) a VMC1g3.2 SSR markert a peronoszpdra rezisztencidval
kapcsoltan 6roklodonek talaltdk, igy annak kovetésére alkalmas marker.

Az Rpvl gén jelenlétének kimutatdsara alkalmazott VMCI1g3.2 marker a BCy és a
‘Kismis vatkana’ sziilokben azonos méretli (122.140) allélokat eredményezett (2. tablizat),
ezért Rpvl+ genotipusként csak azokat a novényeket azonosithattuk, amelyek homozigétak a
122 bp méretli allélre. A heterozigbtdk elemzése tjabb marker bevondsit igényli. A
VMCl1g3.2 marker 16kusz kozvetlen kozelében taldlhaté két Gjabb markerrel (VVimll1 és
VVib32) kezdtiikk el a vizsgdlatokat (Doligez et al. 2006). Azok az egyedek, amelyek
homozigétak a 122-es allélre, tehat RpvI+-ak, egyben mind Runl+-ak is (3. tablazat).
Megerdsitettiikk a Merdinoglu et al. (2003) altal mas anyagon megfigyelt jelenséget, miszerint
a Runl és Rpvl gének szorosan kapcsoltan 6roklddnek.

VViml1-es primernél a 06-1-es populdcién tesztelve a markert azt az eredményt kaptuk
(3. tablazat), hogy a ‘Kismis vatkana’ esetében egy 260 és egy 285 bp méretli fragmentum
szaporodott fel. Ez azt jelenti, hogy ennél a populdciondl nincs allélegyezdség, tehat még
egyértelmiibben szét lehet vélogatni a szenzitiv egyedeket a rezisztensektdl. A
feltételezésiink szerint peronoszpdra rezisztencidval kapcsolt 295-0s allél a BC4 x ‘Kismis
vatkana’ populdci6 szenzitiv egyedeinél nem szaporodott fel. A VMC1g3.2-vel kapott 122 bp
méretli allélre homozigéta egyedeknél a 295 bp méretli allél (3. tablazat) minden esetben
felszaporodott, mig a 122-es allélt nem tartalmazd egyedeknél (140:140 homozigéta
szenzitiv) nem, igy a marker alkalmazhat6é az RpvI gén kovetésére. Megallapithatjuk, hogy a
biztosan RpvI gént hordoz6 egyedek VVimll-gyel tartalmazzak az adott méretii, 295 bp
méretli allélt. A marker nagy elonye, hogy igy a heterozigéta (122:140) egyedeket is szét
tudjuk vdlogatni, tehdt el tudjuk kiiloniteni a peronoszpdrdra szenzitiv és rezisztens
genotipusokat. Ahhoz, hogy eredményeinket ald tudjuk tdmasztani, sziikség lesz a populacid
mesterséges peronoszpora fertozésére €s a bonitdlasi adatokra. A VViml1-et korabban még
nem hasznaltdk MAS-ra, mi alkalmaztuk el6szor a szenzitiv és rezisztens genotipusok
elkiilonitésére.

3. tablazat A 06-1-es (BCs x ‘Kismis vatkana’) populacié véletlenszerlien kivalasztott
egyedének allélosszetétele

Renl Runl Rpvl
VMC UDbV VMC | CB191 | CB137 VMC VVim
9h4.2 20a 829 192 138 1g3.2 11
BC, 282:298 | 148:148 | 160:167 + + 122:140 | 270:295
KV 262:286 | 138:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:285
Rezisztens | 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 260:295
genotipus | 286:298 160:174
Szenzitiv | 262:282 | 138:148 | 167:167 - - 122:140 | 260:270
genotipus | 262:298 167:174
5 286:298 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
10 282:286 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
15 286:298 | 148:164 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
30 262:298 | 138:148 | 160:174 + + 122:140 | 260:270
35 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295




40 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:140 | 260:270
45 262:298 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
50 282:286 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285
55 286:298 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
60 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
65 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:122 | 260:295
70 262:282 | 138:148 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
75 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
80 262:282 | 138:148 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
85 262:282 | 138:148 | 167:174 - - 122:140 | 260:270
90 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
95 286:298 | 148:164 | 160:174 + + 122:122 | 260:295
100 282:286 | 148:164 | 160:167 + + 122:140 | 285:295
105 286:298 | 148:164 | 167:167 - - 140:140 | 270:285

A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhtizdssal €s vastag betiivel jeloltiik.

A multiplex PCR eredményei

A szelekcids folyamat tovabbfejlesztésének céljabol, kidolgoztunk egy multiplex
PCR-en és agar6z alapu gélelektroforézisen alapulé médszert. Bar az alapvetd célunk a két
kiilonbozé PM rezisztencia gént hordozd genotipusok kivdlogatdsa, illetve az egyes
rezisztencia gének jelenlétének bizonyitdsa volt, az RpvI génnel kapcsolt VMC1g3.2 markert
is alkalmaztuk a peronoszpora rezisztencia kovetésére. Az eredményeink alatimasztottdk,
hogy a Runl és Rpvl kapcsolt markerek koszegregdlnak. Az adataink bizonyitjdk, hogy a
marker alapu szelekcid gyors és pontos modszert kindl a nemesitési célkitlizésnek megfeleld,
halmozott rezisztenciagéneket hordoz6 genotipusok szelekcidjara.

Célkitlizéseink kozott szerepelt a halmozott rezisztencia géneket hordozé genotipusok
szelekcidja egy 1€pésben, multiplex PCR reakciéban. Ehhez tgy kellett kivdlogatni az egyes
primerparokat, hogy az amplifikdlodott allélméretek ne fedjék egymast, és a primerek
kapcsolddasi homérséklete a PCR reakcié sordn megegyezzen. Ennek alapjan a kovetkezd
primerpéarok alkalmasak multiplex PCR-re: VMC9h4.2/VMC8g9, VMCNg4e10.1/VMC8g9,
VMCl1g3.2/VMC9h4.2, VMC1g3.2/VMCNg4el0.1 és VMC1g3.2/VMC8g9/VMC9h4.2 (6.
abra).

VMC1g3.2 VMC8g9 VMC9%h4.2
ES | ES Bc, KV 601 106 176 76 ES

BCuM\ 122140 160167 282298 s
KVHM 122-140  167-174 262286 . .
601JM MMHM 262-282 \\' ~=REE S=
106 HM M 60174 286298 % | B
176 _, M—MO 160-167  262-282 | ——

76ﬂkﬂj\—/‘f 140-140  167-167  286-298 7 _11: - N

6. abra: VMClg3.2, VMC8g9 és VMC9h4.2 markerekkel végzett triplex PCR ALF
kromatogramja.

(a) ES: kiils6 standard (95, 275, 300, 500 bp), BC4 (Runl+/Renl-), KV: ‘Kismis vatkana’
(Runl—/Renl+), BCs utdédpopulacio: 601: Runl-/Renl—, 106: Runl+/Renl+, 176:
Runl+/Renl—, 76: Runl—/Renl+. A rezisztencia génnel kapcsolt allélt aldhtzassal jeloltiik.
A Runl+/Renl+ genotipust csillaggal jeloltiik. (b) A multiplex PCR virtualis gél fotdja.
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Ennek a moddszernek nagy eldnye, hogy egy Ilépésben, 1ddt, pénzt, energiit
megtakaritva szelektdlhatjuk ki az értékes genotipusokat. Gyorsan és hatékonyan tudjuk a
rezisztencia gének jelenlétére tesztelni a VRH 3082-1-42 BC4 x ‘Kismis vatkana’ BCs
utédnemzedék mind a 899 tiinetmentes egyedét, ill. ez a mdédszer mds olyan hibridcsalddok
tesztelésére is kivaléan alkalmas, amelyek ugyanezeket a sziildi partnereket tartalmazzik.
Lehet6ség nyilik a halmozott rezisztenciagéneket hordozé genotipusok szelekcidjéra,
rutinszerlien vizsgalhatjuk az utédpopulaciét multiplex PCR reakciéban a Runl és Renl gén
egyiittes jelenlétére.

Molnir et al. (2007) kordabban mar leirtdk, hogy a (VRH 3082-1-42 BC4 x V. vinifera
‘Cardinal’) BCs utédnemzedékben a VMC8g9 markerrel felszaporitott allélok nagy
felbontoképességli 4%-os Metaphor gélen is elvalaszthatéak. Ennek a moddszernek az az
eldnye, hogy nem igényli a koltséges €s koriilményes poliakrilamid gélelektroforézist, ALF
Express II. késziiléket, és a primerek fluoreszcens jelolését.

Munkénk sordn duplex PCR reakciot alkalmaztunk, VMC8g9 markert a Runl+
genotipusok, és VMC9h4.2 markert a Renl+ genotipusok kivdlogatdsara. A PCR reakci6
soran kapott termékeket mind 1,2%-os agarézon, mind 4%-os Metaphor agarézon
elvalasztottuk.

Az utédpopulacié egyedei koziil kivélasztottunk négyet (06-1-601, 06-1-90, 06-1-6,
06-1-36), amelyek a négy kiilonb6zd genotipust reprezentiljak (Runl-/Renl-; Runl+/Renl+;
Runl+/Renl-; Runl-/Renl+).

Ezek genotipusa a kovetkezo:

VMC8g9 VMCO9h4.2 Runli/Renl
06-1-601: 167:174 262:282 Runl-/Renl-
06-1-90: 160:167 282:286 Runl+/Renl+
06-1-6: 160:174 262:298 Runl+/Renl-
06-1-36: 167:174 282:286 Runl-/Renl+

M KV BC, 601 90 6 36

o

“,—

156’]313 lgO bp 1/60 bp

I e S e e St
7. abra: a) VMC8g9 és VMC9h4.2 markerekkel végzett duplex PCR 4%-o0s Metaphor
agarézon elvalasztva.
M: molekulatomeg marker (BioLine HyperLadder V., Izinta Kft, Budapest, Hungary), 2.
‘Kismis vatkana’: Runl-/Renl+ 3. BC4: Run+/Renl-, 4-7. utédpopulicié (06-1) egyedei 601:
Runl-/Renl-, 90: Runl+/Renl+, 6: Runl+/Renl-, 36: Runl-/Renl+. A rezisztencia génnel
kapcsolt allélokat nyillal jeloltiik.

A 7. dbran jol lathato, hogy az az egyed, amelyik 6rokolte a BCy sziilé 160 bp méretli
Runl lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt alléljat, az Runl+ genotipusu, amelyik utdd a
‘Kismis vatkana’ 286 bp méretli Renl lisztharmat rezisztencia génnel kapcsolt alléljat
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orokolte, az Renl+ genotipusu, ill. amelyik mindkettdt tartalmazza, Runl+/Renl+ genotipus.
Ezzel a mddszerrel egyszeri agar6z alapu elektroforézissel is elkiilonithetOk a rezisztens
egyedek.

Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy azok az SSR markerek, amelyeket a Runl és Renl
lisztharmat rezisztencia gének térképezésére fejlesztettek, alkalmasak marker alapd
szelekciora. Ezekkel a markerekkel bizonyitani tudtuk a halmozott rezisztencia gének
jelenlétét a BCs hibridpopuldcioban. Az azonos fenotipust meghatiaroz6 halmozott
rezisztenciagéneket (Runl, Renl) tartalmaz6 novények azonositdsa csak DNS-szintl
elemzéssel lehetséges. Bizonyitottuk, hogy a Renl génnel kapcsolt SSR markerek
rutinszerien haszndlhatok MAS-ra.

Az eredményeket kozlo publikaciok:

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

Katuldné Debreceni, D., Lencsés, A. K., Sz0ke, A., Veres, A., Hoffmann, S., Erdélyi Sz.,
Heszky, L., Kiss, E., Kozma, P. 2009. Muscadinia rotundifolia Mich. Small és Vitis
vinifera L. eredetli lisztharmat rezisztencia felhaszndldsa a szO6l6 nemesitésben
markerekre alapozott szelekcioval. Kertgazdasag, 41 (2):82-91

Katuldné D.D., Lencsés A.K., Sz6ke A., Veres A., Hoffmann S., Kozma P., Heszky L., Kiss
E. 2009. Piramidalt rezisztencia gének molekuldris szelekcidja sz6l6ben. Hagyomény és
haladds a novénynemesitésben. XV. NoOvénynemesitési Tudomdanyos Napok. 2009.
marcius 17. Budapest. 228-232. CD:// ISBN: 978-963-8351-34-0.

Kozma P., Halasz G., Galbacs Zs., Molnar S., Hoffmann S., Veres A., Galli Zs., Kiss E.,
Heszky L. 2009. Analysis of grapevine hybrid familiy with molecular markers linked to
powdery mildew resistance gene. IX. International Conference on Grape Genetics and
Breeding Udine, Italy May 2009 ISHS Acta Horticulturae, 827:627-629 ISBN: 978-90-
66055-02-5

D. Katula-Debreceni, A. Veres, K.A. Lencsés, A. Szoke, P. Kozma, S. Hoffmann, L. Heszky,
E. Kiss (2009) Durable resistance in grapevine: MAS-Based gene pyramiding of vitis
vinifera origin Plant genomics Euoropean Meeting Lisbon 07-10. October 2009 p. 105

Katuldné Debreceni Didna (2011) Gombarezisztens Sz0l0 genotipusok molekularis

azonositdsa PhD disszertéci6

A °DZSANDZSAL KARA’ ES A °’KISMIS VATKANA’ LISZTHARMAT
REZISZTENCIAGENJENEK OSSZEHASONLITASA MOLEKULARIS
MARKEREK ALAPJAN. A "'DZSANDZSAL KARA’ FAJTA ELEMZESE A 12, 13, 15,
18, 19 KAPCSOLTSAGI CSOPORTOKBAN TALALHATO SSR MARKEREKKEL.

Egyes kozép-azsiai csemegeszOlofajtak koziil ‘Dzsandzsal kara’-t irtdk le eldszor
lisztharmat rezisztens fajtaként (Filippenko és Stin 1977), majd bevontdk nemesitési
programokba.

Célunk a ’Dzsandzsal kara’ fajta rezisztencia génjének vizsgélata és Osszehasonlitdsa
volt més 4zsiai eredetli fajtdval ("Kismis vatkana’). Ezért elvégeztilk a Pécsi szOlészeti €s
Borédszati Kutato Intézet altal mar eldallitott, ('Dzsandzsal kara’ x ’Laszta’) x V. vinifera
térképezési populdcié vizsgdlatit MRG (major resisance gene) €s QTL-ekkel kapcsolt
markerekkel: els6sorban a 12, 13, 15, 18 kapcsoltsagi csoportokban taldlhat6 SSR markerekkel.
A kapott eredményeket Osszehasonlitottuk tobb keresztezési populdcié eredményeivel. A
vizsgdlt mintak a kovetkezdk voltak:

’Kismis vatkana’ (Renl rezisztencia gént hordoz),

10



’Génuai zamatos’ x 'Kismis vatkana’ (a rezisztens utdd Ren/ rezisztencia gént hordoz),

VHR 3082-1-42 X *Kismis vatkana’ (a rezisztens utéd Runl, vagy Renl, vagy Runl+Renl
rezisztencia gént/géneket hordoz,

BC4 (Runl rezisztencia gént hordoz)

BC4 x "Kismis moldavszkij’ (a rezisztens utdd Runl rezisztencia gént hordoz)

"Laszta’ (Szenzitiv egyed)

"Katta kurgén’ x ’Perlette’ (szenzitiv egyed)

’Dzsandzsal kar’a (azonositand6 rezisztencia gént hordoz)

’Dzsandzsal kara’ x "Laszta’ ( a rezisztens utdd a > Dzsandzsal’ kara rezisztencia génjét
hordozza

(Dzsandzsal kara x Laszta ) x (Katta kurgan x Perlette) szenzitiv utédok,

(Dzsandzsal kara x Laszta x) x (Katta kurgan x Perlette) rezisztens utédok (a ’Dzsandzsal
kara’ rezisztencia génjét hordozza

Az alkalmazott markerek a kovetkezdk voltak
Renl-el kapcsolt SSR markerek
13-as kapcsoltsagi csoportban (UDV 020a, VMC9h4.2, VMCNg4e10.1)
Runl/RpvI-el kapcsolt SSR markerek
12-es kapcsoltsagi csoportban (VMC8g9, VVim 11, VMCl1g3,2)

A szenzitiv és a rezisztens fenotipusu egyedek nem valogathatéak szét a Runl/RpvI kapcsolt
markerekkel, ez arra utal, hogy a hibridpopuldcié nem tartalmazza ezeket a géneket (4.

tablazat).

Mind a ‘Kismis vatkana’, mind pedig a ‘Dzsandzsal kara’ Renl-gyel kapcsolt alléljei
pontosan megegyeznek, €s mind a hibridpopulaciét 1étrehozé rezisztens sziild (‘Dzsandzsal
kara’ x ‘Laszta’), mind pedig a hasadé utédpopulaci6 lisztharmat rezisztens egyedeinek Renl-

gyel kapcsolt allélméretei is (4. tablazat).

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy csak a Renl-gyel kapcsolt allélméretek hasadnak
egyiitt a lisztharmat rezisztens fenotipussal, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a ‘Dzsandzsal
kara’ domindns lisztharmat rezisztencia génje megegyezik a ‘Kismis vatkana’ Renl génjével.

4. tablazat: Kiilonboz6 rezisztenciagéneket hordozo hibridpopuldciok és sziilopartnereik
allélméretei a Renl-gyel és a Runl/RpvI-gyel kapcsolt SSR markerekkel

RUNI/RPVI RENT
Hibrid populacid/fajta VMCNg4  VMCOh
VMC8g9 VVimll  VMClg3.2 UDV20a
el0.1 4.2
BC, @167 272888 [BE142 260260 282298  148-148
> o > Kismis vatkana’  167-174  260-284  122-142 240880 262-P8 138
BC, x * Kismis
vatkana’ ‘ . 167-167 272-284 122-142 i 262-282 i
Fogékony utédok 167-174 260-272 142-142 240-260 262-298 138-148
Tiinetmentes T-167 260288 122-142 : 2822508 :
el e
utédok -174 284- 122888 2600 g ogs 148
> Génuai
138-1K%
Zamatos’ -
) Génuai o5’ > Kismis vatkana’ 138-138
y fenu?u zama OS, X RUNI1 gént nem tartalmaz 138'18
Kismis vatkana Fogékony utédok 1388
14818
Tiinetmentes -
utédok 138 {8
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* Dzsandzsal

, 167-174 124-128 255000 280-2K%
kara
> Laszta’ 162-178 128-134 230-268  252-290
* Dzsandzsal
o, , 162-174 124-128 Bf-268  EEYE-290
(Dzsadzsal kara x kara” x * Laszta
9 2. 9
Lazsta x) x (Katta Katta kurgdn”x 70 17¢ 122-128 238260  262-286

’ ’
kurgén x Perlette) Perlette

128-128
Fogékony utédok 162-178 122-124 238268  262-290
174-178 124-128 260-268  286-290
122-128
124-128
Tiinetmentes 162-118 122-128 238— 262—
utédok 174-178 122-124 260000  286-2R%E
128-128

Az eredményeket kozlo publikaciok:

D. Katula-Debreceni, A. Szoke, AK. Lencsés, P. Kozma, S. Hoffmann E. Kiss and A. Veres
(2010) Screening grape hybrid families with molecular markers linked to resistance
genes. 10th International Conference on Grapevine Breeding and Genetics, in Geneva,
New York, 1 —5 August 2010. ISHS Acta Horticulturae (in press).

Katuldné D.D., Lencsés A.K., Sz6ke A., Veres A., Hoffmann S., Kozma P., Heszky L., Kiss
E. (2009). Piramidalt rezisztencia gének molekuldris szelekcidja szoloben.
Hagyomény és haladds a novénynemesitésben. XV. Novénynemesitési Tudoményos
Napok. 2009. marcius 17. Budapest.228-232

Katuldné Debreceni Diana (2011) Gombarezisztens Sz0l0 genotipusok molekularis
azonositdsa PhD disszertaci6

A (DZSANDZSAL KARA X LASZTA) X V. VINIFERA TERKEPEZESI POPULACIO
VIZSGALATA MRG (MAJOR RESISANCE GENE) ES QTL-EKKEL KAPCSOLT
MARKEREKKEL: ELSOSORBAN A 12, 13, 15, 18, 19 KAPCSOLTSAGI
CSOPORTOKBAN TALALHATO SSR MARKEREKKEL, ILLETVE A
DZSANDZSAL KARA-VAL KAPOTT EREDMENYEK FUGGVENYEBEN TOBBI
KAPCSOLTSAGI CSOPORTHOZ TARTOZO MARKEREKKEL IS.

Miutdn megallapitottuk, hogy a > Dzsandzsal’ kara rezisztencia génje a Renl génnel
kapcsolt SSR markerekkel jol kovethetd, leteszteltik a 07-12-es populacié (Vitis vinifera
‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) x (Vitis vinifera ‘Katta kurgdn’ x Vitis vinifera ‘Perlette’)
Osszes egyedét. A hibridpopulacié egyszerre tobb eredeti rezisztencia gént is hordoz. A
célunk, az volt, hogy rezisztencidval kapcsolt markerekkel kivdlogassuk a halmozott
rezisztenciagéneket hordozé genotipusokat (PM rezisztenciagén a ‘Dzsandzsal kara’-boél,
QTL-ek a ‘Laszta’-bdl), illetve az egyes rezisztencia géneket kovessiik az utdédpopulacidban,
tehat szét tudjuk vdlogatni a rezisztens és szenzitiv egyedeket. Arra a kérdésre kerestiik a
vélaszt, hogy a Runl/Rpvi-gyel, illetve a Renl-gyel kapcsolt markerek alkalmazhatdak-e
ennél a populaciondl. Mivel a ‘Laszta’ rezisztens fajta ‘Seyve Villard’ eredetii, pedigréjében
megtaldlhaté mind a ‘SV 20365°, mind a ‘SV 12375 (*Villard blanc’), PM kapcsolt QTL
markereket is teszteltiink.

Osszesen 126 egyedet vizsgdltunk a hibridpopuldciébél, ebbdl fertézési tiineteket
mutatott 30, és tiinetmentes volt 96. A szenzitiv és a rezisztens fenotipusi egyedek nem
valogathatéak szét a Runl/Rpvi kapcsolt markerekkel, ez arra utal, hogy a hibridpopulaci6
nem tartalmazza ezeket a géneket.

12

150-11
150-150

150-[18

138-150

138-150
150-150

138-164

150818



A 07-12 populécié tiinetmentes egyedei koziil két feltételezett rekombindns egyedet
azonosittottunk, amelyek lisztharmat rezisztens fenotipust mutatnak, de a Renl kapcsolt
markerrel Renl- genotipust mutaté egyedek. PM tiineteket mutatd, szenzitiv genotipust
mutaté egyedek koziil szintén két Renl+ genotipust taldltunk.

A rekombindnsok azonositdsdhoz ismételt fenotipizaldsra van sziikség.

PM QTL analizis

Az UDVI15b marker, amit Di Gaspero et al. (2005) fejlesztettek ki, multilékuszos
marker, ezért el6fordul, hogy egyes genotipusokndl tobb allélt kapunk. A hibridpopulacio
vizsgalatakor mind a rezisztens sziildnél, mind az utédpopuldcié egyedeinél harom-ot-hét
csucsot detektaltunk, ami nehézkessé teszi az eredmények kiértékelését, nehezen kovethetdek
az allélok, igy ezt a markert kizartuk a késObbi vizsgdlatokbdl. A masik két markerrel
(VMC4d9.2 és VViV67) kapott allélméretek szortak a rezisztens és a szenzitiv fenotipusu
utédok kozott, illetve a rezisztens sziilo, a ‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’ mindkét markerre
nézve homozigéta (5. tablazat). MAS-ra olyan markerek alkalmazhat6ak, amelyek a kovetni
kivant tulajdonsdgot hordozé sziilonél heterozigéta formaban vannak jelen, ezért ezek a
markerek ebben az utédpopuldciéban nem alkalmazhatéak a PM QTL kovetésésre. A
‘Regent’,’Seibel’,’Seyve Villard’ fajtdkkal és a Vitis fajokkal kapott adatok valdsziniisitik,
hogy a lisztharmat QTL-lel kapcsolt allél a VViV67 marker esetén a 352 bp méretii allél. A
VMC4d9.2 marker esetén nem tudtuk meghatdrozni, hogy melyik allélméret kapcsolt a
rezisztencidval, mivel mind a 235, mind a 240 bp méretli allél megtaldlhaté a rezisztens
fajtdkban

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

VMC(C4D9.2 VVive7
‘Regent’ 235:240 334:352:364
‘S 7053’ 230:235 334:352
‘Laszta’ 235:240 352:364
‘SV 20365’ 235:240 334:352:364
‘SV 12375’ 230:235 334:352:364
BC4 244:244 352:364
V. labrusca 230:240 344:352:358
V. rupestris 235:240 358:358
V. berlandieri 235:235 330:352
V. lincecumii 235:235 330:338:352
Dasandssa kara x ‘Laszta’ | 240240 352:352
Katta kargn x Perlette 226:240 352364
A hasadé utédpopulécié PM tiinetmentes egyedei:
108 240:240 352:352
109 240:240 352:352
110 240:240 352:352
111 240:240 352:352
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112 240:240 352:352
113 226:240 352:364
114 226:240 352:364
115 226:240 352:352
116 226:240 352:364
117 240:240 352:364
A hasad6 utédpopuléacié PM fert6zési tiinetet hordozo egyedei
172/1 240:240 352:352
17272 226:240 352:352
172/3 226:240 352:352
I/3/1 226:240 352:352
1/3/2 226:240 352:352
Iv/1/1 240:240 352:364
Iv/172 226:240 352:352
Iv/1/3 226:240 352:364
Iv/2/1 226:240 352:364
1v/2/2 240:240 352:364

Akkurt et al. (2007) RAPD markereket (Fischer et al. 2004) alakitottak at SCAR
markerekké. Céljuk az volt, hogy olyan molekuldris markereket fejlesszenek, amelyek marker
alapu szelekcidra €s a novénynemesités szamdra hasznos genetikai forrasok jellemzésére
alkalmasak. A SCORA7-760 markert ajanljadk marker alapi szelekcidra, mert nagymértékben
(LOD 8,1-10,2) korrelaciét mutatott a leveleken felvételezett lisztharmat rezisztencidval.

Az eldbbiek alapjan alkalmaztuk a ScCORA7-760 markert, arra a kérdésre kerestiik a
vdalaszt, hogy mely fajtdkban, fajokban kovethetd a 15-0s kapcsoltsagi csoporton 1évo
lisztharmat QTL, amit a PCR soran felszaporod6 760 bp méretii fragmentum jelez.

A ‘Regent’, ill a pedigréjében szerepld ‘S 7053 (=‘Chancellor’; nagysziild) esetén
felszaporodott a vart 760 bp méretli fragmentum, ami megegyezik Akkurt et al. (2007)
eredményeivel. A ‘Laszta’ pedigréjében szerepld ‘SV 20365 és az ‘SV 12375 (‘Villard
blanc’) esetén felszaporodott a vart fragmentum, de a ‘Laszta’-ban nem. Akkurt et al. (2007)
tesztelték a markert kiillonboz6 genetikai hatteri, de eredetiiket nézve rokonsigban 1évo
genotipusokon: ‘Regent’ és pedigréjében szerepld genotipusok (‘Chambourcin’, ‘Diana’,
‘Chancellor’, ‘Seibel 880°, ‘Seibel 5163°, ‘Seibel 6468°, ‘Subberux’), Gf. GA-47-42
rezisztens nemesitési vonal (‘Bacchus’, ‘Seyval’, ‘Seibel 5656°, ‘Seibel 4199°, ‘Seibel405’,
‘Rayon d’Or’, ‘Aramon du Gard’), ‘Villard blanc’ pedigréjében: ‘Seibel 6468°, ‘Bayard’,
‘Afuz Ali’, ‘Seibel 4614°, ‘Seibel 2003’ x V. berlandieri, ‘Seibel 405°, ‘Subereux’, ‘Seibel
85”). Ezek a sziiloi vonalak kiilonb6z6 mértékben kapcsolddnak egymashoz, ill. a ‘Regent’
fajtdhoz, ami az irodalomban is megjelent pedigréjiikbdl egyértelmii. Leirtdk, hogy a
ScORA7-760 megkozelitdleg 90%-ban korreldl a lisztharmat rezisztencidval a kiilonb6zd
genetikai hatteri keresztezésekben. Ennek ellenére azt taldltak, hogy nem mindegyik ‘Seibel’
ill. ‘Seyve Villard’ eredeti fajtaban szaporodik fel a rezisztenciat jelz6 fragmentum. Akkurt et
al. (2007) nem vizsgaltdk a ‘Villard blanc’-t, de a két sziilot a ‘Seibel 6468’-at és a
‘Subereux’-t igen. Az utébbi két fajtdban felszaporodott a 760 bp méretli fragmentum.
Vizsgélataink sordn a ‘Villard blanc’-ban (‘SV 12375°) is felszaporodott a vart méretii
fragmentum.
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8. abra: Interspecifikus hihridek (‘Regent’, ‘Laszta’), a pedigréjiikben szerepld fajok, fajtak
€s a 07-12-es populacié elemzése a SCORA7-760 markerrel.

1. Marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 2. ‘Regent’ 3. ‘S 7053” 4. ‘Laszta’ 5. ‘SV 20365’ 6.
‘Dzsandzsal kara’ 7. ‘Kismis vatkana’ 8. BC4 9. V. yeshanensis 10. V. lincecumii 11. V.
labrusca 12. V. amurensis 13. ‘Villard blanc’ 14. 07-12 hibridpopuldcié szenzitiv sziild
(‘Katta kurgan’ x ‘Perlette’) 15. 07-12 hibridpopuldcié rezisztens sziild (‘Dzsandzsal kara’ x
‘Laszta’) 16-17. 07-12 hibridpopuldcié rezisztens utédai 18-19. 07-12 hibridpopulacid
szenzitiv utddai 20. Marker (GeneRuler 100 bp Ladder).
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9. abra: ‘Villard blanc’, a pedigréjében szerepld Vitis fajok és PM rezisztens dzsiai fajtak
elemzése a SCORA7-760 markerrel.
Marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1. ‘Villard blanc’ (‘SV 12375%) 2. V. labrusca 3. V.
rupestris 4. V. berlandieri 5. V. lincecumii 6. M. rotundifolia 7. ‘Kabarcik’ 8. ‘Iszpiszar’ 9.
‘Ieskimar’ 10. ‘Rezisztens magvatlan’ 11. ‘Tagobi’ 12. ‘Gordin’ 13. ‘Alexandroulii’ 14.
“Tsitska’ 15. ‘Bazaletouri tsolikouri’ 16. ‘Csaba gyongye’ (szenzitiv kontroll).

A ‘Laszta’ ‘Seyve Villard’ eredetti sziilgje, a ‘SV 20365°, ami az analizis sordn mutatta
a PM rezisztenciat jelzd fragmentumot. Sajnos sem a ‘Laszta’-ban, sem az altalunk vizsgalni
kivant hibridpopuldcié rezisztens sziilld partnerében (‘Dzsandzsal kara’ x ‘Laszta’) nem
szaporodott fel a fragmentum, tehit a 07-12 populéciét lisztharmat QTL-re ezzel a markerrel
nem tudjuk vizsgdlni (8. dbra). A “Villard blanc’ pedigréjében szerepld V. labrusca, V.
rupestris, V. berlandieri, V. lincecumii fajokat is vizsgaltuk (9. dbra), azonban csak a V.
lincecumii esetén szaporodott fel a vart fragmentum, tehdt a ‘Villard blanc’ ezt a
fragmentumot a V. lincecumii-t6l orokolte. Mds lisztharmat rezisztens vad fajokat vizsgalva:
V. yeshanensis és V. amurensis esetén sem szaporodott fel, ami azzal magyardzhatd, hogy ez a
két faj Kelet-Azsidb6l, Kindb6l és Mandzsiridb6l szdrmazik és nem Amerikdb6l. Ahogy
vartuk, a V. vinifera eredetli, de lisztharmat rezisztens fajtak, ‘Kismis vatkana’, ‘Dzsandzsal
kara’, ‘Kabarcik’, ‘Rezisztens magvatlan’, ‘Tagobi’, ‘Gordin’, ‘Alexandrouli’, ‘Tsitska’,
‘Bazaletouri tsolikouri’ nem tartalmaznak QTL-t, ezért nem szaporodott fel a lisztharmat
QTL-t jelz6 fragmentum. Mivel a két kozép-azsiai szarmazasu fajtardl, az ‘Iszpiszar’-rél €s az
‘Ieskimdr’-rél nincs adatunk, hogy lisztharmat ellendlléak-e vagy nem, ezeket is bevontuk a
vizsgalatokba. Ahogy a tobbi dzsiai szarmazasu fajtdnal sem, ugy ezeknél sem szaporodott fel
a 760 bp méretli fragmentum. Sem a M. rotundifolia, sem a M. rotundifolia eredetli
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lisztharmat rezisztens BCs (VRH3082-1-42) esetén nem kaptuk meg a specifikus
fragmentumot, hiszen a M. rotundifolia-ban és a BCs-ben megtaldlhatd Runl/Rpvi
nagyhatdsd QTL a 13-as kapcsoltsdgi csoporton, mig a ‘Regent’ fajta lisztharmat QTL-je a
15-6s kapcsoltsagi csoporton taldlhato.

Az eredményeket kozlo publikaciok:

Katula-Debreceni, D., Veres A., Szoke A., Lencsés A.K., Kozma P., Hoffmann S., Kiss E.
2010. Marker-based selection for powdery mildew resistance genes in different grape
hybrid families. Proceedings of the 6th International Workshop on Grapevine
Downy and Powdery Mildew. July 4-9, 2010 Bordeaux, France. 42-45 INRA ISBN:
978-2-7380-1279-1

Katuldané Debreceni Didna (2011) Gombarezisztens Sz6l6 genotipusok molekuléris
azonositdsa PhD disszertacid

MAGYAR NEMESITESU LISZTHARMAT REZISZTENS SZOLO FAJTAK
JELLEMZESE LISZTHARMAT QTL-LEL KAPCSOLT SCAR MARKERREL

Miutédn a Laszta fajta nem volt alkalmas a PM QTL kovetésére, mds Villard blanc
eredetl fajtakat is megvizsgéltunk.

A XIX. szazadban eldszor Franciaorszagban kezdtek a sz0l0 rezisztencia nemesitésével
foglalkozni. Az Amerikdbdl bekeriilt betegségek ellen az amerikai fajok rezisztensek voltak,
igy ezeket hasznaltdk fel a keresztezéses nemesitésekben, mint sziildpartnerek. Ezek terjedtek
el franko-amerikai hibridek néven. A hibridek jobb mindségiiek voltak, mint a direkttermok,
€s gombds betegségekkel (lisztharmat, peronoszpdra) szemben sokkal ellendllébbnak
bizonyultak. A Couderc, Baco és Siebel a menesitok nevei fémjelezik a legelterjedtebb, a
késdbbi keresztezésekben kozkedvelt hibrideket.

A franko-amerikai hibrideket Magyarorszdgon Egerben és Kecskeméten is felhasznaltak
a nemesitési programokban. A francia Siebel nemesitd hibridjei koziil a SV (‘Seyve
Villard®,*Villard Blanc‘) 12375, és az SV 18315 (‘Villard noir‘) volt a legkedveltebb
sziilopartner. A ‘Villard Blanc‘ mindhdrom gombabetegséggel (lisztharmat, peronoszpora,
sziirkepenész) szemben ellendllonak bizonyult. Szarmazdsa: 56% Vitis vinifera, 3% Vitis
labrusca, 30% Vitis rupestris, 6% Vitis berlandieri, 5 % Vitis lincecumii) (csepregi és Zilai
1998). Egerben Csizmadia D. J6zsef és Bereznai Lédszl6 munkdssdga révén jottek 1étre a
kivalé mindségli magyar fajtdk (‘Csabagyongye‘,‘Gardonyi Géza‘,"Medoc noir*) és a franko-
amerikai hibridek keresztezésével a ‘Néro*, Zalagyongye*,‘Bianca‘,‘Gocseji
zamatos‘,'Medina‘, rezisztens fajtdk. Kecskeméten Szegedi €s munkatdrsai allitottak eld
interspecifikus hibrideket ‘Poloskei muskotaly‘, ‘Teréz*, ‘Eszter®, nevii fajtdkat, Kozma Pal és
munkatarsai pedig a ‘Dunagyongye*,‘Viktériagyongye*,‘Csillam‘ és ‘Palatina ‘fajtakat.

Célunk lisztharmat QTL-lel kapcsolt SCAR marker (SCORA7-760) alkalmazédsival
jellemezni a kiillonbozd Seibel, ‘Seyve Villard® fajtdkat, illetve Seibel/‘Seyve Villard‘ eredeti,
magyar nemesitésli rezisztens fajtakat: ‘Duna gyongye*,‘Viktoéria
gyongye*,‘Csillam‘, ‘Nero‘, ‘Zala gyongye*, ‘Palatina‘,‘Bianca‘, ‘Gocseji zamatos‘ és ‘Medina‘.
Arra kerestiik a vdlaszt, hogy mely genotipusokban kdvethetd a 15-6s kapcsoltsdgi csoporton
1évo lisztharmat QTL.

A vizsgalt magyar nemesitésii interspecifikus, rezisztens szélofajtak (zardjelben
feltiintettiik a pedigé;jiiket):

‘Duna gyongye’ (‘Seibel 4986’ x ‘Csaba gyongye’)

‘Viktoria gyongye’ (‘Eger 2° (SV 12375) x ‘Csaba gyongye’)

‘Csillam’ (‘Eger 2° (SV 12375) x ‘Csaba gyongye’)

‘Nero’ (‘Eger 2’ (SV 12375) x ‘Géardonyi Géza’)
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“Zala gyongye’ (‘Eger 2’ (SV 12375) x ‘Csaba gyongye’)

‘Palatina’ (‘Eger 2° (SV 12375) x ‘Szoéldskertek kirdlyndje muskotély’)
‘Bianca’ (‘Eger 2’ (SV 12375) x ‘Bouvier’)

‘Gocseji zamatos’ (‘Eger 17 (SV 12286) x ‘Medoc noir’)

‘Medina’ (‘Eger 1’ (SV 12286) x ‘Medoc noir’)

A ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’ eredetii fajtak pedigréjében szereplé vizsgalt fajtak: S 4986°,
‘SV 12286°, ‘Villard blanc’ (‘SV 12375”),

A ‘Regent’ fajtat hasznéltuk pozitiv kontrollként, Akkurt et al. (2007) szerint. A
rezisztens magyar fajtdk mellett azokat a ‘Seibel’, ‘Seyve Villard’ fajtdkat is vizsgéltuk a
SCAR markerrel, amelyeket a fajtak elddllitdsa sordn haszndltak, dgymint: ‘Seibel 4986°, ‘SV
12375, ‘SV 12286’. Ugy vittiik fel a gélre a mintdkat, hogy az egyes ‘Seibel’, ‘Seyve
Villard’ fajtak utan azok a fajtak kovetkeznek, amelyeknek a pedigréjiikben szerepelnek.

A ‘Duna gyongye’ pedigréjében szerepld ‘S 4986’ (10. dbra) tartalmazza a 760 bp
méretil, lisztharmat QTL-t jelzé fragmentumot, de a ‘Duna gyongyében’ nem szaporodott fel.
A “Villard blanc’ utédai koziil a ‘Viktdria gyongye’, a ‘Nero’ , a ‘Zala gyongye’ és a ‘Bianca’
orokolte a specifikus fragmentumot, mig a ‘Csillim’ és a ‘Palatina’ nem. A pedigréjiikben
‘SV 12286’-ot tartalmazo, és lisztharmat rezisztens fajtdk, a ‘Gocseji zamatos’ és a ‘Medina’
esetében nem szaporodott fel a lisztharmat QTL-t jelzé fragmentum, mig a sziilében, az ‘SV
12286’-ban igen.

Ezek az eredmények is aldtdmasztjdk Akkurt €s mts. megfigyelését, hogy nem
mindegyik tiinetmentes egyed adja a specifikus fragmentumot. Eredményeink alapjan azokat
a rezisztens fajtdkat javasoljuk tovabbi nemesitési programokban felhaszndlni, illetve
rezisztencia gének halmozasinak céljabol keresztezési partnerként alkalmazni, amelyekben a
lisztharmat QTL kovethetd a SCORA7-760 markerrel, igy esetiikben alkalmazhaté a MAS. A
‘Viktéria gyongye’, a ‘Nero’ és a ‘Zala gyongye’ nemcsak rezisztens fajtdk, hanem kivalo
tulajdonsagokkal rendelkezd csemegeszOlo fajtdink, érésiiket tekintve koraiak, amit a méltan
vilaghiri ‘Csaba gyongyétdl’ orokoltek. Ezeket a fajtakat keresztezve a rezisztens
‘Dzsandzsal kara’-val, vagy a ‘Kismis vatkana’-val, és a M. rotundifolia rezisztencia génjét
hordoz6 BC, hibriddel, génhalmozassal tartés rezisztenciat érhetiink el. Marker alapu
szelekcioval ki tudjuk vélogatni a keresztezést kovetden azokat az egyedeket, amelyek
tartalmazzdk mind a domindns lisztharmat rezisztencia gént (Renl, Runl), mind a
‘Seibel’/’Seyve Villard’ eredeti PM QTL-t, olyan 1j, rezisztens fajtdk allithatok eld,
melyeknek rezisztencidja szinte attorhetetlen.

Eredményeinkkel ajanldst tudunk tenni arra nézve, hogy mely fajtik lisztharmat QTL-je
kovethetd az adott markerrel, tehdt egy komplex rezisztencia-nemesitési programban mely
fajtak javasolhatdk sziil6i partnerként, ha marker alapd szelekciot szeretnénk alkalmazni. Ez
kiilonosen fontos és nélkiillozhetetlen, ha génhalmozéssal, azaz egy genotipusba tobb
rezisztenciagén bevitelével hozunk létre tartds rezisztencidval rendelkezd 4j genotipusokat,
fajtakat.
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10. Abra: Magyar nemesitési rezisztens fajtik elemzése a SCORA7-760 markerrel.

Marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1. ‘Regent’ (rezisztens kontroll) 2. ‘S 4986’ 3. ‘Duna
gyongye’ 4. ‘Villard blanc’ (‘SV 12375%) 5. ‘Viktéria gyongye’ 6. ‘Csillam’ 7. ‘Nero’ 8.
“Zala gyongye’ 9. ‘Palatina’ 10. ‘Bianca’ 11. ‘SV 12286’ 12. ‘Gdcseji zamatos’ 13. ‘Medina’
14. ‘Csaba gyongye’ (szenzitiv kontroll).
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