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OSSZEFOGLALAS

A legfontosabb
peronoszpora) szemben rezisztens versenyképes mindségii fajtik

gombabetegségekkel  (lisztharmat — és
eléallitasa a szélénemesités egyik f6 célja. A szolé rezisztencia
nemesitésben a XX. szazadban a legjelentisebb sikereket francia
kutatok érték el. A szélotermesztési teriiletiik tobb mint 30%-dan
termesztettek rezisztens fajtakat, amelyekben észak-amerikai vad
Vitis fajokat hasznaltak rezisztenciagen forrasként. A Muscadinia
rotundifolia  immunitas szintii lisztharmat  rezisztenciajanak
felfedezése uj lehetbséget nyitott a sz610 rezisztencia nemesitésben.
A egy

rezisztenciagént tartalmaz (Runl), amely Vitis vinifera fajjal

Muscadinia  rotundifolia dominans  lisztharmat

torténd  visszakeresztezések sordn a mindségi fajtikban is
rezisztenciat biztosit. Egy (Muscadinia rotundifolia x Vitis vinifera)
BC, hibrid 1996-ban magyar-francia fajtacsere keretében keriilt
Magyarorszagra, és akkor vontik be a rezisztencia nemesitési
programba. A klasszikus szelekcios modszerek mellett, a kiilonbozdé
MAS
(Markerekre Alapozott Szelekcio) boviti a nemesitési célok

tipusu  molekularis markerek alkalmazasan — alapulo
elérésének eszkoztarat. A rezisztenciaért felelés Runl lokusszal
M.

szarmazo

kapcsolt  markerek  meghatarozdasa lehetévé  teszi
rotundifolia X V.

utodnemzedékekben a rezisztens és fogékony vonalak DNS-szintii

a
vinifera keresztezésekbdl
elkiilonitését. Vizsgalataink soran a lisztharmatfertézésre tesztelt
{(M. rotundifolaxV. vinifera) BC,}*Cardinal (V. vinifera) BCs
nemzedék egyedeit PCR-RFLP (GLPI1-12P1P3) és mikroszatellit
markerekkel (VMC4f3.1, VMC8g9) elemeztiik. Eredményeink a
kapcsolt markerekre alapozott szelekcio alkalmazhatésagat és
megbizhatosdagat tamasztottak ald.

Kulcsszavak: lisztharmat, Vitis vinifera L., Muscadinia
rotundifolia, Runl gén, PCR-RFLP, mikroszatellit, molekularis
marker

SUMMARY

Incorporation of competitive quality and resistance against
the most important fungal diseases (powdery and downy mildew)
in a cultivar is one of the most important aims of grapevine
breeding. In the 20" century, the most advanced results in
French
researchers. They used resistant cultivars in more than 30% of

grapevine resistance breeding were achieved by

their growing areas. In these varieties, North American wild Vitis
species were the resistance gene sources. The discovery of

immunity-like resistance of Muscadinia rotundifolia opened new
perspectives in resistance breeding. M. rotundifolia harbours a
dominant powdery mildew gene, providing resistance in high-
quality cultivars after back-crosses with V. vinifera varieties. M.
rotundifolia has been involved in the Hungarian grape breeding
programs since 1996, thanks to a French-Hungarian variety
exchange. In addition to traditional selection methods, application
of MAS (Marker Assisted Selection) based on various types of
molecular markers, can provide additional tools for these efforts.
Runl locus, responsible for powdery mildew resistance, was
identified in Muscadinia rotundifolia. Molecular markers closely
linked to this locus are very significant in screening progenies
deriving from M. rotundifolia and V. vinifera crosses, making
possible the discrimination between resistant and susceptible
genotypes at DNA level. In our analyses BCs progeny of {(M.
rotundifolaxV. vinifera) BC,}xCardinal (V. vinifera) tested for
powdery symptoms were analysed with PCR-RFLP (GLPI-
12P1P3) and microsatellite markers (VMC4f3.1, VMC8g9). Our
results proved the applicability of the linked markers and
reliability of marker assisted selection.

Keywords: powdery mildew, Vitis vinifera L., Muscadinia
rotundifolia, Runl gene PCR-RFLP, microsatellite, molecular
marker

BEVEZETES

A szdlénemesités egyik fo célja a legfontosabb
gombabetegségekkel, a lisztharmattal (Uncinula
necator), a peronoszpéraval (Plasmopara viticola) és
a szilirke rothadassal (Botrytis cinerea) szemben
rezisztens, kivaldé mindségli fajtak eldallitasa. Az
europai szOlotermesztés a termdteriiletek 2%-at
foglalja magaban, ugyanakkor a gombadldszerek
50%-at a szOldiltetvényekben hasznaljak. A
fungicidek alkalmazasa nemcsak az emberi
egészséget veszélyezteti, hanem fungicid-rezisztens
patogén torzsek kialakulasanak is kedvez.

Magyarorszagon a szO6l0 rezisztencia nemesitése
1949-ben kezd6dott, elészor peronoszpdra, majd
lisztharmat és sziirke rothadassal szemben rezisztens

o

fajtak eloallitasaval. Rezisztenciagén forrasként a

franko-amerikai  hibridek  szolgaltak, amelyek
létrehozasahoz  észak-amerikai vadszolé fajokat
hasznaltak fel (Kozma, 1999). A mindharom
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gombabetegséggel szemben rezisztens Villard blanc
fajta (56% vinifera, 3% labrusca, 30% rupestris, 6%
berlandieri, 5% lincecumii) (Striem, 2000) kivalo
mindségli  fajtdkkal  (Csabagydngye,  Ottonel
Muskotaly, Bouvier) torténd keresztezése
eredményezte a Zalagyongye, Bianca, Medina, Nero
(Csizmazia és Bereznai, 1968), a Viktoria gyongye,
Duna gyongye és Csillam (Kozma et al., 1986)
rezisztens mindségi fajtdkat. A rezisztencia és a
kivald6 min6ségi tulajdonsdgok oOtvozése annak
ellenére sikeriilt ezekben a fajtakban, hogy az észak-
amerikai Vitis fajokbol nemcsak a rezisztencia,
hanem a bormindséget rontd tulajdonsagok is
dominéansan, poligénikusan 6roklédnek. Igen nehéz
keresztezéses  nemesitéssel egy  genotipusban
kombinalni a kiilonb6z6é rezisztencidért €s a jo
minéségért felelds géneket. A szO0l6  stressz
rezisztencianemesitésbe keleti vad fajokat s
bevontak (Koleda, 1968), a Kunleany fajtat Vitis
vinifera xVitis amurensis keresztezéssel allitottak eld
(Koleda, 1968). A Vitis amurensist, amely
oligogénikus gombarezisztenciat hordoz, az 1980-as
években vontak be az Gn. ,polyvitis” keresztezésekbe
(Csizmazia et al., 1994) nemzetkozi egyiittmiikodés

keretében (Oroszorszag, Moldova, Jugoszlavia,
Csehorszag) (Kozma, 1999).
A XX. szdzadban a  szbldrezisztencia

nemesitésben a legjelentdsebb sikereket a francia
nemesitk érték el. A szdldteriiletiik tobb mint 30%-
an hasznaltak rezisztens fajtakat, amelyekben észak-
amerikai vad Vitis fajokat  alkalmaztak
rezisztenciagén forrasként. Uj utat nyitott a
rezisztencianemesitésben a Muscadinia rotundifolia
immunitds szinti lisztharmat rezisztenciajanak
felfedezése.

A Muscadinia rotundifolia kiemelkedd szerepet
tolt be sz0l6 rezisztencianemesitésben, mivel
nemcsak a legfontosabb gombabetegségekkel, hanem
egyes baktériumokkal, filoxéraval és fonalférgekkel
szemben is immunis, illetve nagyfoka -ellenalld
képességgel rendelkezik. Mind a lisztharmat
(Bouquet, 1986), mind pedig a peronoszpora (Staudt
¢és Kassemeyer, 1995) elleni nemesitési programokba
bevontak (Kozma és Dula, 2003; Merdinoglu et al.,
2003).

A Muscadinia rotundifolia dominans lisztharmat
rezisztenciajanak és a Vitis amurensis oligogénikusan
6rokl6do peronoszpora rezisztenciajanak
felhasznaldsa a rezisztencianemesitési programban
jelentésen megnovelte a szOlo  keresztezéses
nemesitésének hatékonysagat. Az FVM pécsi
Szblészeti és Boraszati Kutatointézete nemesitési
programjaban a kiilonb6z6 forrasokbol szarmazo
gomba rezisztenciagének kombindlasaban tt6rd
munkat végzett. 1996-ban magyar-francia fajtacsere
keretében Kkeriilt Magyarorszagra a Muscadinia
rotundifolia X Vitis vinifera BC,4 hibrid, amelyet egy

1974-ben inditott szdlénemesitési programban
allitottak el6 (Bouquet, 1980). A Muscadinia
rotundifolia egy dominans lisztharmat

rezisztenciagént tartalmaz (Runl lokusz), amely Vitis
vinifera fajjal torténd visszakeresztezések soran a
minOségi fajtdkban is rezisztenciat biztosit. 1999-
2002 kozott hibridcsaladokat allitottak el a francia
anyag felhasznalasaval, és a hibrid populaciok
egyedeit mesterséges és természetes fertdzések
alapjan tesztelték ¢és értékelték. A lisztharmat
ellenallosagot 4, a peronoszpora ellenallésagot 5
fokozatba soroltak (Kozma, 2002; Kozma ¢és Dula,
2003). Ezeknek a keresztezéseknek nemcsak a
sikeres (rezisztens ¢és kivald mindségli) fajtak
eléallitasaban van jelentdségiik, hanem a genomikai
kutatasokhoz nélkiilozhetetlen térképezési
populaciok szerepét is betoltik, molekularis marker
térképek szerkesztését és ismeretlen rezisztenciagén
lokuszok azonositasat is lehet6vé teszik.

A markerekre alapozott szelekcio (MAS)
nagymértékben gyorsithatja a megfeleld forrasokbol
szarmazd rezisztenciagének beépitését
(introgressziojat) az értékes, jo mindségi fajtakba. A
rezisztencia-génekkel egyiitt hasado (koszegregald)
kapcsolt markerek a vad fajokbol szarmazo
rezisztenciagéneknek a mindségi fajtakba torténd
bevitelének gyorsitasa mellett, a sz016 genom
molekularis markerekkel valo telitése, a Vitis vinifera
fajtakban is el6segiti kedvezd allél-tarsulasok,
haplotipusok azonositasat. Kiilonb6z6 marker-
rendszerek alkalmazhatbak a fajtdk genotipizalasara,
a gazdasagi szempontbol értékes génekkel kapcsolt
DNS-markerek azonositasara. Ezek tobbsége ma
PCR technikan alapul. El6zetes szekvencia ismeretet
nem igényld, véletlenszerien megvalasztott primerrel
(RAPD: random amplified polymorphic DNA) is
lehet jellemezni a genotipusokat, ezek azonban
altaldban dominans markerek. Szekvencia-ismeretet
és fejlesztést igényel a  génspecifikus és
mikroszatellit primerek alkalmazasa. A
mikroszatellitek 1-5 bazispar méretii ismétlodé DNS
szakaszok, egyszeri  ismétlddo  szekvencidk,
amelyeket az angol kifejezés roviditéseként SSR-nek
(SSR: Simple sequence repeat) is neveznek. A
tandem ismétlédések szama nemcsak fajonként,
hanem fajtanként is eltérd lehet, tehat genetikai
polimorfizmus  kimutatasara, igy térképezésre,
fajtaazonositasra és megkiilonboztetésre
alkalmazhatéak  (Kiss, 2005). A  monoton
ismétlédések konzervalodott hatarszekvenciai a
mikroszatellit —markerek, amelyek kodominans
mendeli 6roklésmenetet kdvetnek (Kiss, 2005).

A lisztharmat rezisztenciaért felelos Runl lokusz
felfedezését  kapcsolt —markerek  keresése ¢és
meghatarozasa kovette (Pauquet et al., 2000; Donald
et al., 2002; Barker et al., 2005b), ami lehet6vé teszi
a M. rotundifoliaxV. vinifera keresztezésekbol
szarmazd utddnemzedékek DNS-szintii vizsgalatat, a
rezisztens ¢és fogékony vonalak elkiilonitését.
Vizsgalataink soran lisztharmat fertézésre tesztelt
{(M. rotundifolaxV. vinifera) BC,}xCardinal (V.
vinifera) BCs nemzedék egyedeit elemeztiik PCR-
RFLP és mikroszatellit markerekkel.
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ANYAG ES MODSZER
Novényanyag

A molekularis elemzésekhez a {(Muscadinia
rotundifoliaxV.  vinifera) BC,}xCardinal (V.
vinifera) BCs nemzedék lisztharmattal fertézott és
tiilnetmentes egyedeit alkalmaztuk. Elsé 1épésben, a
lisztharmat-fert6zési tiinetekben eltérd 20-20 névény
vizsgalatat végeztik el, ezutin a hasadé BC;
nemzedék 129 egyedét elemeztiik a sziilokkel egyiitt
(rezisztens sziil6: [Muscadinia rotundifolia xV.
vinifera] BCy. fogékony: Cardinal fajta).

DNS izolalas, PCR és mikroszatellit elemzés

A kisérleteink soran a felhasznalt novények fiatal
leveleib6l a DNeasy® Plant Mini Kit DNS-izolald
rendszerrel vontuk ki a genomi DNS-t (Qiagen,
Biomarker Kft., G6do116).

A molekularis vizsgalatokat Halasz et al. (2005a,
b) szerint hajtottuk végre. A PCR-RFLP reakciokhoz
a GLP1-12P1P3 primereket és EcoRI restrikcios
enzimmel valé emésztést alkalmaztunk (Donald et
al., 2002), a mikroszatellit elemzésekhez a
VMC413.1 (Di Gaspero et al., 2000) és a VMC8g9
(Di Gaspero személyes kozlés) SSR primereket
hasznaltuk.

EREDMENYEK

A lisztharmat tiinetekben markansan kiilonb6z6
20-20 BCs novény PCR-RFLP vizsgalatanak
eredményeit az /. abra szemlélteti. A GLP1-12P1P3
primerekkel a  fert6zottségtol, illetve a
tiinetmentességtél  fiiggetleniil tehat minden
mintdban — felszaporodott egy 870 bp méretii DNS
fragmentum (/. dbra). A lisztharmattal fertdzott és
egészséges novények azonban a kapott PCR termék
EcoRI enzimmel vald emésztése utan (PCR-RFLP)
egyértelmilen elkiilonithetéek voltak egymastdl: mig
a fertdzott levelekbdl szarmazod fragmentum nem
emészt0dott, a tiinetmentes ndvényekbdl kapott
termék egy 670 ¢és 200 bp méretl szakaszra
hasitodott.

A PCR-RFLP mellett két olyan mikroszatellit
primerpart (VMC413.1 és VMC8g9) is bevontunk a
vizsgalatokba, amelyek a Runl lokusszal kapcsoltak
(Barker et al., 2005a). A mikroszatellit analizis arra is
lehetéséget ad, hogy az idegen megporzasbol
szarmazo allélméretek alapjan kizarjuk az elemzésbol
azokat az egyedeket, amelyek nem felelnek meg a
sziil6i kombinacioknak. Az ilyen eltérd allélméretek,
illetve bizonytalan fenotipizalas alapjan 21 mintat
kihagytunk az adatok értékelésébdl. Az I
tablazatban foglaltuk 6ssze a hasad6 nemzedék 129
tagjara és a sziilokre vonatkozd adatokat. A
VMC413.1 esetében egy 186 bp, a VMCS8g9
alkalmazasakor pedig egy 160 bp méretii allél
bizonyult lisztharmat rezisztenciaval kapcsolt
markernek.

1. abra: A GLP12-P1P3 primerparral futtatott PCR-RFLP
reakci6 eredménye

670 bp

200 bp
M: Molekula tomeg marker (Fermentas 100 bp ladder plus), 1-3: a
lisztharmat tiinetekt6l mentes, 4-6: a fert6zott vonalak PCR
fragmentumai a GLP1-12P1P3 primer parral; 7-12: tiinetmentes
(rezisztens) egyedek a PCR termék restrikcios emésztése utan
(EcoRlI); 13-18: fert6zott (fogékony) egyedek mintazata a PCR
termék restrikcids emésztése utan (EcoRI)(1)

Figure 1: Result of PCR-RFLP with the GLP1-12P1P3 primer
pairs
M: Molecular weight marker (Fermentas 100 bp ladder plus), PCR
fragments of powdery mildew symptomless (1-3) and infected (4-
6) lines; restriction (EcoRI) pattern of symptomless/resistant (7-
12) and infected/sensitive (13-18) individuals(1)

A mesterséges fertdzést kovetden a tlinetmentes
¢és a gombafertdzés tiineteit mutatdé novények 67:62-
es aranya a mendeli 1:1-es fenotipusos hasadasnak
felel meg (1. tabldazat). A GLP1-12P1P3-as markerrel
ugyanezekre a vonalakra 66:63-as hasadasi aranyt
kaptunk. Mindharom marker esetében azonositottunk

rekombindnsokat, tehdt olyan  genotipusokat,
amelyek rezisztens fenotipusnak  bizonyultak,
ugyanakkor nem a rezisztens marker

jellegzetességével rendelkeztek: a GLP1-12P1P3
PCR fragmentum nem emészt6dott EcoRI enzimmel,
a VMC8g9 160 bp méretii fragmentuma helyett a
167-es volt megtalalhatd benniik, a VMC4{3.1 esetén
pedig a 184-es szenzitiv allélt hordoztdk, vagy
forditva a 167 és 184 bp allélméret jelenléte ellenére
lisztharmat  fertézési  tiineteket mutattak. A
legnagyobb rekombinaciés %-ot a VMC4f3.1
esetében kaptuk, a legkisebbet pedig a PCR-RFLP
markerrel (/. tablazat).

A rekombinansok megjelenése azt bizonyitja,
hogy az alkalmazott markerek kapcsoltsiga nem
100%-o0s, mégis alkalmasak a markerekre alapozott
szelekciora (MAS), hiszen a markergenotipus alapjan
90-99%-ban olyan ndvényeket valogatunk ki,
amelyek tartalmazzdk a Runl dominans lisztharmat
rezisztenciagént.  Gyorsasdg ¢és  hatékonysag
szempontjabol a  VMC8g9  alkalmazdsa a
legkedvezobb, mert az egyszeri PCR-rel kapott 160-
167 bp méreti fragmentumok nagy felbonto
képességii agardéz gélen is megkiilonbdztethetoek,
tehat sok minta rutinszeri elemzését is lehetdvé
teszik. A Runl lokusz fizikai és molekularis
markerekkel torténd térképezése alapjan (Barker et
al., 2005a) varhatd, hogy a rezisztenciagénnel még
szorosabb  kapcsoltsagban  1évé  SSR  vagy
génspecifikus primerek szekvenciai is rendelkezésre
fognak allni, amelyek még hatékonyabb MAS-t
fognak biztositani.
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1. tablazat
A lisztharmat-fert6zési tiinetek és a markerekkel kapott eredmények dsszehasonlitisa
Az arnyékolt szamok a rezisztenciat jelz6 allélméreteket jelolik
Fenotipus(2) Molekularis markerek(3)
Tiinet- VMC413.1 VMC8g9
Fert6zott(5 GLP1-12P1P3
mentes(4) | | CrioZot(S) Allélek(6) [bp] Allélek(6) [bp]
Fajta(l) R &
[aPCR [aPCR R S R S
R S fragmentum fragmentum 186 184 160 167
EcoRlI-el EcoRI-el nem
emésztédott](7) | emészt6dott](8)
Cardinal - + - + 164:164 179:179
BC, + - + - 184:186 160:167
164:186 164:184 160:179 167:179
B ovények 2
Cs novények(9) 67 6 66 63 61 68 66 63
Rekombindns genotipusok aranya(10) 1/129=0,007 13/129=0,100 5/129=0,038

Table 1: Comparison of the results of phenotyping for powdery mildew symptoms and genotyping with molecular markers (shaded

numbers indicate the ,, resistant allele” sizes)

Variety(1), Phenotype(2), Molecular markers(3), Symptomless(4), Infected(5), Alleles(6), EcoRI cleaved the PCR fragment(7), EcoRI did
not cleave the PCR fragment(8), BCs plants(9), Ratio of recombinant genotypes(10)

KOSZONETNYILVANITAS

A kutatasokat az Foldmivelésiigyi Minisztérium (FVM 6023/2000) és az OTKA tamogatja (K62535,

M36630 és M45633).
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