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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA: abscisic acid = abszcizinsav

ABRE: ABA- responsive elements = abszcizinsavra reagalo elem

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism = amplifikalt fragmentumhossz polimorfizmus
ANS: anthocyanidin synthase = antocianidin-szintaz

B: blanc = fehér

bHLH: Basic helix-loop-helix

CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequences = felszaporitott szekvencia hasitasi
polimorfizmusa

CHI: chalcone isomerase = kalkonizomeraz

CHS: chalcone synthase = kalkon-szintaz

CoA: malonil-koenzim A

cpDNA: Chloroplast DNA = kloroplasztisz DNS

cpSSR: Chloroplast Simple Sequence Repeat = kloroplasztisz mikroszatellit ismétlédés
C4H: cinnamate 4-hydroxylase = cinnamat 4-hidroxilaz

DFR: dihydroflavonol reductase = dihidroflavon-reduktaz

DNS: Dezoxiribonukleinsav

ETS: External Transcribed Spacer = Kiilsé atirodo elvalaszto szekvencia

F3H: flavanone 3-hydroxylase = flavon-3-hidroxilaz

F3’H: flavanone 3’-hydroxylase = flavon 3’-hidroxilaz

F3°5°H: flavanone 3°5’-hydroxylase = flavon 3’5’-hidroxilaz

G: gris = sziirke

Gret-1: Grapevine retrotransposon 1 = Sz616 retrotranszpozon 1

ITS: Internal Transcribed Spacer = Bels6 atirod6 elvalasztd szekvencia

LDOX: leucoanthocyanidin dioxygenase = leukoantocianidin-dioxigenaz

LTR: Long Terminal Repeat = hosszu terminalis ismétlddés

N: noir = fekete

PA: Proanthocyanidins = proantocianidin

PAL.: phenylalanine ammonia lyase = fenilalanin-ammonia-liaz

PCR: Polymerase Chain Reaction = polimeraz lancreakcio

RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA = véletlen amplifikalt polimorf DNS
Rg: rouge = piros

Rs: rose =rdzsaszin

SNP: Single Nucleotide Polymorphism = Egy nukleotidos polimorfizmus

SRAP: Sequence-Related Amplified Polymorphism = Szekvencia specifikus amplifikalt
polimorfizmus

SSR: Simple Sequence Repeat = Egyszerii szekvencia ismétlodés

TE: Transposable Element = Transzpozon (athelyez6dé elem)

TF: Transcription Factor = Transzkripcios faktor

UFGT: UDP-flavonoid glucosyl transferase = UDP-gliik6z: flavonoid 3-O-gliikoziltranszferaz
WDR: WD-repeat domain protein = Triptofan (W)-Aszparaginsav (D) ismétlédo fehérje
4CL: 4-coumarate-CoA ligase = 4-kumarat-CoA ligaz


https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiP9oSY9-jZAhXMhKYKHds5BcYQFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC4103474%2F&usg=AOvVaw1APmjsrICyXpOnJjnRtt9y

1 BEVEZETES ES CELKITUZES

A termesztett sz6l6 (Vitis vinifera L. subsp. vinifera) az egyik legrégebbi és
legfontosabb kultarndvényiink. A sz6l6 egyik meghatdrozd mindségi tulajdonsaga a
bogyok szine. Ez sok esetben meghatarozhatja egy-egy fajta felhasznalési tipusat is: bor,
csemege, szO0161¢. Az évezredek soran a mutacidk, a természetes hibridizacio, majd a 19.
szazadtol kezdve a tudatos nemesitési és szelekcids munka eredményeként szamtalan
szinvaltozat alakult ki: fekete, kék, piros, rozsaszin, sziirke és fehér/zold. A bogyok szinét
a héjban felhalmoz6dd antocianok mennyisége €s mindsége hatarozza meg. Az ezt
meghataroz6 genetikai faktorok tagabb értelemben tehat fontos domesztikacios géneknek
is tekinthetdek a feltételezett 6s, a fekete bogydju Vitis sylvestris GMEL.-bdl torténd
héziasitas soran.

A sz6lofajok tobbségére és a Vitis vinifera L. fajtak Osére jellemz6 fekete szinbdl ezek
a kiilonboz6 szinvaltozatok az antocian bioszintézisben résztvevo gének és a mikodésiiket
szabalyozo transzkripcids faktorok mutdcioi miatt alakultak ki. A fehér szin az UDP-

gliikéz: flavonoid 3-O-gliikoziltranszferaz (UFGT) enzim génjének miikodését szabalyozo

crer

crer

torténd inszercidkra/deléciokra (INDEL), pontmutéciokra, illetve kimérizmusra és az ebbol
adodo génexpresszios kiilonbségekre vezethetok vissza.

A GrapeGen06 EU projekt egyik fontos célkitlizése volt az eurdpai dshonos fajtak
morfologiai és mikroszatellit markerekkel torténd leirasa, jellemzése, a szinonimak ¢€s
homonimak kiszlirése. A SZIE Genetika és Biotechnologia Intézete ebben a projektben
Osszesen 259 Magyarorszagon termesztett és nemesitett fajta, s klon, koztiik 97 karpat-
medencei fajta 9-12 mikroszatellit 10kuszban torténd jellemzését végezte el. A fajtak kozott
tobb olyan csoport (szinvarians) is van, melyek SSR allélmintdzata megegyezik, igy nem
lehet egyedi mikroszatellit ujjlenyomattal jellemezni. Mivel ezek a fajtak, az 1n.
rigymutansok (conculta) a bogyodsziniikben kiilonboznek, igy a koztik 1évo genetikai
kiilonbségek az antocian-bioszintézisben résztvevd génekben €s szabalyozo régidkban
keresend6ek. Ezek az Un. riigymutansok mind a mai napig viszonylag gyakran
kialakulhatnak mind a vilag, mind a helyi fajtak esetében. Ezekbdl a spontan mutansokbol
U fajtakat lehet eldallitani. Ennek egyik talan legismertebb képviseldje a ‘Pinot’ fajtakor

(nair, gris, rouge, blanc).



Az egyedi kiilonbségeket ad6 mutaciokat nemcsak a conculta tagok elkiilonitésére
lehet felhasznalni, hanem a keresztezési partnerek MybAl és MybA2 allélosszetételének
meghatarozasaval eldre jelezhetd, vagy mar csirandvény korban utdlag is meghatarozhato
az utddokban a bogyok szine. gy ezek az eredmények a gyakorlati nemesitési munkéaban is
felhasznalhatoak, mivel a bogyok szine fenotipusosan a keresztezést kovetden csak 4-5 év
mulva értékelhetd. Az adott tulajdonsaggal kapcsolt genetikai markerek felhasznélaséaval
azonban ez az id0 jelentdsen lecsokkenthetd, emellett a nemkivanatos genotipusok negativ
szelekcidjaval jelentOsen lecsokkenti a koltségeket is.

Az utdbbi évtizedekben az 0j fajtdk nemesitése soran egyre nagyobb figyelmet
forditanak az Eszak-Amerikaban és Azsidban 8shonos sz616 fajokra, amelyek értékes
rezisztencia-forrasok lehetnek a kiilénbozd biotikus és abiotikus stresszekkel szemben.
Novekvo gazdasagi jelentOségiik ellenére a Vitis fajok evolucioja még nincsen teljesen
tisztazva. A nemzetség filogenetikai, biogeografiai és taxonoémiai kutatasainak eredményei
sokszor ellentmondasosak és a beldliik levont kovetkeztetések megkérdéjelezhetoek.

Annak ellenére, hogy a szélofajok bogydszinében Iényegesen kisebb varidciok
figyelhet6ék meg, mint a Vitis vinifera fajtaknal, az antocian bioszintézist szabalyozo
transzkripcidos faktorok kodold régidjdban mar tobb mutdcidt is azonositottak.
Feltételezésiink szerint a VVMybA transzkripcios faktorokat kodold régidkkal szorosan

kapcsolt nem kodold DNS szakaszok ,,semleges mutacidi” is alkalmasak lehetnek a Vitis

crer

CELKITUZESEK:

e Régi karpat-medencei fajtak VVMybA1 transzkripcios faktor gén allélosszetételének
meghatarozasa ¢és a felhasznalt markerek alkalmazhatdsagénak bizonyitéasa.

e Kiilonb6z6 szarmazasu szinvariansok egyedi elkiilonitése VVMybAL és VvMybA2
allélosszetételilk meghatarozasaval.

e A kiilonbozé foldrajzi eredetii szol6fajok MybAl és MybA2 génjeivel szorosan
kapcsolt nem kodold régidinak szekvencia-szintli Gsszehasonlitasaval egy 1j
filogenetikai kapcsolatrendszer felallitasa a Vitis nemzetségen beliill. A kapott
eredményekbdl elkészitett dendrogram szerkesztése €s dsszehasonlitasa a korabban

publikalt adatokkal.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A flavonoidok szerepe és jellemzése

A flavonoidok éldvilagban betoltott szerepe rendkiviil Gsszetett és szertedgazd. A
természetben megjelend szinek, biologiai jelzérendszerek, amelyek meghatarozd szerepet
toltenek be a rovarok, madarak és novényevo allatok életében. Emellett segitik a ndvény
reprodukciojat a beporzéassal, a magok ¢€s termések terjesztésével (ANTUS és MATYUS
2014).

A virdgok, gyiimolcsok, magvak ¢és a levelek szinének kialakitdsan kiviil a
flavonoidok kulcsfontossagi szerepet toltenek be a megporzast segitd rovarok
csalogatasaban, védekezési mechanizmusokban, az UV-védelemben, valamint a
fitopatogének elleni védelemben (MoL et al. 1998, WINKEL-SHIRLEY 2002, BRADSHAW ¢és
SCHEMSKE 2003). Szamos képvisel6jiikknek van antifungalis, antibakterialis, antioxidans,
valamint gyulladasgatlo hatasa (ANTUS és MATYUS 2014).

A flavonoidok szerepének - foként a ndvényekben taldlhatdo piros, kék és lila
szinanyagokként megjelend masodlagos anyagcsere termékeknek - nagy figyelmet
szenteltek, és szentelnek napjainkban is (WINKEL-SHIRLEY 2001).

A flavonoidok valtozatos aromas vegyiileteket alkotd csaladokat képeznek, amelyek
fenilalaninbol és malonil-koenzim A-bol (CoA- zsirsav bioszintézisen keresztiil)
szarmaznak. Ezek a vegyiiletek hat fontosabb alcsaladra oszthatéak, melyek a legtobb
novényben megtalalhatéak: chalkon, flavon, flavonol, flavonoid, antocian és a tanninok.
Egy hetedik csoportot is elkiilonithetiink, ezek az auronok, melyek ugyan sok névényben
jelen vannak (sarga szin), de nem olyan széleskoriien elterjedtek, mint a masik hat
csoportba tartozo vegyiilettipusok (WINKEL-SHIRLEY 2001, 2006).

A flavonolokat tartjak a stresszvalaszokban résztvevo legfontosabb flavonoidoknak; ez
a csoport a legdsibb és a legszélesebb korben elterjedt flavonoid, amely rendkiviil fontos
¢lettani tevékenységet tolt be a ndvény életében (STAFFORD 1991, POLLASTRI és TATTINI
2011).

Az egészségligyl elonyok miatt szintén nagy az érdeklédés a flavonoidok irant,
kiilondsen olyan vegyliletek esetében, mint az izoflavonoidok, amelyek rakellenes
hatastiak vagy a voOrosborban levd sztilbének, amelyekrél ugy gondoljak, hogy

hozzajarulnak a szivbetegségek kialakulasanak csokkentéséhez (STAFFORD 1991).
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Tobb mint 6000 kiilonbozd flavonoidot azonositottak eddig, és nem kizart, hogy ez a
csoport tovabbi vegyiiletekkel boviilhet (FERRER et al. 2008). Ez a hihetetleniil nagy szam
a flavonoidok szarmazékaiban keresendéek. Ez a rengeteg hasonld, vagy rokon molekula
csupan a heterociklusos gytirti oxidacios fokaban, a fenolos hidroxilcsoportok szamaban és
helyzetében kiilonbozhet egymastol, valamint abban, hogy a hidroxilcsoportok helyébe
milyen csoportok (pl. metoxi-, metiléndioxi-, preniloxi-, izopreniloxi- stb.) épiilhetnek be
(ANTUS és MATYUS 2014).

A hiivelyesek és néhany nem hiivelyes novény szintetizalnak specidlis flavonoidokat
is, ezek az izoflavonoidok (Yu és MCGONIGLE 2005, MIADOKOVA 2009, Du et al. 2010,
WANG 2011). A sz6lo és a foldimogyord, sztilbéneket tartalmaznak, amelyek a
chalkonokhoz szorosan kapcsolodod vegyiiletek (CHONG et al. 2009, SHEN et al. 2009). A
kondenzalt tanninok, vagy proantocianidinek (PA) néven ismert polifenol vegyiiletek olyan
novényi masodlagos anyagcseretermékek, melyek szintén a flavonoid bioszintézis utjan
szintetizalddnak. A novényekben széles korében eléfordulnak, és fontos szerepet jatszanak
a novényevo rovarok elleni védekezésben (HARBORNE ¢és GRAYER 1993, PETERS ¢és
CONSTABEL 2002).

A proantocianidinek antioxidans hatasa miatt, az emberi egészségre is kedvezd
hatassal vannak, beleértve a szabadgyokok altali negativ hatasok semlegesitését, és a sziv-
¢és érrendszeri betegségek elleni védelmet (BAGCHI et al. 2000, LIN et al. 2002, Cos et al.
2004). A PA-k ezen kiviil hozzajarulnak szamos gyliimélcs és mas novényi termék, mint
példaul gyiimolcslevek és a tea (Camellia sinensis) kissé fanyar izének kialakitasahoz.
Emellett fontos szerepiik van a vorosbor mindségének és szinének megtartasaban (GLORIES
1988).

A ndvényekben a flavonoidok bioszintézise tobb agon is torténhet, amelyek kiilonb6z6
flavonoid vegyiilet-alosztalyokat eredményeznek, ezek mindegyike kiilonb6z6 funkciokat
lat el a novény fejlddésében, reprodukcidjaban és az abiotikus stresszekkel szembeni

védelemben (MARTIN és GERATS 1993).
2.2 Az antocianok fizikai-kémiai jellemzoi
Az antocianok a flavonoid csalad egyik f6 csoportjat alkotjak, amelyek a vakuélumban

tarolt kis vizoldhaté molekuldkbol allnak. A magasabb rendi névények legfontosabb

pigmentjei. Ezek a pigmentek felelosek a viragok és gylimdlcsdk narancssarga, roézsaszin,



voros, lila és kék szinének kialakitasaért (HARBORNE és WILLIAMS 2000). Gorog eredetl
neviiket is innen kaptak (‘anthos’ = virag és ‘kianos’ = kék szavakbol).

Az antocidnok fontos szerepet jatszanak a megporzast végzd rovarok csalogatidsdban
¢s a fotooxidativ stressz elleni védelemben (WINKEL-SHIRLEY 2004). A ndvények
termésénél, a diszndvényeknél és a gyliimolcsoknél a termék esztétikai mindségének egyik
f6 meghatarozoi. Sz6l6ben kolcsonhatasba 1éphetnek mas fenolos vegyiiletekkel,
fehérjékkel és poliszacharidokkal, igy kulcsfontossagu szerepet jatszanak a bor szinének és
a legfontosabb érzékszervi tulajdonsagok kialakitasaban (VIDAL et al. 2004).

Az antocianok egyik alapvet6 tulajdonsidga az antioxidans aktivitas, amely fontos
szerepet jatszik az ideg- és kardiovaszkularis betegségek, a rak és a cukorbetegség
megeldzésében (KONCzZAK ¢és ZHANG 2004). Szamos kutatds foglalkozott mar az
antocianok rakkezelésben kifejtett hatasaval (LULE és XIA 2005, NICHENAMETLA et al.
2006), a human taplalkozasban betoltott szerepével (STINTZING és CARLE 2004) és
biologiai aktivitasaval (KONG et al. 2003).

Az antocianok (vagy aglikonok, amelyek az antocianinok alapszerkezetét jelentik) egy
aromas gylrib6l [A] allnak, amely oxigént tartalmazd heterociklusos gytlirth6z [C]
kotddik, ehhez egy harmadik aromds gyliri kapcsolodik [B], amelyet a két szén atom
kozotti kotés kapesol Ossze (KONCZAK és ZHANG, 2004). Az antocianidinek glikozidos

formai (cukorcsoporthoz koétve) az antocianinok (1. dbra).

1. abra: Az antocianinok altalanos szerkezete (CASTANEDA-OVANDO et al. 2009)

A természetben elterjedt antocianinok szerkezetileg igen sokfélék. A legfontosabb
kiilonbségek kozottiik a hidroxil csoportok szama, a hozzajuk kapcsolddd cukormolekulak
tipusa és szama, valamint az alifas vagy aromas karboxil csoportok kotédése a molekula
cukor komponenséhez, illetve e kotések helyzete (KONG et al. 2003).

A novények, viragok ¢és gylimolcsok szinéért elsésorban az antocianinok és
glikozidjaik a felelések. Az alapmolekuldhoz kapcsolédd szubsztituensek mellett a
novényvilagban megtalalhaté szamtalan szinvaltozat kialakulasat az antocianidinek pH-

fligg6 reverzibilis szerkezetvaltozasa is fokozza (ANTUS és MATYUS 2014).
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A sz616 bogyoban a felhalmozddd fobb flavonoidok a proantocianidinek (PA) és az
antocianok. A PA els6sorban a bogyodfejlodés kezdetén, vagyis zold allapotban (KENNEDY
et al. 2001, VERRIES et al. 2008), mig az antocianok érett allapotban alakulnak ki a
bogyoban (Boss et al. 1996a).

2.3 Az antocianok bioszintézise

A novényekben az antocianok bioszintézise az egyik legjobban jellemzett
bioszintetikus Gtvonal. Az antocian bioszintézisben résztvevlé géneket két csoportra
oszthatjuk. A struktargének olyan enzimeket kodolnak, amelyek kozvetleniil részt vesznek
az antocianinok és mas flavonoidok szintézisében és tarolasaban. A masik csoport tagjai
szabalyozzék a strukturdlis gének expressziojat, és vezérlik a kiilonbdzd szinanyagok
térbeli és idébeli felhalmozodasat (QUATTROCCHIO et al. 1993, HOLTON és CORNISH 1995,
WINKEL-SHIRLEY 2001).

Az antocidn bioszintézis fontos mechanizmus a ndvényekben, ennek alapjan mar
szamos novényben tanulmanyoztdk utvonalat (pl. burgonya, ludfii, sz6l6, kukorica stb.).
Modell ndvényfajként mégis az Arabidopsis thaliana és Vitis vinifera L. terjedt el,
melyeket széles korben alkalmaztak az antocian bioszintézis utvonalanak megismerésében
¢s a strukurgének leirasaban. A legfontosabbak koziilik: a fenilalanin-ammonia-liaz
(PAL), a cinnamat 4-hidroxilaz (C4H), a 4-kumarat-CoA ligaz (4CL), a chalkon-szintaz
(CHS), a chalkonizomeraz (CHI), a flavon-3-hidroxilaz (F3H), flavon-3’-hidroxilaz
(F3'H), flavon-3°5’-hidroxilaz (F3'5°H), dihidroflavon-reduktaz (DFR), antocianidin-
szintaz/leukoantocianidin-dioxigenaz ~ (ANS/LDOX) ¢és  UDP-  flavonoid-3-O-
gliikoziltranszferaz (UFGT) (KAYESH et al. 2013) (2. abra).
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2. édbra: Az antocidn bioszintézis egyszerusitett utvonala (WINKEL-SHIRLEY 2001,

KAYESH et al. 2013 alapjan sajat szerkesztés).

Az antocian bioszintézis egyik kulcsenzime a dihidroflavonol-reduktaz (DFR)
szintetizalja a dihidroflavonolokat, a leukoantocianidinek szintézisén keresztiil (DOONER et
al. 1991, SpArRvoLI et al. 1994, HOLTON és CORNISH 1995). A DFR enzim segitségével a
leukoantocianidinek a bioszintézis kovetkezé 1épésében (Boss et al. 1996a, 1996c¢)
alakulnak ki a proantocianidinekbdl. Mivel a DFR kulcsfontossagl enzim a sz616 antocian
bioszintézis Gtvonalanak e részén, expressziojanak szabalyozasi folyamata igen érdekes, és
megvizsgalva kimutattak, hogy a gén expresszalodik a sz616 minden szervében: levélben,
kacsban, z6ld vesszében, gyokérben, magban, viragban, a bogyo héjaban és husaban. Ezek
alapjan elmondhat6, hogy a DFR, az antocian bioszintézisben résztvevd egyik
legerdteljesebben expresszalddo gén, amely a sz016 dsszes szovetében megjelenik (BOSS et

al. 1996¢), foként a sz616 bogyoban (Boss et al. 1996b).
2.4 Az antocian bioszintézis szabalyozasa

Az antocidn bioszintézissel vagy az antocianok élettani hatasaival foglalkozé legtobb
tanulmany foként azokra a novényekre Osszpontosit, amelyeket elsdsorban sziniik miatt

fogyasztasi szempontbdl értékesek pl. sz6ld, alma, édesburgonya, paradicsom, bogyos
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gyiimolcsok. Kiilondsen a gytimdleshus vords szine fontos tényezo a fogyasztoi tarsadalom
¢s a piacképesség szempontjabol, és vitathatatlanul rendkiviil fontos, a fehér és a voros
szinli sz616 fajtak kozotti kiilonbségekben.

A flavonoid bioszintézis fenilalaninbdl indul, melynek végtermékei az antocianinok,
flavonok/izoflavonok és kondenzalt tanninok (mas néven proantocianidinek, PA-K)
(HICHRI et al. 2011). A bioszintézisben részt vesznek olyan gének, amelyek az enzimeket
kodoljak, ¢és olyanok is, amelyek a szintézisben résztvevd gének expresszidjat
szabalyozzak (BARTON ¢és METH-COHN 1999). SzO6lében ennek a transzkripcios
komplexnek a legtobb komponensét azonositottak mar (SPARvOLI et al. 1994, Boss et al.
1996a, 1996b). A magasabbrendii novényfajokban mind a struktirgének, mind a
szabalyozd TF-ok er6sen konzervaltak (HOLTON és CORNISH 1995, RAMSAY és GLOVER
2005).

Kiilonbozé novényfajok esetében kimutattak, hogy a flavonoid bioszintézisben részt
vevo bioszintetikus gének szovetspecifikus, térbeli és idobeli expresszidjat kozvetleniil a
MYB TF-ok szabalyozzak (ZIMMERMANN et al. 2004, MATUs et al. 2010, FELLER et al.
2011, HicHRI et al. 2011).

A MYB domént tartalmazé elsd fehérjét kodold gént (v-myb) a madar influenza virus
(avian myeloblastosis virus- AMV) genomjaban hataroztak meg, innen a ‘MYB’ elnevezés
(FELLER et al. 2011). A névényi MYB fehérjék harom f6 csoportba sorolhatok: az R2R3-
MYB, az R1R2R3-MYB és egy heterogén csoport, melyben a MY B-hez hasonl6 fehérjék
tartoznak (STRACKE et al. 2001, YANHuUI et al. 2006). A MYB transzkripcios faktorok koziil
a legnagyobb csoportot az R2R3-MYB-ek alkotjak, amelyek a szarazfoldi ndvények tobb
szaz tagjaban megtalalhatoak. Sz616ben az R2R3 MYB géncsalad 108, Arabidopsis-ban 133
tagjat irtak le (STRACKLE et al. 2001, MATuUS et al. 2008). Kiilonboz6 élettani és biokémiai
folyamatokban vesznek részt, beleértve kiilonbozé masodlagos anyagcsere- és jelatviteli
folyamatokat, a sejtek morfogenezisének szabalyozasat, a virag- és magfejlodést, a
betegségek elleni rezisztencia kialakitasat, a hideg és szarazsagtiirést, valamint a sejtciklus
ellenérzését (JIN és MARTIN 1999, Du et al. 2009).

A novényekben a MYB domének koriilbeliil 50-53 aminosavbdl éllnak és erdsen
konzervaltak (FELLER et al. 2011). Az els6 novényi MYB-gént 1987-ben kukoricabdl (Zea
mays) izolaltak, amely egy c-myb-szeri transzkripcios faktort kodol az antocian
bioszintézisben (PAZ-ARES et al. 1987).

Szamdcaban, paradicsomban és almaban a MYB transzkripcios faktorok funkciondlis

jellemzése bizonyitotta, hogy a ndvényvildgban a flavonoid bioszintézis utvonaldnak
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szabalyozasa erésen konzervalt mechanizmus (AHARONI et al. 2001, MATHEWS et al. 2003,
TAKOS et al. 2006, BAN et al. 2007, ESPLEY et al. 2007).

A MYB TF-ok az altaluk szabdlyozott élettani és biokémiai folyamatokat- beleértve a
flavonoidok bioszintézisét - a legtobb esetben nem Onalléan, hanem mas TF-kal szorosan
egyiittmiikodve végzik (MoL et al. 1998, WINKEL-SHIRLEY 2001, GROTEwWOLD 2005,
PETRONI és TONELLI 2011). Ezek kozil a leggyakoribbak a bHLH (basic helix-loop-helix)
¢s a WD-repeat (WDR) fehérjék (JONES 2004, Du et al. 2010). Az els6 bHLH
motivumokat - melyeket E12 és E47 néven irtak le - MURRE és munkatarsai (1989)
fedezték fel ragesalokban, amelyek novényi megfelel6jét Arabidopsis-ban azonositottak. A
PHLH domének szintén nagymértékben konzervaltak, és koriilbeliil 60 aminosavat
tartalmaznak (FELLER et al. 2011). A WD-repeat egy strukturalis motivum, amely
koriilbeliil 44-60 aminosavat tartalmaz, és altalaban a triptofan (W) aszparaginsav (D)
aminosavszekvenciaval végzddik, innen ered a WD elnevezés (VAN NOCKER ¢és LUDWIG
2003, Du et al. 2009).

A MYB és a bHLH fehérjék kozotti egyiittmiikodést az antocian bioszintézis
szabalyozasan keresztiil féleg petniaban (Petunia hybrida), oroszlanszajban (Antirrhinum
majus) és kukoricaban (Zea mays) tanulmanyoztak (Vom ENDT et al. 2002). A két TF
szoros egylttmiikddése azonban nemcsak az antocian bioszintézis szabalyozasidban
nyilvanul meg, hanem tobbek kozott befolyasoljak a hajszalgyokerek képzddését (PESCH
¢s HULSKAMP 2004), a vakuolum savasitasanak aktivalasat (QUATTROCCHIO et al. 2006), a
fitokrom ‘A’ jelatvitel szabalyozasat (JANG et al. 2007), a gliikozinat bioszintézist
(ScHWEIZER et al. 2013), és az ABA (abszcizinsav) szabalyozott gén expressziot (ABE et
al. 1997).

A WDR fehérjével kolcsonhatasban résztvesznek a kromatin szerkezet atalakitdsan
keresztiil a hiszton fehérje moddositasdban is és ezaltal befolyédsoljdk a transzkripcios
folyamatokat (SOMPORNPAILIN et al. 2002, SUGANUMA ¢és WORKMAN 2010). A legtobb
novényfajpban a MYB, a bHLH és a WDR fehérjék a MYB-bHLH-WDR (MBW)
komplexen keresztiill vagy aktivaljak és/vagy elnyomjak a célgének expresszidjat, igy
szabalyozva a flavonoid bioszintézis utvonalat (HICHRI et al. 2011, FALCONE FERREYRA et
al. 2012).

A kiilonboz6é novényfajokban megtalalhato MYB, bHLH és WDR fehérjék

elnevezését az 1. tdbldzat foglalja Gssze.
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1. tablazat: Az antocian bioszintézisben részvevé MYB, bHLH és WDR fehérjék
elnevezése egyes novénytfajokban

Novény faj MYB fehérje bHLH fehérje | WDR fehérje | Referencia
1. A. thaliana PAP1/2, GL3/EGL3/TT8 | TTG1 BOREVITZ et al. 2000
MYB 113/114
2. A. thaliana MYBL2 TT8/GL3/EGL3 | TTG1 DuBos et al. 2008
/MYC1
3. Antirrhinum majus | roseal, rosea2, Delila/mutabilis | - FELLER et al. 2011
venosa

4. Brassica oleracea Purple bHLH1 WD40 YUAN et al. 2009

B Gentiana triflora MYB3 bHLH1 - NAKATSUKA et al.
2008

6. Gerbera hybrida MYB10 MYC1 - ELOMAA et al. 2003

7. Petunia hybrida AN2/4 AN1 AN11 GERATS and
STROMMER 2009

8. Ipomoea purpurea | MYBL1 bHLH2 WDR1 MORI et al. 2006;
PARK et al. 2007

9. Malus domestica MYB1/10 bHLH3/33 - ESPLEY et al. 2007

10. | Nicotiana tabacum | AN2 AN1 - BAl et al. 2011,
PATTANAIK et al. 2010

11. | Vitis vinifera MYBA1/2 MYCL1, WDR1/2 MATUS et al. 2010;

MYCA1 HICHRI et al. 2010

12. | Zea mays C1/PL R/B PAC1 GROTEWOLD et al.

2000

A szin kialakitasaban szerepet jatszo MYB és bHLH transzkripcios faktorok kozotti

funkcionalis kapcsolatra példaként hozhaté a kukorica ZmCl MYB és ZmB bHLH, a
petinia AN2 MYB ¢és AN1 és JAF13 bHLH, valamint az Antirrhinum Rosl, Ros2, Ve MYB,
és a Mut és Del bHLH faktorok kozotti kdlcsonhatasok (GOFF et al. 1992, GOODRICH et al.
1992, MoL et al. 1998, SCHWINN et al. 2006).

2.5 Az antocianok bioszintézise sz6l6ben

Az antocianok felhalmozddasa a sz616 bogyohéjaban a szines fajtak érésének egyik o
jellemzdje, €és ezért alapvetd fontossaghh a szo6ld és a borok jellemzésére. Az antocian
bioszintézis soran keletkezd vegyliletek szama és tipusa a sziiretkor fontos paraméterek a
termésmindség szempontjabol.

A bogyohéj szinét az antocidnok mennyisége és Osszetétele hatdrozza meg. Ismert,
hogy a szines bogyoju fajtdk antocidnokat halmoznak fel a héjukban, mig a fehér fajtak
nem szintetizaljak azokat, ennek koszonhetéen a bogyok fehérek lesznek (Boss et al.
1996a, 1996b). A szdloéfajtakban talalhaté antocianin-osszetételt tobb kutatd csoport IS
tanulmanyozta (MAzzA és MINIATI 1993, SHIRAISHI és WATANABE 1994, Boss et al.

1996b). SHIRAISHI ES WATANABE (1994) meghataroztak 59 piros és fekete sz6él6fajta
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bogyojanak antocianin Osszetételét. A legtobb piros fajta féleg antocianidin és/vagy
peonidin szarmazékokat, mig a fekete fajtak elsdsorban delfinidint, petunidint és/vagy
malvidin szarmazékokat tartalmaznak.

Boss és munkatarsai (1996a, 1996b) bizonyitottak, hogy az UFGT gén expresszidja
nélkiilézhetetlen a sz616 bogyodk antocian bioszintézisében. A fekete szinli ‘Shiraz’ fajta
bogydjanak kiilonbozo szovetében az antocian bioszintézisben résztvevd hét gén
expresszidjat vizsgalva megallapitottak, hogy az UFGT kivételével az dsszes gén a legtobb
szovetben expresszalodik. Az UFGT gén expresszidjat azonban csak a bogyo héjaban
mutattak ki, ahol antocianinok voltak jelen (Boss et al. 1996a). A fehér és szines fajtak
héjanak vizsgalatakor azt is megallapitottak, hogy az UFGT gént minden szines fajtaban és
egyetlen fehérben sem fejezddik ki (Boss et al. 1996a).

A fekete bogyohéju fajtakbol kialakult fehér vagy bronzszind, illetve a fehér
bogydszinli fajtadkbol szarmazd szines héju riigymutansok vizsgalatanal kimutattdk, hogy
az UFGT gén csak a szines bogyohéju fajtakban expresszalodik (Boss et al. 1996b).
Eredményeik alapjan az UFGT-t a sz0l6 antocian bioszintézisének legfontosabb
enzimének tartjak. Annak vizsgalatara, hogy az UFGT enzimet kodold gén megtalalhato-e
a fehér fajtakban, BOSS és munkatarsai (1996b) Southern-blot analizist végeztek. A teljes
hosszusaga UFGT cDNS-klont probaként hasznalva hibridizald savokat kaptak a fehér
fajtak mindegyikében (BOSS et al. 1996b). Ez arra utalt, hogy a fehér fajtak legalabb az
UFGT gén egy részét tartalmazzdk a genomjukban. Az UFGT gén szekvenciaszintli
Osszehasonlitasat fehér fajtdk és szines bogydji riigymutansaikon KOBAYASHI és
munkatarsai (2001) végezték el.

A fekete bogyoju ‘Kyoho’ fajtaban az antocian bioszintézisben résztvevo Osszes enzim
génje expresszalt (3. abra). A fehér bogyoju fajtakban (‘Italia’ és ‘Muscat of Alexandria’) a
vizsgalt gének aktivitdsa joval alacsonyabb volt, mint a ‘Kyoho’ fajtaban. Az expresszids
mintdzat némileg kiilonbozott az ‘Italia’ és a ‘Alexandriai muskotaly’ fehér fajtak kozott
is. A CHS (chalkon-szintaz) kifejezddése nem volt kimutathatd az ‘Italia’, fajtaban, mig a
PAL-t (fenilalanin-ammonia-liaz) nem detektaltak a ‘Alexandriai muskotaly’-ban. Az
UFGT gén expresszigjat egyik fajtdban sem lehetett kimutatni. Ezeket a kiillonbségeket
Boss és munkatarsai (1996a) is megfigyelték a strukturgének expresszids mintazatai kozott
a vizsgalt ot fehér fajtan beliil.

Hasonloan KOBAYASHI ¢és munkatarsai (2001) eredményeihez a ‘Muscat Gordo’
fajtaban (a ‘Muscat of Alexandria’ szinonimaja) a PAL (fenilalanin-ammoénia-liaz), az F3H

(flavon-3-hidroxilaz) és az UFGT expresszidjat nem tudtak kimutatni a bogyohéjban.
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3. abra: KOBAYASHI és munkatarsai (2001) altal végzett northern blot analizis. A

vizsgalat soran kiillonb6z6 sz016 fajtak érett bogy6jabol izolalt RNS-t, az antocian
bioszintézisben résztvevo enzimek génjével hibridizaltattadk (PAL, CHS, CHI, F3H, DFR,
LDOX ¢és UFGT). A vizsgalat soran felhasznalt fajtak: It- ‘Italia’ (fehér), Ru- ‘Ruby
Okuyama’ (szines), Al- ‘Muscat of Alexandria’ (fehér), Fl- ‘Flame Muscat’ (szines), Ky-
‘Kyoho’ (szines) (KOBAYASHI et al. 2001).

Arra is ramutattak tovabba, hogy a vizsgalt fehér fajtak nem tartalmaztak mérhet6
mennyiségli antocianint a héjukban, de ezzel ellentétben tartalmaztak proantocianidint
(Boss et al. 1996a). Mivel a proantocianidinek szintézise leukoantocianidinbdl indul,
melynek szintéziséhez sziikség van a dihidroflavon-reduktaz enzim kifejezddéséhez, ugy
véltek, hogy a DFR jelen van a fehér szinii sz616bogy6 héjaban (Boss et al. 1996a).

A sz016 bogyo érése soran az UFGT gén expressziojat csak az érési szakasz kezdete
utan lehetett kimutatni. Ezzel ellentétben a tobbi struktirgén az érés korai stddiumaban is
expresszal, majd ez a szint csokkent vagy eltiinik a zsendiilés szakaszban (a zsendiilés
iddszakaban a bogyd szinének valtozasa figyelhetd meg, és a puhulés is elkezdddik), majd
ismét né a gének expresszidja, amikor a bogyok szinezédése elindult (Boss et al. 1996c,
KOBAYASHI et al. 2001).

KOBAYASHI és munkatarsai (2001) kezdeti feltételezéseik szerint két oka lehet a
rigymutansok eltéré bogy6 szinezddésére. Az egyik lehetéség, hogy az UFGT
Szabalyoz6 elem génjében fordulhat eld, amely szabalyozza az antocidn bioszintézisben

résztvevd gének kifejez0dését.
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Az UFGT gének szekvenciaanalizise (a promoterrégio bevondsaval) nem mutatott
kiilonbséget a fehér- és szines bogyoju fajtak szekvenciai kozott (KOBAYASHI et al. 2001).

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy az UFGT gén mikodését
szabalyoz6 valamely transzkripcios faktor mutacidja okozza az antocidn bioszintézis
blokkolasat az UFGT gén gatlasan keresztiil. Ezeket a transzkripcios faktorokat, a VvMyb
(Vitis vinifera Myb) -géneket elsoként KOBAYASHI és munkatarsai (2004) izolaltak és

bizonyitottak szerepiiket az UFGT gén mitkodésének szabalyozasaban.

2.5.1 A VVvMyb transzkripcios faktor géncsalad sz6lében

A sz0616 fajtak kozotti egyik legfontosabb megkiilonboztetd morfologiai bélyeg a
hianya hatdroz meg. Lathattuk, hogy a szines bogy6ju fajtdk antocidnokat halmoznak fel a
héjukban, mig a fehér szinii fajtakban a bioszintézis blokkolt (Boss et al. 1996a).

A bogyohéj szine olyan fontos tulajdonsag, amelyet a csemege- és borsz6l6 nemesitési
programokban val6 kivélasztas alapjaként hasznalnak. Napjainkban a sz616 bogyohéj szine
rendkiviil valtozatossd valt az évezredek alatt végbemend mutdcidk és természetes
hibridizacid, majd késébb a tudatos emberi beavatkozas miatt (THIS et al. 2007). Ennek
koszonhetden a feketétdl a kéken at egészen a fehérig (sarga-zold) sok valtozat (piros,
rozsaszin, sziirke) alakult ki. Korabbi genetikai vizsgalatokbol ismert, hogy a mai
szOl6fajtak Gse a fekete bogyodju V. sylvestris GMEL. volt, amelybdl sorozatos mutaciok
eredményeként alakultak ki a ma ismert szinvaltozatok (SLINKARD és SINGLETON 1984,
CARRAsSCO et al. 2015). A vad fajbol torténé domesztikacios események soran a bogydszin
tekintetében azonban nem diverzitds csokkenés, hanem ¢éppen ellenkezbleg jelentds
variabilitas alakult ki a termesztett fajtakban (FOURNIER-LEVEL et al. 2009b).

A nagyfoku variabilitasért a 2. kromoszoman elhelyezkedd egyetlen géncsoport a
felelés (DOLIGEZ et al. 2002). A végsé szin a VVMybA gén alléljainak kombinalt additiv
hatasanak eredményeként alakul ki (FOURNIER-LEVEL et al. 2009b). Ez a lokusz harom
Myb-tipust transzkripcids faktor gén klaszterébdl all, amelyek koziil a VVMybAl ¢és a
VVMybA2 funkcionalisan részt vesznek a bogyd pigmentacioban (KOBAYASHI et al. 2002,
2004, WALKER et al. 2007, AzumA et al. 2008). A harmadik gén, a VVMybA3 mint
pszeudogén kozvetleniil nem vesz részt a szin kialakitasaban (FOURNIER-LEVEL et al.
2009b), de a VvMybALl-el torténd homolog rekombinacidja uj allélvaltozatokat és igy 1j

szinli és antocian Osszetételli szomatikus mutansok kialakuldsat eredményezheti (AZUMA et
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al. 2009). A fehér bogyd az elsé két transzkripcids faktor egyidejii funkciovesztésés
mutacidja miatt alakult ki (KOBAYASHI et al. 2005, WALKER et al. 2007). A VvMybA1l
inaktivacidja a promoterébe inszertalodott Gret-1 (Grapevine retrotransposon 1)
retrotranszpozonra vezethetd vissza (KOBAYASHI et al. 2004, LIJAVETzKY et al. 2006, THIS
et al. 2007). A Gret-1 egy 10422 bazispar (bp) hosszlisagl retrotranszpozon, amely egy
824 bp 5’ LTR, 8774 bp belsd régio és 824 bp 3° LTR szekvenciabdl all (KOBAYASHI et al.
2004). A két LTR szekvencia csak négy nukleotidban kiilonbozik, ami egy viszonylag 1j
beépiilési  eseményre utal. Bels6 régidja hasonlosagot mutat a  Ty3-gypsy
retrotranszpozonok RetroSorl (AF098806), RIRE2 (AB030283) és Cinful-1 (AF049110)
okozott mutaciok megvaltoztathatjak a gén expresszidjat vagy a kodolt fehérjék szerkezetét
(KUMAR és BENNETZEN 1999). A fehér bogyoju fajtak tobbsége homozigota a Gret-1-re
(KOBAYASHI et al. 2004, 2005), azonban néhany fajtaban nem a Gret-1 inszercidja, hanem
a VWMybAL kiilonb6z6é méretli delécioja és pontmutacidja okozza a pigmentképzddés
gatlasat (LIJAVETZKY et al. 2006, WALKER et al. 2006, YAKUSHLJI et al. 2006).

A VVMybA2 esetében a kodold szekvenciaban két olyan pontmutaciot azonositottak,
amely megvaltoztatta a transzlalodo fehérje térszerkezetét, igy az nem képes az UFGT gén
promoteréhez kapcesolddni (WALKER et al. 2007, CARRASCO et al. 2015). Ha a harom
mutacio homozigota formaba keriil, a transzkripcios faktorok nem tudjak aktivalni az

antocian bioszintézis kulcsenzimét, a bogyok fehérek lesznek.

2.5.1.1 A VVMybALl transzkripcios faktor polimorfizmusa, mint a bogyészin variacio

kulcsa

A sz0l6fajtak szinében megfigyelhetd jelentds eltérések legmeghatarozobb faktora a
VWMybAl polimorfizmusa. Ezek az allélvaltozatok kiilonb6z6 mutacidos események
eredményeképpen alakultak ki (KOBAYASHI et al. 2004, YAKUSHIJI et al. 2006, AZUMA et
al. 2009). A Gret-1-et hordozo6 allél a VvMybAla, amelyet a fehér bogyodju fajtak tobbsége
homozigdta formaban tartalmaz (KOBAYASHI et al. 2004, 2005). A szines bogydju fajtak
legalabb egy funkcionalis VVMybA1l allélt tartalmaznak, altalaban a VvMybAlb vagy
VVMybAlc allélt (KoBAYASHI et al. 2004, THIs et al. 2007, AzuMA et al. 2009).

A VWMybAlb esetében egy olyan allél valtozatrél van szd, amelybdl a Gret-1

crer

mikodését (4. abra). A VVMybAlb dominans a fehér funkcioképtelen alléllal (VvMybAla)
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szemben, igy heterozigdta formaban is torténik transzkripcié a VVMybAL génr6l, melynek
kovetkeztében szines bogyo jelenik meg (KOBAYASHI et al. 2004).

Y AKUSHIJI és munkatarsai (2006) a ‘Pinot noir’ és ‘Pinot blanc’ fajtdkat, mig WALKER
¢s munkatarsai (2006) a ‘Cabernet saugvignon’ szines bogy6ju fajtat és annak fehér
szinvaltozatat vizsgalva olyan allélt azonositottak, mely nem tartalmazza sem a Gret-1
inszerciot, sem a 3’ LTR szekvenciat. Ez az allél a VVMybAlc, amely az eredeti, Gret-1
inszerciot nem hordozé vad tipusu allél (4. abra). A ‘Pinot blanc’ fajtaban a VvVMybAla

crer

VWMybA1d allélnak (null allél) neveztek el (YAKUSHIJI et al. 2006).

Gret1

-~ ~

| 3'LTR
VvmybAla e —

VvmybA 1
FLTR
VvmybA1b —
WwmybA 1

VvmybAlc —

VvmybAld

4. abra: A VVMybAL gén polimorfizmusa (KOBAYASHI et al. 2004, Y AKUSHIJI et al. 2006).

Néhany fehér bogyoju fajtaban a VVMybAl szekvencia analizise kimutatta, hogy az
antocianok bioszintézisének gatlasa nemcsak a Gret-1 retrotranszpozon inszerciojanak
kovetkeztében alakulhat ki. A ‘Roditis’ fajtaban egy 135 bp hosszisagu deléciot mutattak
ki a kodolo régid végérdl, igy az arrdl atirddd csonka fehérje funkcidképtelenné valt és
nem tudta aktivdlni az UFGT atirasat. Ezt az allélt VvMybA1R®P-nak nevezték el
(LUAVETZKY et al. 2006). Ugyanebben a tanulmanyban a ‘Sultanina blanc’ fajtaban 3
inszerciot talaltak, a Myb promoterében 111 és 44 bp, a masodik intronban pedig 33 bp
nagysagit (VWMybA15YB allél), amelyek szintén funkciovesztést okoztak.

A funkcioképes VVMybALl gének szekvenciaszinti Osszehasonlitasaval tovabbi
polimorfizmusokat mutattak ki a szines bogyodju fajtak kozott (LIJAVETZKY et al. 2006,
THiIS et al. 2007, AzuMA et al. 2008, SHIMAZAKI et al. 2011, CARRASCO et al. 2015).

A ‘Sugraone’ (B) fajta és két szomatikus mutdnsanak vizsgalataval igazoltak, hogy
onmagaban nemcsak a 3’LTR szekvencia teszi ujra funkcioképessé a gént a Gret-1

kivagodasat kovetden, hanem a retrotranszpozon 5° ¢és 3° LTR szekvenciai kozotti

20



homolog rekombinaci6 is. A spontan mutacioval kialakult ‘Ralli Seedless’ (Rs) és a ‘Super
Red’ (Rg) LTR szekvencidit megvizsgalva megéllapitottdk, hogy mindkét fajta solo-LTR
szekvencigja a ‘Sugraone’ 5’ és 3’ LTR szekvencia darabjait tartalmazzak, helyreallitva
ezzel a gén funkcidjat a két szomatikus mutansban (LIJAVETZKY et al. 2006).

Kiilonb6z6é szines bogydju genotipusok oOsszehasonlitdsaval THIS €s munkatérsai
(2007) tobb olyan polimorf helyet azonositottak, amelyek felelések a fekete/sziirke és a
egy 829, egy 44, egy 1 bp méretii indel és egy SNP, a gén elsé exonjaban két SNP,
harmadik exonjaban egy SNP felelds az eltérd szinezddésért.

AZUMA ¢és munkatarsai (2009) funkcioképes VVMybAl allél polimorfizmusrol
szamoltak be. Vizsgalatukban az ‘Italia’ két eltérd szinezddésti és antocian Osszetétell
rligymutansat vizsgaltak. Az ‘Italia’ fehér bogyo6ju fajta, amely homozigéta formaban
hordozza a VVMybAla allélt, vagyis a Gret-1 inszerciot. Két riigymutansa koziil a ‘Ruby
Okuyama’ (Rg) a VvMybAla és VvMybAlb (3’LTR) allélokat, mig a ‘Benitaka’ a
VvMybAla allélt hordozza, de emellett kimutattak egy extra fragmentumot is, amely
kiilonbdzik a VVMybAla és a VWMybAlb alléltol. Ezt az 0j allélt VVMybA1BEN allélnak

nevezték el (5. abra).

VvmybA3

Ap—l
VwmybA18EN ———TT " Greti [ el T——
__.-"-' M\‘\.‘
- VvmybA1
-- " ATAAT _
i f —+ e —— ———————
ABRE-like ABRE-like ABRE-like TATA exon1 exon 2 exon 3

crer

elemek elhelyezkedése (AzUMA et al. 2009).

A ‘Benitaka’ genom konyvtarabol a VWMybA3 gént tartalmazo klonokat is izolaltak.
kodolé régidjaval a VVMybA1BEN allélban. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztettek,
hogy a VVMybA1BEN allél a VwMybAla és a VvMybA3 homolég rekombinaciojanak
eredményeként alakult ki. RT-PCR-rel megerésitették, hogy a VVMybA1BEN ali¢l
visszaallitotta a VVMybAL transzkripcidjat, tehat ez az allél felelds a ‘Benitaka’ szines

bogyojanak kialakulasaért.
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crer

szekvencia van jelen, amelyek kozil egy a VvMybAla allélbol, mig a masik kettd a
VVMybA3 génbdl szarmazik (AZUMA et al. 2009).

Kutatdsok bizonyitottdk, hogy az ABRE-szerli szekvencidk jelenléte a promoter
régidkban sziikséges a génexpresszid aktivalasahoz az ABA indukalta génekben (BUSK ¢és
PAGES 1988, FUJITA et al. 2005). AzZUMA ¢és munkatarsai (2009) a funkcionalis VVMybAlc
vizsgalata soran azonban kimutattdk, hogy a Gret-1 két ABRE motivum koz¢ €kel6dott be,
alatdmasztva UNO ¢és munkatarsai (2000) megallapitasat, miszerint legalabb két ABRE
motivum sziikséges a génexpresszio aktivalasdhoz.

Az igy létrejott ‘Benitaka’ szomatikus mutansbol a promoter régidé egyetlen
baziscseréjének eredményeként alakult ki a fekete bogyoszinti ‘Brazil’ fajta (Xu et al.
2017).

A rézsaszin bogyoju V. vinifera L. convar. orientalis csoportba tartozo kinai €s japan
egy 33 bp hosszusagl inszercidt mutattak ki. Ez utdbbi befolyasolja a gén transzkripcios
aktivitasat, mivel az inszercié miatt a splicing sordn a masodik intron nem tud kivagodni,
amely csokkenti az antocian felhalmozodasanak mértékét (SHIMAZAKI et al. 2011).

Ibériai és kaukazusi V. sylvestris GMEL. populaciokban CARRASCO és munkatarsai
(2015) a VvMybAl hosszpolimorfizmusat vizsgalva tovabbi két allélt azonositott. A
tovabb 33 bp méretli inszercidt azonositott. A VVMybALf allél 55 bp nagysaga deléciot
tartalmazott a promoter régioban.

A sziirke és bronz szinli fajtakrél mar SSR markerekkel is kimutattdk, hogy un.
periklinalis kimérak, azaz a bogy6 héjuk genetikailag eltérd sejtrétegekbdl all (HOCQUIGNY
et al. 2004). A sziirke szin kialakuldsanak molekularis magyarazatat a ,,Pinot-modell”
alapjan adtak meg (WALKER et al. 2006, VEzzuLLI et al. 2012). A ‘Pinot’ fajtacsoportba
tartozo ‘Pinot noir’-, ‘Pinot blanc’- és ‘Pinot gris’ fajtak bogyohéjanak kétféle sejttipusat
(L1, L2) vizsgalva megallapitottak, hogy a két sejtrétegben eltéré VvMybAl allélok
alakitjak ki a sziirke bogyoszint (6. dbra). A ‘Pinot noir’ esetében mindkét réteg tartalmaz
egy milkodéképes allélt, mig szomatikus valtozatai koziil a ‘Pinot blanc’ egyik rétegében
sem mutattak ki miikodéképes allélt, szemben a ‘Pinot gris’ fajta, melynek L1 rétegében
egy funkcioképes, L2 rétegében egy funkcioképtelen allél jelenlétét mutattak ki (VEZzZULLI
et al. 2012).
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A genetikai modellnek megfeleléen az L1 rétegben van antocian felhalmozodas, mig

az L2 rétegben nincs, amely igy egyiittesen alakitja ki a jellegzetes sziirke/bronz szint (6.

abra) (WALKER et al. 2006).

Pinot
noir
c—/

Pinot

gris
A % =5
Ly lz
L1 ) L1 ([
— —

6. abra: A ,,Pinot modell”: a ‘Pinot noir’-, ‘Pinot blanc’- és ‘Pinot gris’ fajtak L1 és L2
szoveteinek mintazata. Lila sav: mikodéképes VVMybA allél. Sarga sav: funkcidképtelen

VVMybA allél (VEzzuLLI et al. 2012).

2512 A VVMybA2 transzkripcios faktor polimorfizmusa

A VWMybA2 transzkripcids faktor génjének kodold szekvencidban tortént mutacios
események vezettek - a VWMybAl génhez hasonldan - a sz616bogyd fehér/zold szinének
kialakulasahoz. Ebben az esetben azonban a nukleotid polimorfizmus (SNP)
eredményeként a képz6dé fehérje a-helix szerkezetében jelenik meg olyan valtozas, amely
igy szintén a gén funkcidvesztését okozza (WALKER et al. 2007).

A kiilonb6z6 forrasbol szarmazd VVMybA2 gén szekvenciait 6sszehasonlitva WALKER
¢s munkatarsai (2007) szignifikans kiilonbséget taldltak a fehér és piros bogydbol
szarmazo VVMybA2 transzkripcios faktor génjei kozott. Nagyon fontos kiilonbség egy nem
konzervativ aminosavvaltozas megjelenése, ahol is a fehér bogydju genotipusbol szarmazo
adott pozicioban az arginin aminosav jelenléte funkcionalisan fontos a DNS vagy mas

fehérjék kotésében, illetve a masodlagos szerkezet fenntartasaban (STRACKE et al. 2001).
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CARRASCO ¢és munkatarsai (2015) a VVMybA2 transzkripcios faktor génjében
bekovetkezett két pontmutaciot vizsgaltdk szoéléfajok  SNP  polimorfizmusanak
jellemzéséhez. Az egyik a VVMybA2R44 vagy K980, amelyet WALKER és munkatarsai
(2007) irtak le, a masik egy 0j SNP, amelyet 10 alacsony antocian tartalommal rendelkez6
sz6l6fajta Szekvenalasaval hataroztak meg VVMybA2C22 néven. A VVMybA2C22 az
aminosav-szekvenciaban okoz egy nem konzervativ valtozast a 22-es pozicidoban, ahol
cisztein- glicin aminosav csere figyelheté meg a pontmutacio kovetkeztében. A képz6do
szerint a cisztein aminosav az a-helix szerkezetben fontos szerepet tolt be a DNS-hez val6

kotédésben vagy mas fehérjékkel vald sszekapcsolodasban.

2.6 VVMybA haplotipusok szélében

A bogyoszint meghatarozo két MybA gén fizikai kozelsége miatt egyiitt 6roklodik, igy
egy haplotipusként kezelhetok, de egymastdl fliggetleniil, kiilon-kiilon is befolyasolhatjak
a bogyoszint kialakité faktorokat (KOBAYASHI et al. 2005, WALKER et al. 2007).
FOURNIER-LEVEL ¢és munkatarsai (2009a) a VVMybAl gén polimorfizmusa (Gret-1
(guanin) vagy mutans T (timin) nukleotid jelenléte alapjan 4 haplocsoportba rendezték a
szOlofajtakat. A HapN feltételezhetden az 6si haplotipus, amely funkcidképes VvmybAlc
¢s VWMybA2r vad tipust allélokat hordoz, vagyis szines (fekete/kék) fenotipus kialakitasat
teszi lehetové. A HapRs haplotipus egy funkcioképes VVMybALc és egy funkcioképtelen
VVMybA2w allélt (T) hordoz, vagyis szines bogyok kialakulasat eredményezi, azonban ez
az elsé haplocsoporttdl eltéréen nem sotét, hanem rozsaszin fenotipust eredményez. A
harmadik haplocsoport, a HapB homozigota formaban tartalmazza a funkcioképtelen
VWMybAla és VVMybA2 allélokat, vagyis az antocian bioszintézis teljes hianya
kovetkeztében fehér bogyok alakulnak ki (FOURNIER-LEVEL et al. 2009a) (7. abra).
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Vitis sp. outgroup O
aplogroup

Haplocsoport tipusok
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7. abra: A haplocsoportok lehetséges megjelenése a VVMybAL és VVMybA2 polimorfizmus
alapjan. N- noir, vagyis fekete/kék szin; Rs- rose, atmeneti/r6zsaszin; B-blanc, fehér

bogyoszin jelenléte figyelhetd meg (FOURNIER-LEVEL et al. (2009a) alapjan szerkesztve).

A leggyakrabban el6forduld harom haplotipus mellett (N, Rs, B) a késobb felfedezett
1j VWMybA1 és VVMybA2 allélvaltozatok eredményeként 6 tovabbi haplotipust kiilonitettek
el: HapF (SHIMAZAKI et al. 2011), HapC, D, G, H, E (CARRASCO et al. 2015). A fajtak
haplotipusa befolyasolja az antocian tartalmat és Osszetételét (AZUMA et al. 2015, FANG et
al. 2018). A két funkcionalis haplotipus nagyobb antocian akkumulaciot eredményez a
fajtakban, mint egy funkcionalis haplotipus (AZUMA et al. 2011, BAN et al. 2014, SONG et
al. 2014).

2.7 A VVMybA markerek felhasznalasa a novénynemesitésben és a génmegorzésben

A tobb ezer éves kulturaba vétele ota a sz616 (V. vinifera L.) az egyik legfontosabb
kertészeti novénylinkké valt (EMANUELLI et al. 2013a). A 19. szazadtdl elindult tudatos
keresztezések és klonszelekcios munkdk eredményeként rendkiviili fajtagazdagsag jott
létre, és mara az egyik genetikailag legjobban jellemzett novénnyé valt (ARADHYA et al.
2003).

A szOlonemesitési programok a biotikus és abiotikus stresszrezisztencia novelés
mellett egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a mindségi tulajdonsidgok javitisara és
kombindldséara is (REISCH et al. 2012). A bogy6 mindségét meghatarozo tulajdonsdgok

(érési 1d6, bogyo méret, szin €s iz) a keresztezést kovetden 4-5 év mulva értékelhetdek.
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Az adott tulajdonsaggal kapcsolt genetikai markerek felhasznalasaval ezek a
vizsgalatok mar egyéves korban is elvégezhetdek, ami a nemkivanatos genotipusok negativ
szelekcidjaval lehetévé teszi a fenntartott utddpopulacio méretének csokkentését,
jelentésen mérsékelve a koltségeket.

Sz6l6ben jelenleg a rezisztencia gének mellett olyan komplex tulajdonsagokra is
rendelkezésre allnak kapcsolt markerek, mint a bogyd mérete, szine, muskotélyos ize,
magvatlansaga (KARAAGAC et al. 2012, EMANUELLI et al. 2013Db).

A sz010 intenziv domesztikacidjanak kovetkeztében a bogydszin evolicidja az utdbbi
évezredekben igen intenzivvé valt és napjainkban is folytatodik. Szinte minden régi €s
jelenleg is termesztett fajtanak voltak/vannak kiilonb6z6 szinvaltozatai, azonban ezek
koziil nem mindegyiknek van gazdasagi jelentdsége, megorzésiik viszont rendkiviil fontos
egyrészt a biodiverzitds, masrészt a nemesités szempontjabol. Ezek a szinvaridnsok
morfologiailag azonosak, els6sorban a héj szinében azonban kiilonbozhetnek.
Génforrasként vald meg6rzésiikkh6z olyan genetikai markerekre van sziikség, amely
fenofazistol fiiggetleniil lehetdvé teszi egyedi azonositasukat, a genotipusok pontos
jellezését, a homonimak és szinonimak kisziirését.. Gyakran eléfordult, hogy egy fajta 0
terlileten torténd meghonositdsa sordan 0j nevet kapott (szinonimdk), vagy mas fajtat
ugyanolyan névvel kezdtek termeszteni (homonimak). A termesztett fajtakban talalhatunk
olyan morfologiailag hasonld, a bogy6 szinében eltérd fajtakat, amelyeknek hasonlo az
elnevezésiik. Németh Marton ezeket a fajtakat fajtacsoportokba, un. concultakba sorolta.
Egy fajtacsoporton beliil kék, sziirke, fekete, piros, rozsaszin és fehér bogyoju fajtak
talalhatoak, amelyek riigymutacioval alakultak ki.

A GrapeGen06 EU projekt keretein beliill HALASZ és munkatarsai (2005) 97 karpat-
medencei fajta 6 mikroszatellit 10kuszban torténd jellemzését végezték el. A fajtak kozott
tobb olyan csoportot (szinvariansok) is talaltak, melyek SSR ujjlenyomata megegyezett:
‘Bakator’ (piros, tiidOszinii), ‘Lisztes’ (piros, fehér), ‘Gohér’ (piros, fehér, valtozo).
GALBACS ¢és munkatarsai (2009) 88 karpat-medencei fajta tovabbi 6, vagyis 0sszesen 12
SSR lokusz vizsgalatat végezték el kiegészitve a ‘Muskotaly’ (piros, sarga) fajtakkal,
amelyek mikroszatellit mintdzata ugyancsak megegyezik. Ezeknek a riigymutansoknak a
bogydszine kiilonbozik igy a koztik 1évé genetikai kiilonbségek az antocian
bioszintézisben résztvevo génekben és szabalyozo régiokban keresendd.

Gyakori jelenség, hogy a spontan mutacioval a Gret-1 retrotranszpozon kivagodasaval
a fehér bogyodju fajtakbol szines bogyoval rendelkezd riigymutansok alakulnak ki. llyen

példaul a ‘Chardonnay’ és a ‘Szultana’ riigymutansai, vagyis a ‘Piros Chardonnay’ (‘Red
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Chardonnay’) és a ‘Rézsaszin Szultana’ (‘Pink Sultana’) (Boss et al. 1996b). Kivald
magyar borszOélofajtank, a ‘Kéknyelli’ esetében is megfigyeltek riigymutaciot, melynek
eredményeként a fehér bogyoju tékén kék szinli flirtot jelentek meg (JAHNKE GIZELLA
szobeli kozlése alapjan) (8. abra). A riigymutacioval 1étrejott ‘Piros kéknyell’ és az eredeti

‘Kéknyell’ fajtak genetikai vizsgalata is kimutatta a VVMybAL génben tortént valtozasokat.

8. dbra: ‘Kéknyell’ és riigymutansa a ‘Kéknyeli piros’ (Fotd: JAHNKE GIZELLA,

Badacsony).

BODOR & SzOKE ¢és munkatarsaik (2014) 27 szolofajtat (Vitis vinifera L.) 12
feltételezett conculta csoportba sorolt tagjait genotipizaltak 14 polimorf mikroszatellit
(SSR) - és VVMybA1 alapu markerekkel. Az SSR eredmények azt bizonyitottak, hogy a 12
feltételezett fajtacsoport koziil ténylegesen csak 9 alkot concultat, a masik harom
feltételezett bogyd szinvaltozat csoport homonima. A ‘Sarfehér’-‘Sarpiros’, ‘Delaware
piros’-‘Delaware fehér’ és ‘Jardovany fekete’-‘Jardovany fehér’ esetében igazoltak, hogy
nem riigymutaciorol van sz, hanem kiilonb6zé szdl6fajtakrol, vagyis az emlitett fajtak
homonimak. Néhany conculta tagot (‘Chasselas’, ‘Furmint’ és ‘Lisztes’) a Gret-1
retrotranszpozon jelenléte vagy hianya alapjan sikeriilt megkiilonboztetniiik, mig a ‘Bajor’,
‘Bakator’, ‘Gohér’ és a ‘Traminer’ conculta tagjait nem sikertilt elkiiloniteni sem SSR, sem
a VWMybA1 alapti markerekkel (BODOR & SzOKE et al. 2014).

A sz016fajtak szinének molekularis jellemzésére WALKER és munkatarsai (2006) BAC
konyvtar alapjan a VVMybA génekkel kapcsolt 20D18CB9 CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) markert terveztek ‘Cabernet Sauvignon’ fajtan (9. abra).
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9. abra: A 20D18CB9 BAC 140 kb méretii inszertjének részlete (WALKER et al.
2007).

A ‘Cabernet franc’, ‘Sauvignon blanc’, ‘Cabernet sauvignon’, ‘Malian’, és ‘Shalistin’
fajtdkon alkalmazott 20D18CB9 CAPS marker lehetoséget adott a fajtak szin alapjan
torténd elkiilonitésére, vagyis hosszpolimorfizmus detektalasara. A szines fajtdkban
(‘Cabernet franc’, ‘Cabernet sauvignon’ és ‘Malian’) a PCR termék Ddel restrikcios
emésztését kovetden egy 329, 248 és egy 213 bp méretli fragmentumot kaptak. A fehér
fajtak (‘Sauvignon blanc’, ‘Shalistin’) esetében a 329- és a 213 bp méretli fragmentum a
szines fajtaékhoz hasonloan megjelenik, mig a 248 bp hosszlisag fragmentum hidnyzik,

vagyis csak 2 fragmentum detektalhato agar6z gélen (WALKER et al. 2006) (10. abra).

bps
329

248
213

10. abra: A VVMybA génnel kapcsolt 20D18CB9 marker hasznalata kiilonb6z6 szinti
sz6l6fajtak elkiilonitésére. CF- ‘Cabernet franc’, SB- ‘Sauvignon blanc’, CS- ‘Cabernet
sauvignon’, M- ‘Malian’, S- ‘Shalistin’ (WALKER et al. 2006).

A CAPS markert tovabbi fajtdkon alkalmazva nemcsak a szines és fehér fajtak
genotipizalasara volt alkalmas, hanem lehetové tette a homo- és heterozigdta szines fajtak
elkiilonitését (WALKER et al. 2007), illetve a revertansok (fehérbdl kialakult szines fajtak)
megkiilonboztetését is (BODOR & SzOKE et al. 2014).

Ezt a markerrendszert felhasznalva a ‘Nektar’ x ‘Jacquet’ magoncpopulacio tagjain
még termdre forduldsuk elétt lehetove valt az egyedek bogyoszinének eldrejelzése (TOTH-

LENCSES et al. 2015).
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A kiilonboz6é szoéléfajokban ez a marker polimorfizmust mutatott (SZOKE ANTAL
szobeli kozlése alapjan), igy ennek szekvenciaszintli Osszehasonlitasaval végeztiik el

filogenetikai vizsgalatainkat is.

2.8 A Vitaceae csalad evolicids torténete

A sz016félék 6se, a Cissites nemzetség fajai 100 millié évvel ezeldtt voltak jelen a
F6ldon, amely a foldtorténeti fels6-krétakorra tehetd. Ebbdl a nemzetségbdl szarmaztatjak
a ma is ¢él6 szélonemzetségeket, tobbek kozott a Cissus, Ampelocissus, Ampelopsis,
Clametocissus, Rhoicissus, Tetrastigma, Landukia, Parthenocissus, Pterisanthes és a Vitis
nemzetségeket. A csaladba tartozd nemzetségek pontos szama sem egyértelmil, BENYEI és
LORINCZ (2005) 10, SOEJMA és WEN (2006) 14, mig BESSIS (2007) 17 nemzetséget
sorolnak ide. Ezen nemzetségek koziil azonban a Vitis-nek van a legnagyobb gazdasagi
jelentdsége.

A Vitaceae csaladba tartozo szO616félék tobbnyire fas szara kaszonovények, amelyekre
jellemzd az egyedi hajtds, levél és virdgzat (GERRATH et al. 1998). A valtozatos
morfologiai bélyegek segitségével a kiilonb6z6 nemzetségekben mintegy 1400 fajt irtak le.
Ezek a fajok egyarant el6fordulnak a Fold mérsékelt és tropusi égovén is (SOEIIMA és WEN
2006, WEN et al. 2007). A f6 elterjedési teriiletek Kelet-Azsia (Kina, Japan és Java) 25-30,
és Eszak-Amerika régidira tehetSk koriilbeliil 30-40 taxonnal (MOORE 1991, CHEN et al.
2007). Europaban az egyetlen faj, amely a mediterran vidékeken elterjedt Vitis vinifera L.
(V. vinifera L. subs. sylvestris, V. vinifera L. subsp. vinifera) (ZOHARY és SPIEGEL-ROY
1975).

A Vitaceae csaladba tartozd nemzetségek kozotti kapcsolatok tisztazasaval tobb
kutatas is foglalkozott (GERRATH et al. 1998, INGROUILLE et al. 2002, ROSSETTO et al.
2002, SOEJIMA és WEN 2006, TRONDLE et al. 2010).

INGROUILLE és munkatarsai (2002) az rbcL gén szekvenalasar6l szamoltak be, és
vizsgaltak 20 Vitaceae csaladba tartozo6 fajban, beleértve Leeaceae csaladot is. ROSSETTO
¢s munkatarsai (2002) az Ausztraliabol szarmazé Vitaceae (Ampelocissus, Cayratia,
Cissus, Clematicissus és Tetrastigma) kozotti kapcsolatokat vizsgaltak, kloroplaszt trnL
intron (UAA) és riboszomalis RNS ITS1 gének szekvenciai alapjan.

SOEJIMA és WEN (2006) a Vitaceae csaladon beliil harom {6 csoportot kiilonitettek el

trnL-F spacer, atpB-rbcL spacer és rpsl6 intron szekvenciak alapjan (1. Ampelopsis-
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Rhoicissus-Parthenocissus-Vitis-Nothocissus-Pterisanthes-Ampelocissus, 2. Cissus, és a 3.
csoport a Cayratia-Tetrastigma-Cyphostemma klad).

WEN ¢és munkatarsai (2007) genomi GAIl szekvencidkkal filogenetikai elemzést
végeztek el a Vitaceae csaladon beliil. A gibberellinek (GAs) olyan névényi hormonok,
amelyek a novények szamos fejlodési folyamatdban nélkiilozhetetlenek, mint példaul a
mag csirazasa, a szar megnyulasa vagy a levél novekedése (PENG et al. 1997, SILVERSTONE
et al. 1998). Az Ampelopsis MICHX. alcsoportot képez, mig az Osszes azsiai, afrikai,
valamint Kozép- és Dél-Amerikabol (a Cissus striata kivételével) szarmazo Cissus L. faj
monofiletikus csoportot alkot. Pterisanthes BLUME (Délkelet-Azsia) egy klant alkot az
azsiai Ampelocissus PLANCH.-kal. A Vitis L. monofiletikus és egy nagyobb csoportot képez
az Ampelocissus PLANCH. és a Pterisanthes BLUME fajokkal. A Boss és THOMAS (2002)
kutatasaikban GAl-szeri génszekvenciakat (GAIl) azonositottak - hasonléan a GAI-hoz -

$z016 torpe mutdnsokban, amely a ‘Pinot Meunier’ L1 sejtrétegében volt kimutathato.

2.9 A Vitis nemzetség evolucioja

A Vitis fajok foldrajzi eredete a mai napig vitatott. Kloroplasztisz polimorfizmusuk és
sejtmagi mikroszatellit elemzések az azsiai eredetet tdmasztjak ala (PEROS et al. 2011), mig
a sejtmagi genom SNP-k észak-amerikai szarmazast valoszintsitenek (WAN et al. 2013).

A harmadiddszakban sok szdléfaj volt jelen a Foldon, amelyek koziil néhanyat
régészeti kutatasokon sikeriilt feltarni (pl. V. minuta REID, V. teutonica A. BRAUN., V.
ludwigi A. BRAUN.). Az azonositott maradvanyok mindegyike az északi félteke kiilonb6z6
teriileteirdl szarmaztak. A Vitis nemzetségbe tartozo csoportok kialakulasaban igen fontos

szerepet jatszott a kontinensvandorlas, amely a karbon kortdl a pleisztocén korig tartott.
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11. abra: Vitaceae csalad foldrajzi elterjedése (WAN et al. 2013).

Ez alatt a tobb szazmillio év alatt jottek létre a Vitis nemzetségen beliil kialakult
foldrajzi fajcsoportok (észak-amerikai, europai/eurazsiai, kelet-azsiai) (BENYEI és LORINCZ
2005), amelyek 11. abran jol lathatoak. A szoléfajok 6se Eurdzsiaban kb. 65 millio éve
jelenhetett meg (THIS et al. 2006). A jégkorszakig a Karpat-medence teriiletén is jelen
voltak kiilonb6z6 sz6l6fajok (V. hungarica ANDR., V. tokajensis STUR.), amelyek a ma is
¢l0 észak-amerikai fajokkal mutattak morfologiai hasonldsagot. Régészeti kutatasok
bizonyitottak tovabba azt is, hogy tobb észak-amerikai faj ése szintén egyes eurdpai
fajokhoz hasonlé morfologiai jellemzével rendelkezik, mint példaul a V. teutonica A.
BRAUN a V. cordifolia MicHx.-al, és a V. sequanensis SAP. a V. rotundifolia MicHX.-al
(BENYEI és LORINCZ 2005).

A sz616 (Vitis vinifera L. subsp. sativa) az egyik els6 haziasitott éveld novényiink kozé
tartozik. Genomszekvenalasi adatok szerint a termesztett sz616 6se kb. 22000 éve valhatott
sz€t a tobbi sz6l6fajtol (ZHou et al. 2017). Domesztikacioja kb. 6000-10000 évvel ezelott
kezd6dott a Kaszpi- és a Fekete-tenger vidékén (ZOHARY és HopF 2000, MYLES et al.
2011). Jelenleg mintegy 309 olyan gént ismeriink, amelyeknek szerepe lehetett a
domesztikacids folyamatokban (ZHOU et al. 2017). Ezek koziil a legfontosabbak a nagyobb
bogy6 ¢és fiirt méret, a cukortartalom ndvekedése, mag morfologiai valtozasok,

hermafrodita viragok kialakulasa (THIS et al. 2007).

31



Domesztikacioja soran kismértékii genetikai diverzitas csokkenés figyelhetd meg,
klondlis szaporitasa pedig kedvezett a recessziv mutaciok felszaporodasanak, amelyek
kiilonboz6 mértékii beltenyésztéses leromlashoz vezettek (MYLES et al. 2011, ZHou et al.
2017). Konnyii vegetativ szaporitasanak koszonheten a szOl6iiltetvények évezredeken at
sz¢les korben elterjedtek a Foldkozi-tenger medencéjében (UNWIN 1991). A borkészitéshez
(nyugaton), és a csemegesz6lonek (keleten) hasznalt sz6l6fajtak eltérd felhasznalasa erds
szelekcidhoz vezetett, vagyis kialakultak a kisebb ¢és 1édus bogyo6ju nyugati fajtak,
valamint nagyobb ¢és husos, fliszeres keleti fajtak. A Kaukazusban fellelhetd szolofajtak
elterjedése természetesen az emberi migraciot kovetve keletrdl nyugati irdnyba tartd
telepitési mintazatot eredményezett (MC GOVERN et al. 2003). Ezen kiviil a dugvanyok
szaporitasa, a termelés atfedése ¢és az esetleges masodlagos domesztikacidos események,
valamint a vad rokonokkal val6 hibridizacidé (LEVADOUX 1956) is eldsegitette a rendkiviil
valtozatos fajtacsoportok kialakulasat (ARADHYA et al. 2003, ARROYO-GARCIA et al.
2006).

A szolot (Vitis vinifera L.) évezredeken at termesztették friss fogyasztasra, aszalt
gyiimolcsok és bortermelés céljabol, bar a fehér bogyoju fajtak eredete sokaig nem volt
ismert. A ma termesztett sz6l6fajtak Gsei vords vagy vordses fekete bogyosziniiek voltak
(SLINKARD ¢és SINGLETON 1984), mig mas fajok (példaul mas Vitis és Muscadinia fajok)
sotétsziirke gylimolcesel rendelkeznek. Az egyiptomi kiralyi birodalombol (Tutanhamon
Kr. E. 1332-1322) szarmazd régi amfordkban taldlt bormaradvanyok kozelmultbeli
elemzése azt tarta fel, hogy az egyiptomiak mind vords-, mind fehérborokat is készitettek,
¢s mindkettdt fontosnak tartottdk a tulvilagi élethez. Ezekbdl a régi 1dokbdl azonban nem
talaltak olyan feljegyzéseket, amelyek a fehér sz616bogyokrol vagy fehérborokrol szoltak

volna (GUASCH-JANE et al. 2006).
2.10 A Vitis nemzetség rendszertani kapcsolatrendszere

A Vitis nemzetség két alnemzetségre kiiloniil el (GALET 2000, GoOLDY ¢és ONOKPISE
2001). A Bailey-féle besorolas (BAILEY 1934), a 38 kromoszomaval rendelkezd Vitis-t az
Euvitis alnemzetségbe helyezte, és a 40 kromoszomat tartalmazd fajokat a Muscadinia
alcsoportba (WEN et al. 2007). Az Euvitis alnemzetség koriilbeliil 40-60 azsiai, 25 észak-
amerikai és az egyetlen eurdpai fajbol, a Vitis vinifera L.-bol all. A Muscadinia
alnemzetségbe négy faj tartozik (V. rotundifolia MicHX., V. popenoii FEN., V. rotundifolia

MicHX. var. munsoniana, V. rotundifolia MICHX. var. pygmaea) (GALET 2000).
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Ez a két alnemzetség nemcsak a kromoszomak szamaban kiilonbozik egymastol,
hanem szamos morfologiai, anatomiai tulajdonsagban és klimatikus igényiik alapjan is
(MuLLINS et al. 1992). A Muscadinia alnemzetség a tropusi klimahoz alkalmazkodott, mig
a Vitis alnemzetség fajai elsddlegesen a mérsékelt égovben terjedtek el. A Muscadinia
nemzetséget atmenetnek tekintik a Vitis és az Ampelocissus nemzetségek kozott (BOUQUET
2011). A késobbiekben a V. vinifera L.-n belill tovabbi két alfajt kiilonitettek el, a V.
vinifera L. ssp. sativa-t (bortermé sz616) és a V. vinifera L. ssp. sylvestris-t (ligeti sz616)
(12. 4bra).

A Vitis fajok evolucidja és elterjedésének mikéntje még sok kérdést vet fel. A
nemzetség filogenetikai, biogeografiai és taxondmiai kutatdsainak eredményei sokszor
ellentmondasosak és megkérddjelezhetdek a beldliik levont kovetkeztetések, mivel a Vitis
hagyomanyos besorolasi rendszere (PLANCHON 1887, MUNSON 1909) és a molekularis
marker alapt vizsgalatok eredményei nem mindig egyeznek meg egymassal (ARADHAYA
2008).

A fajok pontos szama sem ismert jelenleg, mert sok faj képes a spontan
keresztezddésre és a kiilonbozd hibrid formak egyértelmii meghatarozasdhoz nem allnak

rendelkezésre megfelel6 morfologiai és molekularis markerek (THIS et al. 2006).

Vitaceae
(10 nemzetség)

Nemzetség
Ampelopsis - 7 Pterisanthes
4 > ;
Ampelocissus 4 A Parthenocissus
; A A
Cissus . - < Landulia
Clematocissus Tetrastigma
— Rhoicissus
Y
v
v
V_candicans V. cinerea V_treleasei V. embergeri
V.doaniana  V.berlandieri V. flexuosa V. retordii
W longii V._bowrgeana V. balansaeana V. hexamera
V_coriacea V. aestivalis V. pedicellata V. chunganensis
V.simpsomi V. lncecumd  V.opilosonera V. silvestris
V. champignii V. bicolor V. thmbergii V. seguini
V. labrusca V. gigas V. fagifolia V. chrysobotrys
V.coignetize V. bouwrquiana V. tson V. armata
V.carbeae V. chungii V. davidii V. rufotomentosa
V_lanata V_cordifolia V. pentagona V. romanefi
V. blancod V. helleri V.betulifoia V. riparia
V._arisonica  V.illex V. amurensis V. rupestris
V. califormica V.monticola V. piasezkii V. silvestris
V. girdiana V.rtubra V.reticulata V. vinifera

12. abra: A sz616 rendszertana (BENYEI et al. 1999 alapjan sajat szerkesztés).

33



A novények evollcios torténetének leirasahoz kivalod lehetdséget kinal a kloroplasztisz
genom tanulmanyozasa. JANSEN ¢és munkatdrsai (2006) kozoltek eldszor a sz616 teljes
kloroplasztisz genomszekvenciajat, melynek eredményeit felhasznalva PEROS ¢és
munkatarsai (2011) 9 1Uj kloroplasztisz mikroszatellit (cpSSR) markert azonositottak
kiilonb6z6 sz6él6fajtakban és fajokban. A plasztisz genom erdsen konzervalt szerkezete és
mutaciok kialakulasara valé igen alacsony hajlama miatt lehetdséget adhat leszarmazasi
kapcsolatok feltardsara (CLEGG 1993). Ennek kdszonhetden a ndvényekben a plasztisz
genom felhasznaldsa a molekuldris markerezésben, filogenetikai vizsgélatokban rendkiviil
gyakori ¢és elterjedt (CHASE et al. 1993).

A Kkloroplasztisz markerek mellett a sejtmagi kodold és nem kodold régiokat is

A Vitaceae csalad filogenetikai kutatiasaiban tobb markerrendszert alkalmaztak
sikeresen: RAPD (GRANDO et al. 1996, WANG et al. 1999), SSR, AFLP (D1 GASPERO et al.
2000, ARADHYA et al. 2008, 2013), retrotranszpozon alapt technikak (PELSY 2007) és
SRAP madszert is (GUO et al. 2012).

TRONDLE és munkatarsai (2010) harom Vitis faj és néhany V. vinifera L. kloroplasztisz
DNS (cpDNA) nem kodolo spacer szekvenciaja alapjan (2 intron és 1 IGS) a Vitis-en beliil
harom csoportot kiilonboztettek meg: az 1. kladba az eurdpai-, a 2. csoportba az azsiai-,
mig a 3. kladba az észak-amerikai haplotipusok keriiltek. A molekularis adatok alapjan
kapott rendszerezés azonban nem egyértelmii, mivel egyes fajok nem abba a kladba
keriiltek, amelybe foldrajzi eredetiik alapjan varhaté lett volna. Ezt az Eszak-Amerika és
Azsia kozti intenziv génaramlasként értelmezték, amelynek a hibridizacid révén nagy

PEROS és munkatarsai (2011) 30 Vitis fajt és hibrideket vizsgaltak kloroplasztisz DNS
(trnL, trnH-psbA-trnK) és 15 mikroszatellit 10kusz polimorfizmusa alapjan.
Megallapitottak, hogy a Vitis fajok azsiai eredetiick, és innen terjedtek el a kontinenseken a
Pleisztocén iddszak elején. Az észak-amerikai fajok kozott nagyobb genetikai variaciot
mutattak ki. A kloroplasztisz haplotipusokat értékelve meghataroztak, hogy a termesztett
sz616 (V. vinifera L.) két leszarmazasi agra vezethetd vissza.

ZECCA ¢és munkatarsai (2012) négy kloroplasztisz spacer (trnH-psbA, trnK-rps16,
trnF-nahJ, rpl32-trnL) és sejtmagi RPB2-1 gén vizsgalataval kimutatta, hogy a sz616 fajok
evolucioja a foldtorténeti Harmad, illetve Negyed id6szak oOta egyenletes és komplex

folyamat, amelyre geografiai és a klimatikus viszonyok egyarant hatassal vannak.
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Fontos eltéréseket kaptak az azsiai és amerikai fajok kozott, tobb 0j kloroplasztisz
haplotipust meghatarozva. Feltételezésiik szerint a jelenleg egyetlen 6shonos europai faj a
Vitis sylvestris 4-5 millié évvel ezel6tt valhatott ki az azsiai fajok koziil (ZECCA et al.
2012).

2.11 A DNS nem kédolé régioinak jelentésége filogenetikai vizsgalatokban

Sokéig nem volt pontosan ismert, hogy milyen kapcsolat van a nem kdédoldé DNS
szekvenciak ¢és ezek biologiai funkcidi kozott.  Egyre vilagosabba valt, hogy a
génexpresszio valtozasai - elsdsorban a nem kodolé DNS szekvencidk altal kozvetitve -
oOriasi hatassal vannak a szervezet fenotipusara (CASTILLO-DAVIS 2005). A génexpressziod
szabalyozasa eukariotakban 0sszetett €s szigoriian szabalyozott folyamat, amely kiillonb6z6
szabalyozasi szinteket foglal magéaba (BARRETT et al. 2012).

A nem kodolé régiok funkcionalis elemei (promoter, enhanszer, inzulator és
silencerek) mindegyike mas szerepet tolt be a génexpresszid szabalyozasaban.
Transzlokaciok, duplikaciok, deléciok, inszerciok és pontmutaciok zavarhatjak ezeknek a
szabalyozé elemeknek a miikodését, és olyan DNS valtozdsokat okozhatnak, amelyek
valamilyen betegséghez kapcsolhatok (SCACHERI és SCACHERI 2015).

A novények evolicios vizsgalataban is egyre jobban el6térbe keriil a DNS nem kodold
szakaszainak az elemzése (BORSCH et al. 2009). Ennek oka, hogy a nem kodold régiok a
legmagasabb mutacids gyakorisagot mutatjak (PALMER et al. 1988, CLEGG et al. 1991).

A novényi genomot nagyrészt nem kodold szekvenciak alkotjak. A sejtmag nem kodolo
régiok kozé tartoznak az intronok, spacer szekvenciak és a szatellit régiok is (BORSCH et al.
2009).

A novényi organellum genom nem kodolo régidinak vizsgalatanal nagy elényt jelent,
hogy ezek a régiok béséges mennyiségii polimorf helyet tartalmaznak (BOSCH és QUANDT
2008, REIN et al. 2008, ScHMmICKL et al. 2009). Ezért a populacio bioldgiaban jelenleg
hasznalt az organellum genomban talalhaté nem kodolod régiok tobbségét viszonylag
konzervalt DNS-régiok (foleg gének) hataroljak, lehetdvé téve univerzalis PCR-primerek
tervezését is (WHITE et al. 1990, TABERLET et al. 1991, DEMESURE et al. 1995, BLATTNER
1999, WEISING és GARDNER 1999).

A novények filogenetikai és evollicids vizsgalataiban a két legszélesebb korben
alkalmazott nem kodolo DNS marker a sejtmagi ITS (Internal Transcribed Spacer of

nuclear encoded RNA) és a kloroplasztisz trnL-F régioja (trnL intron, trnLF intergénikus
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spacer), amelyek értékes forrasokat szolgaltatnak a fajok kozotti kapcsolatrendszerek
feltarasara és tanulmanyozasara (CALONJE et al. 2008).

(trnT, trnF, trnL) hat primert terveztek, annak érdekében, hogy kideritsék, hogy ezek a
primerek univerzalisak-e, igy azokat kiilonb6zd novényfajokbdl szarmazé6 DNS
amplifikalasara hasznaltdk. A primerek a legtobb vizsgalt fajnal mikddtek, beleértve az
algdkat, a harasztokat, a nyitva- és a zarvatermdket. Az a tény, hogy a kloroplasztisz
genom nem kodold régidinak bizonyos szakaszait széles taxondmiai tartomanyban
amplifikaljak, azt jelenti, hogy ezek a primerek felhasznalhatoak a novények evolucios
valtozasainak tanulmanyozasara (TABERLET et al. 1991).

CALONJE ¢és munkatarsai (2008) 0OsszegzO0 tanulmanyaban hat nuklearis
markerrendszert is Osszefoglalt, amelyek az evoluciokutatds és filogenetikai rendszerek
kutatdsaban rendkiviil fontos szerepet jatszanak: ITS (Internal Transcribed Spacer), ETS
(External Transcribed Spacer), SSR (Simple Sequence Repeat), TE (Transposable
Elements), intron €s promoter régiok.

Az eukariota promoter a DNS olyan szabalyozé régidja, amely a II D transzkripcios
faktorhoz (TFIID) kotoédik, a gén kodold szakaszatol upstream helyezkedik el, és lehetévé
teszi a transzkripcios inicidciés komplex komponenseinek ezt kovetd kialakuldsat, az RNS
polimeraz II kapcsolddasat és a transzkripcid meginditasat (SMALE és KADONAGA 2003,
JUVEN-GERSHON et al. 2008). Ezeknek az alapjan nyilvanvald, hogy a promoter régio
mutacidja dramai hatast gyakorolhat barmely szervezet szamadra, igy egyértelmi, hogy a
prométer szekvencidk valtozdsainak nyomon kovetése sokkal fontosabb az evolucio
szempontjabol, mint a kodolo régiokat ért esetleges valtozasok (CALONJE et al. 2008).

A DNS nem koédold informaciotartalmat foként filogenetikai kapcsolatrendszerek
felallitasdban hasznaltdk ¢és hasznaljdk fajok vagy nemzetségek kozott, valamint a
populécioszinti vizsgalatokban, hiszen néhany nem kodolo régio is elegendd variabilitast
mutat az interspecifikus vizsgdlatokhoz, azaz alfajok, fajtdk, nemesitett formak

filogenetikai kapcsolatainak elemzéséhez (PLEINES et al. 2009).
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2.12 A bogyo6szin mint lehetséges domesztikacios és filogenetikai marker

A 57016 elsddleges tulajdonsagai, melyeket a domesztikacio sordn figyelembe vettek a
bogyok ¢és a flirtok nagysaga voltak (LEVADOUX 1956). A bogyok szinét nem tekintették
elsddleges célnak a szelekcid soran, amely egyébként nem is fliggott Ossze az adott
foldrajzi eredettel (SEFc et al. 2000, LUAVETZKY et al. 2006).

A sz0616 bogydszine egyetlen pigmentcsalad, az antocidanok jelenlétének kdszonhetd,
amelyek nagymértékii valtozatossagot mutatnak a sz616fajtak kozott (MAzzA 1995). Az Osi
vadsz6l6-populacidban nem volt megfigyelhet6 szinvaltozas, sem interspecifikus- (CADLE-
DAVIDSON és OWENSs 2008), sem intraspecifikus szinten (OLMO 1976). A sz016 szinéért
felelds 1okusz diverzifikacidja fehér genotipusok kialakulasahoz vezetett, amelyek az 6si
szO16fajtakbol alakultak Ki (ZOHARY és HopF 2000). E két csoport kozott folyamatosan
halvany szinii genotipusokat figyeltek meg, rozsaszintdl egészen a pirosig. Igy az
elsddleges haziasitasi tulajdonsdgokkal ellentétben az egyes szoélotermesztési régiokon
beliil a termeldk kiilonbozé szinvaltozatokat is kivalogattak, ami nagy szinvariacid
kialakulasahoz vezetett (FOURNIER-LEVEL et al. 2009a).

A Gret-1 retrotranszpozont eredetileg kizardlag V. vinifera L. fajtakban mutattak ki,
ugy vélték, a tobbi sz616fajbol hianyzik (CADLE-DAVIDSON és OWEN 2008). Ennek alapjan
azt feltételezték, hogy a Gret-1 VVMybAL promoterébe torténd inszercioja a V. sylvestris
GMEL. vagy annak Osébe az észak-amerikai és dzsiai fajoktol torténd elvaldsa utan
kovetkezett be (MITANI et al. 2009, CARRASCO et al. 2015). Ezt kés6ébb Niu és munkatarsai
(2017) megcafoltak, mivel a Kindban 6shonos V. davidii FOEX. fehér bogyoju
valtozataiban is megtalaltak a Gret-1-et, ami a V. vinifera L.-val valo szoros evolucios
kapcsolatra utalhat. Mas vélemények szerint a V. davidii FOEX. szintelen bogydjh
valtozatai a V. vinifera L. fajtakkal torténd keresztezdédések eredményeképpen alakultak ki
(Jiao et al. 2014). A t6bbi Vitis faj (V. aestivalis MICHX., V. riparia MICHX.) fehér bogyoju
valtozataiban nem tudtdk kimutatni a retrotranszpozon jelenlétét, igy ezek mas, eddig még
antocian bioszintézisében résztvevd génben (CADLE-DAVIDSON és OWEN 2008).

A Gret-1 inszercioja mint jelent6s evolicios esemény kb. 200 ezer évvel ezelbtt
vad fajokban még nem vizsgaltak, de megel6zte a VVMybALl-ét (FOURNIER-LEVEL et al.
2009b).
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kovetkeztében a sotét szin fokozatos vilagosodasa figyelhetd meg egészen a fehér szin
megjelenéséig. A legdsibb, sotét bogyoju haplotipus a nyugati régidra, mig az 0jabb
haplotipusok a keleti régié csemege fajtaira jellemzoek, ahonnan tovabbterjedtek
(FOURNIER-LEVEL et al. 2009b).

Kiilonb6z6 foldrajzi eredetli V. sylvestris GMEL. populaciok VVMybAl és VvMybA2
allélpolimorfizmusanak meghatarozasaval is bizonyitottdk, hogy a bortermd szolot két
eltéré helyen domesztikaltak, a Kaukazusban és a Foldkozi-tenger medencéjében. A
nyugat-eurdpai és a kaukazusi populaciokban olyan kiilonbozé VVMybAL alléleket, illetve
haplotipusokat azonositottak, amelyek leggyakrabban a convarietas occidentalis, illetve
orientalis Okotipusba tartozé fajtakban figyelheték meg (CARRASCO et al. 2015). A nyugat
eurdpai V. sylvestris GMEL. populaciokban és a convarietas occidentalis csoportba tartozo
V. vinifera L. fajtakban hianyoznak azok az allélok, amelyek promotere 44 és 111 bp
illetve masodik intronja 33 bp nagysagu inszercidkat tartalmaznak. Ezek csak az 4zsiai V.
sylvestris GMEL. populaciokra, illetve a convarietas orientalis csoportba tartozo V. vinifera
L. fajtdkra jellemzbéek. Annak ellenére, hogy a legtobb szdl6faj fekete bogyohéjszinnel
rendelkezik, néhany azsiai és észak-amerikai faj MybAl gén analizise polimorfizmust
mutatott (SHIMAZAKI et al. 2011, PERrOS et al. 2015).

A V. vinifera L. orientalis csoportba tartozo fajtakban a rozsaszin bogyohéjt okozo 44,
111 és 33 bp inszerciokat tobb azsiai sz6l6fajban is kimutattak (SHIMAZAKI et al. 2011).
Ezek a mutacidok azonban a vad fajokban nem befolyasoljak az antocidnok termelddését, a
bogyok szine minden esetben fekete, amely az eltérd biokémiai szabalyozasra utal.

A rdzsaszin bogydju V. vinifera L. convarietas orientalis csoportba tartozé kinai és
pedig egy 33 bp hosszlisdgu inszerciot mutattak ki.

Kiilonb6z6 foldrajzi eredeti sz616fajok MybAl szekvenciaszintli 6sszehasonlitasaval
tobb SNP is azonositottak az intron és a kodold régiokban (PEROS et al. 2015). Az exon
régioban torténd pontmutaciok sok esetben aminosav-cseréket eredményeznek, amelyek
hatassal vannak az atir6do fehérje aktivitasara is. A fajok kozotti polimorfizmust
filogenetikai analizisre felhasznalva tobb rokonsagi kapcsolatot is megvilagitottak. Olyan
Uj mutaciot is azonositottak, amelyik hianyozik a V. vinifera L. fajtakbol. Bizonyos indel-
ek csak az észak-amerikai, masok csak az azsiai fajokra voltak jellemzdek. A szekvencia
adatok alapjan szerkesztett dendrogam azonban nem minden esetben tiikrozte a fajok

foldrajzi eredetét.
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Erdekes morfologiai kiilonbség az eltérd foldrajzi eredetii fajtaknal, hogy a fekete
bogyoju V. vinifera L. fajtak és az azsiai fajok 6szi lombszinezddése piros, az amerikai
fajoké — a V. californica kivételével — sarga (BRANAS 1974). Ez szintén az antocian

bioszintézis kiilonbségeire hivja fel a figyelmet.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 AVVvMybALl allél polimorfizmus meghatarozasa Karpat-medencei fajtakban

3.1.1 Vizsgalt novényanyag

A vizsgalatunkban felhasznalt karpat-medencei fajtakat a PTE Sz6lészeti és Boraszati

Kutatointézet génbankjabol kaptuk. Osszesen 118 régi karpat-medencei fajta VvMybA1

allélosszetételét hataroztuk meg, amelyeket a 2. tablazat tartalmaz.

2. tablazat: A vizsgalatban felhasznalt 118 karpat-medencei fajta

Fajtak neve

Agasfark Alanttermd Aprofehér Bajor feketefaju Bajor kék

Bajor sziirke Bakarka Bakator kék Bakator piros Bakator tiidGszinii
Bakszem Balafant Balafant fekete Balint Banati rizling
Baratcsuha kék Baratcsuha sziirke Beregi Betyarsz616 Bihari
Bogdanyi dinka Bdségszaru Budali Cudarsz616 Cukorsz616
Czeiger Csbkasz616 Csomorika Demjén Detki

Dinka pécsi Dinka rakszemii Dinka tirémi Dinka voros Dinka zold
Erdei Ezerjo Fodrosleveli Furmint Furmint piros
Furmint valtozo Fligér Fligesz616 Fiirjmoly Gergely

Gohér fehér Gohér piros Gohér valtozo Gorombasz616 Halapi
Hamusz616 Harslevelt Hosszinyeli Izsaki Jardovany fehér
Jardovany fekete Juhfark Kadarka kék Kékl6 piros Kéknyelii
Kéknyelii piros Kiralyleanyka Kiralysz616 Kolontar Kovacsi
Kovacskréger Kozma Kodos Képoros Koveérszolo
Kovidinka Kovidinka fehér Kiibeli Lagylevelii Lanysz616
Leanyka Leanyka fekete Leanyka rozsas Lisztes fehér Lisztes piros
Magyarka Meézes fehér Meézes fekete Muskotaly csikos Muskotaly fekete
Muskotaly piros Muskotaly sarga Mustos Papsapka Pécsi szagos
Pettyesszo16 Pintes Piros granat Piros szlanka Piros tokds
Polyhos Pozsonyi Purcsin Raksz616 Rohadé
Rokafarka Roézsasz616 Sarfehér Sarpiros Somsz616
Szagos bajnar Szekszardi Szeredi Szerémi Sz6kesz616
Tihanyi Tihanyi kék Totika Toksz616 Tulipiros
Tiikorsz616 Tiiskéspupu Vékonyhéji

40



3.1.2 DNS kivonas

A DNS kivonashoz fiatal leveleket hasznaltunk fel, amelyeket a DNS kivonas elott és
utdn -70°C-on taroltunk. DNS kivonidsara Qiagen DNeasy® Plant Mini Kit-et
alkalmaztunk, a gyartd leirasa alapjan (M.1.2. szamu melléklet). A kinyert DNS

mennyiségét és mindségét Nanodrop spektrofotométerrel hataroztuk meg, majd az adatok

c ey

hasznaltunk fel a PCR soran.

3.1.3 A vizsgalatokban felhasznalt markerek

A karpat-medencei fajtak VVMybAL allélosszetételének meghatarozasahoz KOBAYASHI
¢s munkatarsai (2004) altal leirt primereket alkalmaztuk (3. tdblazat). A VvMybAla
primerrel végzett PCR egy 1560 bp hosszusagu fragmentum felszaporitasat teszi lehetve,
amely a ‘fehér’ allél jelenlétére utal, vagyis a Gret-1 inszercid6 meglétét mutatja. A
VVMybAlb és a VWMybAlc allélra specifikus primerparok hasznalata lehetdvé teszi a
funkcioképes allélok kimutatasat. A 851 bp hosszusdgih DNS fragmentum a vad tipust
VvMybAlc allél (nincs Gret-1), mig az 1675 bp nagysagii PCR termék a VVMybA1b allél
(3' LTR) meglétére utal. Azokban az esetekben amikor a VVMybAl allélspecifikus
primerekkel nem tudtunk a fenotipusnak megfelelé vart genotipust meghatarozni, a
20D18CB9 markerrel vizsgaltuk a fajtakat, amelyet WALKER ¢és munkatarai (2006) irtak le.
A 20D18CB9 marker a VVMybA génekkel vald kapcsoltsaga miatt alkalmas arra, hogy
segitségével a fajtak bogydszinét meghatarozhassuk. A markerre tervezett primerekkel egy
577 bp hosszasagh fragmentum szaporithatd fel, amelyet a Ddel restrikcios enzimmel
emésztve a kiillonbozd szinli sz6lofajtak eltérd mintazatot adnak. A 329 és 213 bp-0s
fragmentumok a Gret-1 jelenlétét mutatjak homozigéta formaban (VvMybAla/VvMybA1la).
A 329, 248 és a 213 bp-os fragmentumok VvMybAla/VvMybAlc allélkombinaciot
mutatjak, vagyis a funkcioképes allél miatt kialakuld szines bogydszinii fajtak kimutatasat
teszi lehetové. A 329 ¢és 248 bp-os fragmentumok a vad tipust allélok
(VwMybAlc/VvMybAlc) meglétére utalnak.
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3. tablazat: A felhasznalt VVMybA1 allélspecifikus és kapcsolt markerek szekvenciai

Primer Forward primer szekvencia (5°- | Reverz primer szekvencia (5’-3”) | Referencia

3’)
20D18CB9 | GATGACCAAACTGCCACTGA | ATCACCTTGTCCCACCAA WALKER et al.
(577 bp) (2006)
VWMybAla | AAAAAGGGGGGCAATGTAG | GAACCTCCTTTTTGAAGTGG | KOBAYASHI et al.
(1560 bp) GGACCC TGACT (2004)
VWMybAlb | GGACGTTAAAAAATGGTTGC | GAACCTCCTTTTTGAAGTGG
(1675 bp) ACGTG TGACT
VWMybAlc | GGACGTTAAAAAATGGTTGC | GAACCTCCTTTTTGAAGTGG
(851 bp) ACGTG TGACT

3.1.4 PCR Kkoriilmények és agaroz gélelektroforézis

A polimeraz lancreakciokat Bio-Rad iCycler késziilékben (Bio-Rad) végeztik el. A
reakcidelegy Osszetevoi a kovetkezok voltak: 20 ng templat DNS, 0,6 egység WTB-Taq
polimeraz (West Team Biotech, Pécs), 0,1 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
0,75-0,75 uM forward, illetve reverz primer, 1,25 mM MgCl;, 1x PCR puffer. Az
amplifikaciora touchdown PCR-t hasznaltunk a kdvetkezok szerint: (1.) 2 perces 94°C-0s
eldciklus, (2.) 10 cikluson keresztiil: 94°C-on 30 mp-ig — denaturalas, 62°C-on 30 mp-ig —
primerkapcsolodas, 72°C-on 1 percig - DNS-szintézis. A kapcsolodasi hémérséklet
ciklusonként 1°C-kal csokkent. (3.) 24 cikluson keresztiil: 94°C-on 30 mp-ig, 56°C-on 30
mp-ig, 72°C-on 1 percig; majd 5 perces 72°C-on torténd utopolimerizacio.

A mintakat 1%-os agardz gélen valasztottuk szét és 0,5 pg/ul etidium-bromiddal
festettiik. A futtatas 80 V- on 30 percig tortént 1X-es TAE vagy 0,5X-es TBE pufferben.
Markernek a GeneRuler™ (Fermentas) 100 bp Plus DNA Ladder molekulatomeg markert
hasznaltuk, ami a kovetkezé6 DNS fragmenteket tartalmazza (bp): 3000, 2000, 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 és 100. A gélt UV fénnyel vilagitottuk meg
és Alpha Innotech Multilmage™ Light Cabinet géldokumenticios késziilékkel
fényképeztiik le.
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3.2 SNP polimorfizmus meghatarozasa Karpat-medencei és mas eurépai fajtakban

3.2.1 Novényanyag

A karpat-medencei fajtakat a PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatointézet génbankjabol

kaptuk. A vizsgalatunkban szereplé eurdpai fajtak mintait szintén a PTE Szélészeti és

Borédszati  Kutatointézetb6l, valamint a Szent Istvan Egyetem

fajtagylijteményébdl kaptuk (4. tablazat).

4. tablazat: Az SNP vizsgalatban felhasznalt 43 fajta

soroksari

Fajtak neve

Barbera Chardonnay Pinot noir Bajor sziirke Bajor kék

Bajor feketefaju Bakator tiid6szini  Bakator piros Bakator kék Baratcsuha sziirke
Baratcsuha kék Csiljaki beliij Csiljaki kraszniij Furmint fehér Furmint piros
Furmint valtozé Gohér fehér Gohér piros Gohér valtozo Huszajne beliij
Huszajne kraszniij Kéknyelil Kéknyeld piros  Korinthusi fekete  Korinthusi piros
Leanyka Leanyka fekete Leanyka rozsas  Lisztes fehér Lisztes piros

Muskotaly csikos ~ Muskotaly fekete ~ Muskotaly piros  Muskotaly sarga

Oporto kék

Oport6 sziirke Piquepoul gris Piquepoul noir Szilvani piros

Szilvan zold

Szeredi Szultan fehér Szultan fekete

3.2.2 Felhasznalt primerek

A felhasznalt SNP primereket az 5. tablazat mutatja be. A VVMybA2 kodold rég

crer

10jara

alkalmazott primerek segitségével felszaporitott 1250 bp hosszsagu szakaszt, és az SNP

primerek kapcsolodasat az M.1.1-es szamu melléklet (24. dbra) tartalmazza.

5. tablazat: VWMybA2 gén SNP vizsgalata soran alkalmazott primerek

VVMybA2 kddold régidra alkalmazott primer

VvMybA2 F: 5>-GTGAGGAGAGTACATTGTAGG-3’ WALKER et al. (2007)
(1250 bp) R: 5’-GAACCTTCTTTTTCAGGTGG-3’

SNP primerek
VvMybA2R44 (K980) 5’-GCAGGGTTGAATAGATGCC-3’ WALKER et al. (2007)
VvMybA2C22 (C22) 5’-AGGATGTTCTCCTGAGGAA-3’ CARRASCO et al. (2015)
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3.2.3 VVMybA2 gén SNP vizsgilata SNaPshot™ médszerrel

A SNaPshot™ (Applied Biosystems) elterjedt modszer az SNP-k azonositasaban,
mivel szdmos polimorfizmus gyors detektalasat teszi lehetdvé egyetlen vizsgalatban.
Réadasul, mas nagy teljesitményli genotipus-meghatarozasi modszerekkel 0sszehasonlitva
(pl. Affymetrix, SNP-Plex, Illumina rendszerek), a SNaPshot™ reakciok sokkal kevesebb
DNS-t igényelnek (PANETO et al. 2011). A SNaPshot™ moédszer miniszekvenalas reakcion
alapul, amelyet az elektroforézis €s a fluoreszcencia detektalasa kovet. A jeldletlen primer
az SNP elé van tervezve, vagyis a 3’ végénél kozvetleniil az SNP helyét6l upstream
helyezkedik el, a kovetkezd nukleotid a keresett SNP. Minden ddNTP-hez egy
fluoreszcens festék van hozzarendelve (SOBRINO et al. 2005).

A VVMybA2 génben talalhaté VVMybA2R44/K980 (WALKER et al. 2007) és a
VVMybA2C22 (CARRASCO et al. 2015) SNP polimorfizmust vizsgaltuk. A VVMybA2 gén,
kodold szekvencigjat a 5. tdblazatban megtalalhatdé VVMybA2 szekvenciajara tervezett
primerrel, PCR-rel amplifikaltuk WALKER és munkatarsai (2007) altal leirt koriilmények
alkalmazasaval. A PCR termékeket 0,8 %-os agar6z (TBE) gélen vélasztottuk el, majd
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk ki a gyartd leirasa
alapjan. A keresett SNP-ket SNaPshot™ modszerrel detektaltuk a gyarto leirasa alapjan az
ABI PRISM SNaPshot™ Multiplex kit (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
California) segitségével. A SNaPshot™ reakciot végig jégen tartva, a mix hozzavaldival
mérjiik 6ssze 10 pl végtérfogatra:

- 5 pl/minta SNaPshot™ Multiplex Ready Reaction Mix (amely tartalmazza az
AmpliTag® DNS polimerazt, a fluoreszcensen jeldlt ddNTP-et és a reakcidhoz sziikséges
puffert)

- 1-1 pl/minta az altalunk alkalmazott két SNP primer (5. tablazat)

- 1 pl/minta viz

- 3 ul/minta az eldzetesen kitisztitott PCR termék

Ezt kovetéen PCR amplifikaciot inditottunk a kovetkezd kondiciokkal: 96°C-on 10
mp-ig — denaturalas, 50°C-on 5 mp-ig — primerkapcsolodas, 60°C-on 30 mp — DNS-

szintézis.
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Ezt kovetden a 10 pl SNaPshot™ PCR termékeket enzimatikusan kezeltik 1 U
alkalikus foszfatazzal 0,05 pl/minta koncentracioban (CIP, Invitrogen) a felesleges PCR
primerek és dNTP-K eltavolitasanak érdekében. A reakcidelegyet alaposan Osszekevertiik,
¢s 37°C-on 1 6ran at inkubaltuk, majd 15 percig 65°C-on inaktivaltuk az enzimet.

Az inkub4ciot kévetéen 20 pl/minta Hi-Di formamide, és 0,5 pl/minta GeneScan™ -
120 LI1Z™ size standard-bol mixet készitettiink, majd ebbdl 20 ul mennyiséget adtunk 1 pl
SNaPshot™ PCR termékhez. A SNaPshot™ PCR termékeket kapillaris elektroforézis
késziilekben (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer) detektaltuk. Az SNP szekvenalas
eredményeit GeneMapper 4.0 szoftver segitségével értékeltiik ki. A reakcioban felhasznalt
fluoreszcens festékeket alapjan, a ddNTP-khez az alabbiak szerint rendelhetjik a
kromatogramot: A (adenin)- zold, G (guanin)- kék, T/U (timin/uracil)- piros, C (citozin)-
fekete. Homozigéta eredmény esetén az adott nukleotidnak megfelelé szinli cstcsot
lathatunk, mig heterozigdta eredmény esetén két cstcsot lathatunk a megfeleld szinnel

parosulva (13. 4bra).

- — - _AL = = = ‘.
A G/A G T c/T C

13. abra: A detektalhato SNP-k (nukleotidok) szin szerinti megjelenése kromatogram
forméjaban a SNaPshot™ reakcioban (Forras: ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit
Protokoll).
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3.3 Vitis fajok vizsgalata
3.3.1 Novényanyag

A vizsgalt szolofajok a Pécsi Tudomany Egyetem Szdlészeti ¢és Boraszati
Kutatointézet génbankjabol, a Szent Istvan Egyetem soroksari, a németorszagi
geiweilerhofi és az INRA franciaorszdgi montpellieri gylijteménybdl szarmazott. A
rendelkezésiinkre all6 fajokat a 6. tablazat tartalmazza. Tobb faj esetében tobb helyrdl is
rendelkezésiinkre allt ndvényminta, amelyet az Eredmények 4.3. fejezetében

megtalalhato 7. tdblazatban tiintettem fel.

1. tablazat: A vizsgalatban felhasznalt 34 Vitis faj neve

Vitis fajok neve

V. vinifera ‘Barbera’ V. sylvestris V.amurensis V. armata

V. pentagona V. coignatiae V. davidii V. piasezkii
V. flexuosa V. romaneti V. rupestris V. arizonica
V. tiliacea V. girdiana V. solonis V. longii

V. doaniana V. californica V. labrusca V. aestivalis
V. lincecumii V. pagnucci V. candicans V. vulpina
V. cordifolia V. simpsoni V. berlandieri V. cinerea
V. slavinii V. titanica V. monticola V. andersonii
V. champinii M. rotundifolia

3.3.2 Felhasznalt primer és PCR koriilmények

A Vitis fajok esetében a polimeraz lancreakciot az antocian bioszintézist szabalyozo
VWMybAL transzkripciés faktor génjével kapcsolt BAC konyvtar alapjan tervezett
20D18CB9 marker szekvenciaszintli elemzését végztiik el WALKER és munkatarsai (2007)
altal tervezett primerparral. A primerpar szekvenciajat a 3. tablazat tartalmazza.

A polimeraz lancreakciokat Bio-Rad iCycler késziilékben (Bio-Rad) végeztiik el. A 10
ul végtérfogatu reakcidelegy Osszetevoi a kovetkezOk voltak: 2 ul templat DNS, 0,25 pl
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, 1ul dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
0,6-0,6 pl forward, illetve reverz primer, 1ul Phusion HF puffer. Az amplifikaciora a
gyarto leirdsa alapjan meghatarozott, de altalunk modositott programot alkalmaztuk: (1.)

30 mp 98°C-os eldciklus, (2.) 98°C-on 10 mp-ig — denaturalas, 55°C-on 20 mp-ig —
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primerkapcsolodéas, 72°C-on 15 mp — DNS-szintézis, majd 5 perces 72°C-on torténd
utdpolimerizacio.

A mintakat 1%-os agardz gélen valasztottuk szét és 0,5 pg/ul etidium-bromiddal
festettiik. A futtatas 80 V-on 30 percig tortént 1 x-es TAE vagy 0,5 x-es TBE pufferben.
Markernek a GeneRuler™ (Fermentas) 100 bp Plus DNA Ladder molekulatomeg markert
hasznaltuk, ami a kovetkez6 DNS fragmentumokat tartalmazza (bp): 3000, 2000, 1500,
1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 és 100. A gélt UV fénnyel vilagitottuk
meg ¢és Alpha Innotech Multilmage™ Light Cabinet géldokumentacios késziilékkel
fényképeztiik le.

3.3.3 Ligalas, transzformacio és szekvenalas

A tisztitott PCR termékeket pGEM-T Easy (Promega) vagy CloneJET1.2 (Thermo
Scientific) klonozo vektorba ligaltuk. A ligalasi termékkel Library Efficiency Inva
kompetens Escherichia coli (Invitrogen) sejteket transzformaltunk. A kiszélesztett sejteket
100 mg/l ampicillin tartalma taptalajon szelektaltuk. A kinétt telepeket kolonia PCR-rel
ellendriztiik. A pozitiv telepekbdl folyékony tenyészetet inditottunk, majd a PureYield
Plasmid Miniprep System (Promega) segitségével plazmidot izolaltunk.

A mintdk szekvenalasat ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems)
késziilékben végeztiik el M 13 univerzalis vagy pJET1.2 primerekkel.

A szekvencidk illesztéséhez a MEGAG6 programot, mig az illesztések grafikai
bemutatasdhoz a BioEdit 7.2.5. programot hasznaltuk. A filogenetikai fa elkészitésé¢hez
Megalign (Lasergene) programot hasznaltunk Clustal W algoritmus alapjan, 1000-es

bootstrap érték megadasaval.
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4 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1 Karpat-medencei fajtak VvVMybA1 allél polimorfizmusanak meghatarozasa

A 118 régi karpat-medencei fajta VVMybALl all¢losszetételének meghatarozasahoz
els6dlegesen a KOBAYASHI és munkatarsai (2004) altal meghatarozott VvMybAl
allélspecifikus primereket hasznaltuk (3. tdblazat). Azokban az esetekben, amelyekben az
elobb emlitett primerparok hasznalataval nem tudtunk a fenotipusnak megfeleld vart
genetikai hatteret kimutatni, a 20D18CB9 markerre tervezett primerparral hatdroztuk meg
a bogyodszin-genotipust. A gélképeken hasznalt jeldlések a bogyodszinre vonatkoznak: N
(noir)- fekete, B (blanc)- fehér, Rs (rose)- rozsaszin, Rg (rouge)- piros, G (gris)- sziirke.

A VWMybAla primerrel végzett PCR eredményeként (14. abra, 16. abra) sikeriilt

meghatarozni egy 1560 bp méretli szakaszt, amely a ‘fehér’ allél jelenlétére utal. A 14.
abran lathatd, hogy a 12 fehér és 6 szines bogyodval rendelkez6 vizsgalt fajta koziil csak két
esetben nem kaptunk fragmentumot, vagyis a fekete bogyoju ‘Totika’ (8) és ‘Kodos’ (10)
nem tartalmazza a Gret-1 inszerciot. A szintén szines bogyoju ‘Rozsasz616’ (3), ‘Bakator
kek’ (16), ‘Bajor kék’ (17) és ‘Bajor sziirke’ (18) az elobb emlitett két fajtaval ellentétben
viszont hordozzak a Gret-1 inszerciot, vagyis heterozigotak, amit a 15. dbran lathato

gélkép is megerdsit.

14. dbra: VvMybA1la primerrel végzett PCR eredménye karpat-medencei fajtakon.
M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus)

1. ‘Bihari’ (B), 2. ‘Kozma’ (B), 3. ‘R6zsaszdl6’ (Rs), 4. ‘Rakszdld’ (B), 5. ‘Székesz6lo’
(B), 6. ‘Szagos bajnar’ (B), 7. ‘Tiikor sz616” (B), 8. “Tétika’ (N), 9. ‘Kiralysz616’ (B), 10.
‘Kodos’ (N), 11. ‘Kovacskréger’ (B), 12. ‘Kiibeli’ (B), 13. ‘Lagyleveld’ (B), 14. ‘Mustos’
(B), 15. ‘Papsapka’ (B), 16. ‘Bakator kék’ (N), 17. ‘Bajor kék’ (N), 18. ‘Bajor sziirke’ (G)

A VWMybA1lb és VVMybAlc allélra specifikus primerparok hasznalata lehet6vé tette a

funkcidképes allélok kimutatdsat. A 851 bp hossziisagit DNS fragmentum a vad tipust
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VvMybAlc allél (nincs Gret-1), mig az 1675 bp nagysagii PCR termék a VVMybA1lb allél
(Gret-1 kivagodas, 3’LTR szekvencia megmaradasa) meglétére utal. Ugyanazon a fajtakon
a VVMybA1D allélra tervezett primerrel elvégzett PCR soran (15. abra) egy 851 bp méretii
(VWMybAlc allél) DNS fragmentumot sikeriilt felszaporitani. A ‘Rozsasz616’ (3) a
‘Bakator kék’ (16) a ‘Bajor kék’ (17) és a ‘Bajor sziirke’ (18) egyik allélje tartalmazza a
Gret-1 inszerciot (14. abra), a masik alléljuk viszont a funkcioképes ‘c’ allél (15. dbra),
vagyis heterozigota genotipussal rendelkeznek (VvMybAla/c). A funkcioképes VVMybAlc
allél dominans a funkcioképtelen VVMybAla alléllal szemben, igy heterozigota formaban
is zajlik transzkripcid, amely szines bogyot eredményez.

A ‘Totika’ és a ‘Kodos” nem hordozzak a funkcioképtelen VVMybAla allélt (14. ébra),
igy ezek homozigotdk a VvMybAlc allélra, tehat nem tartalmazzak a Gret-1
retrotranszpozon inszercidt a transzkripcids faktor gén promoterében. Ez az eredmény a
fajtak Osi jellegére utalhat, hiszen a Gret-1 inszercidjanak evolucios eseménye késdbb

tortént a V. vinifera L. fajtakban a tobbi fajtol valo elvalas utan.

15. abra: VVMybA1lb/c allélre végzett PCR eredménye karpat-medencei fajtakon.
M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus)

1. ‘Bihari’ (B), 2. ‘Kozma’ (B), 3. ‘R6zsasz616’ (Rs), 4. ‘Rakszol8’ (B), 5. ‘Székeszd16’
(B), 6. ‘Szagos bajnar’ (B), 7. ‘Tiikor sz616° (B), 8. ‘“Tétika’ (N), 9. ‘Kiralysz6l’ (B), 10.
‘Kodos’ (N), 11. ‘Kovacskréger’ (B), 12. ‘Kiibeli’ (B), 13. ‘Lagyleveli’ (B), 14. ‘Mustos’
(B), 15. ‘Papsapka’ (B), 16. ‘Bakator kék’ (N), 17. ‘Bajor kék’ (N), 18. ‘Bajor sziirke’ (G)

Tovabbi fajtak vizsgalata soran szintén a VvMybAla és VvMybAlc allél jelenlétét

sikeriilt kimutatni szines és fehér bogyoju fajtakban (16. abra, 17. dbra). A fehér bogyoju
fajtak mindegyike hordozza a Gret-1 inszerciot (16. abra) homozigota formaban, tehat
funkcidképes alléllal nem rendelkeznek. A szines bogyoju fajtak koziil a ‘Beregi’ (28) a
‘Rakszemii dinka’ (29) a ‘Voros dinka’ (30) és a ‘Fekete balafant’ (34) tartalmazzak mind
a két allélt, vagyis heterozigotadk (VvMybAla/c), ami lehet6vé teszi a szines bogyd

kialakulasat.
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16. abra: VvMybA1la allélspecifikus primerrel végzett PCR eredménye karpat-medencei
fajtakon. M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus).

19. ‘Demjén’ (B), 20. ‘Flgér’ (B), 21. ‘Fiigeszdld’ (B), 22. ‘Erdei’ (B), 23. ‘Aprofehér’
(B), 24. ‘Banati rizling’ (B), 25. ‘Béségszaru’ (B), 26. ‘Alanttermdé’ (B), 27. ‘Fiirjmoly’
(B), 28. ‘Beregi’ (Rg), 29. ‘Rakszemii dinka’ (Rg), 30. ‘Vords dinka’ (Rg), 31. ‘Agasfark’
(N), 32. ‘Bakarka’ (B), 33. ‘Balafant’ (B), 34. ‘Fekete balafant’ (N), 35. ‘Betyarsz616’ (B),
36. ‘Csomorika’ (B)

A sotét bogyoia ‘Agasfark’-ban (31) kimutattuk a VvMybAla funkcioképtelen allél
jelenlétét, amely onmagaban nem is lenne baj, hiszen heterozigota formaban is zajlik
transzkripcio, viszont szines allél jelenlétét ezzel a markerrel nem sikeriilt bizonyitani (17.
abra), vagyis a fenotipusnak megfelel6 vart genotipust a VVMybAL allélspecifikus

primerrel nem lehetett meghatarozni.

26 27 28 290 30 31 32
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17. abra: VVMybAlb/c allélre végzett PCR eredménye karpat-medencei fajtakon.
M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus)

19. ‘Demjén’ (B), 20. ‘Flgér’ (B), 21. ‘Fiigesz616’ (B), 22. ‘Erdei’ (B), 23. ‘Aprofehér’
(B), 24. ‘Banati rizling’ (B), 25. ‘Béségszaru’ (B), 26. ‘Alanttermd’ (B), 27. ‘Flirjmoly’
(B), 28. ‘Beregi’ (Rg), 29. ‘Rakszemii dinka’ (Rg), 30. ‘Vords dinka’ (Rg), 31. ‘Agasfark’
(N), 32. ‘Bakarka’ (B), 33. ‘Balafant’ (B), 34. ‘Fekete balafant” (N), 35. ‘Betyarsz616’ (B)

Azoknal a genotipusoknal, amelyeknél a VvMybAl specifikus primerekkel nem
sikeriilt megallapitani a fajtak allélosszetételét, ott a 20D18CB9 CAPS markerrel

amplifikalt és Ddel restrikcids enzimmel emésztett PCR termékek vizsgalatat végeztiik el.
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A PCR termék emésztésével, és az emésztett termék agardz gélen valo futtatasaval
konnyedén el tudjuk kiiloniteni a szines és fehér bogydju fajtakat. Ebben az esetben a fehér
bogydju fajtdk a PCR termék emésztését kovetden agardz gélen detektalhatd 329 bp és 213
bp méretii fragmentumot eredményeznek. igy a 18. dbran és a 19. abran lathato gélképen a
vizsgalt 6sszes fehér bogyoszinli fajta esetében lathatd a fehér allél jelenléte, vagyis a 329

¢és 213 bp méretli fragmentumok. A 18. dbra és a 19. dbran hasznalt jelolések a bogydszinre

vonatkoznak: N (noir)- fekete, B (blanc)- fehér, Rs (rose)- rdzsaszin, Rg (rouge)- piros, G

(gris)- sziirke.

6B 7B 8B 98 10N 11B 12B

329bp
¥

18. abra: 20D18CB9 markerrel végzett PCR termék Ddel emésztése.
M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus)
IN. ‘Agasfark’, 2B. ‘Aprofehér’, 3B. ‘Balafant’, 4B. ‘Banati rizling’, 5B. ‘Budai’, 6B.
‘Cudar sz616°, 7B. ‘Cukorsz6l6’, 8B. ‘Demjén’, 9B. ‘Detki’, 10N. ‘Pécsi dinka’, 11B.
‘Urémi dinka’, 12B. ‘Ezerjo’

Az ‘Agasfark’ (IN), a ‘Pécsi dinka’ (10N), a ‘Gorombasz5lé> (13N), ‘Kékl§ piros’
(15N) a ‘Fekete leanyka’ (18N) és a ‘Piros granat’ (21Rg) esetében a PCR termék
emésztése 329, 248 és 213 bp méretii fragmentumokat eredményezett, ami jelezte, hogy
heterozigota formaban hordozzak a Gret-1 retrotranszpozont tartalmazé VvMybAla allélt.
A ‘Hamuszo0l6’ (14G) és a ‘Szeredi’ (24Rg) esetében a fehér bogyoju fajtakra jellemz6 329
€s 213 bp hosszusagu DNS szakaszokat kaptunk, azaz nem rendelkeznek funkcidképes

VvMybALlc alléllal.
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19. abra: 20D18CB9 markerrel végzett PCR termék Ddel emésztése.
M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus)
13N. ‘Gorombasz6ld’, 14G. ‘Hamusz616’, 15N. ‘Kéklo piros’, 16B. ‘Kdporos’, 17B.
‘Lanysz616°, 18N. ‘Fekete lednyka’, 19Rg. ‘Rozsas leanyka’, 20B. ‘Matrai muskotaly’,
21Rg. ‘Piros granat’, 22B. ‘Polyhos’, 23B. ‘Somsz616°, 24Rg. ‘Szeredi’, 25B. ‘Toksz016’

A 118 karpat-medencei fajta vizsgalati eredményeit tartalmazd Osszes gélfotd
bemutatasatol eltekintek, de az 7. tablazat Osszefoglalva tartalmazza a fajtak VvMybAl
génre vonatkoz6 allél polimorfizmusat. A 118 karpat-medencei fajtabol 78 VvMybAla/a
genotipusu, tehat mindkét alléljan kimutathatd a Gret-1 inszercio, amely végiil is a fehér
fenotipus kialakulasat eredményezi. Ez a 78 fajta tartalmazza azt a 4 fajtat is (‘Gohér
piros’, ‘Rézsas leanyka’, ‘Szeredi’, ‘Hamusz616”), amelyek szines bogyoval rendelkeznek
ugyan, de ezt egyik altalunk hasznalt VVMybA1 marker rendszerrel nem sikeriilt kimutatni.

A fajtak kozil 33 VvMybAla/c allél kombinaciot sikeriilt meghatarozni, tehat egyik
allélja funkcioképtelen a Gret-1 inszercid miatt, mig madsik allélja a vad tipust
funkcioképes allélt hordozza. 3 fajta (‘Kodos’, ‘Kék tihanyi’, ‘Totika’) esetében a
VWMybAlc Gret-1 inszercid nélkiili vad tipusu allélt sikeriilt kimutatni homozigota
formaban. Végiil 4 fajta esetében (‘Furmint piros’, ‘Kéknyelli piros’, ‘Lisztes piros’,
‘Muskotaly piros’) a VvMybAla/b genotipust kiilonitettiink el, vagyis az egyik allélja
hordozza a Gret-1 retrotranszpozont, a masik allélja viszont a Gret-1 kivagodasat kovetden
visszamaradt 3’LTR szekvencidjara utald ‘b’ allélt sikeriilt kimutatni, amely a ‘c’ allélhoz
hasonldan szintén egy funkcidképes szines fenotipust eredményezo allél.

A fajtak jelent6s része a bogyoszinének megfeleldé VVMybAL allél Osszetételt
tartalmazza, de a ‘Gohér piros’ (Rg), a ‘Hamusz61l6’ (G), a ‘Rozsas leanyka’ (Rg) és a
‘Szeredi’ (Rg) esetében nem sikertilt piros allélra specifikus fragmentumot kimutatni (7.
tablazat). Ez az eredmény arra utalhat, hogy a VVMybA transzkripcios faktor egy masik
génje, vagy egy masik funkcioképes allélja alakitja ki a bogydszint a fentebb emlitett 4
fajtaban.
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7. tablazat: A karpat-medencei fajtak VVMybAL allélosszetételének meghatarozasa.

Bogyodszinek roviditései: N (noir)- fekete, B (blanc)- fehér, Rs (rose)- rozsaszin, Rg
(rouge)- piros, G (gris)- sziirke

Fajtak neve Bogydszin VvMybAla VvMybAlb VvMybAlc

1. Agasfark N X X
2. Alanttermd B X

3. Aprofehér B X

4. Bajor feketefaju N X X
5. Bajor kék N X X
6. Bajor sziirke G X X
7. Bakarka B X

8. Bakator kék N X X
9. Bakator piros Rg X X
10. Bakator tiidészini Rs X X
11. Bakszem N X X
12. Balafant B X

13. Balafant fekete N X X
14. Balint B X

15. Banati rizling B X

16. Baratcsuha kék N X X
17. Baratcsuha sziirke G X X
18. Beregi Rg X X
19. Betyarszolo B X

20. Bihari B X

21. Bogdanyi dinka Rg X X
22. Béségszaru B X

23. Budai B X

24. Cudarsz616 B X

25. Cukorszo16 B X

26. Czeiger B X

27. Csokaszolo N X X
28. Csomorika B X

29. Demjén B X

30. Detki B X

31. Dinka pécsi N X

32. Dinka rakszemii Rg X X
33. Dinka tirémi B X

34. Dinka voros Rg X X
35. Dinka zold B X

36. Erdei B X

37. Ezerjo B X

38. Fodrosleveli B X

39. Furmint B X

40. Furmint piros Rg X X

41, Furmint valtozo B X

42. Fiigér B X

43. Fligeszo16 B X

44. Fiirjmoly B X

45. Gergely B X

46. Gohér fehér B X

47. Gohér piros Rg X

48. Gohér valtozéd B X

49. Gorombasz416 N X X
50. Halapi N X X
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Fajtak neve Bogyodszin VvMybAla VvMybA1lb VvMybAlc

51. Hamusz616 G X

52. Harslevelii B X

53. Hosszanyelil B X

54. Izséaki B X

55. Jardovany fehér B X

56. Jardovany fekete N X X
57. Juhfark B X

58. Kadarka kék N X
59. Kékl6 piros N X X
60. Kéknyelil B X

61. Kéknyeli piros Rg X X

62. Kiralyleanyka B X

63. Kiralysz416 B X

64. Kolontar B X

65. Kovécsi B X

66. Kovacskréger B X

67. Kozma B X

68. Ko6dos N X
69. Ko6poros B X

70. Kovérsz6lo B X

71. Kovidinka Rg X X
72 Kovidinka fehér B X

73. Kiibeli B X

74. Lagylevelu B X

75. Lanyszol6 B X

76. Leanyka B X

77. Leanyka fekete N X X
78. Leanyka r6zsas Rg X

79. Lisztes fehér B X

80. Lisztes piros Rg X X

81. Magyarka B X

82. Mézes fehér B X

83. Mézes fekete N X X
84. Muskotaly csikos B X

85. Muskotaly fekete N X X
86. Muskotaly piros Rg X X

87. Muskotaly sarga B X

88. Mustos B X

89. Papsapka B X

90. Pécsi szagos B X

91. Pettyesszd16 Rs X X
92. Pintes Rs X X
93. Piros granat Rg X
94. Piros szlanka Rg X X
95. Piros tokds Rg X X
96. Polyhos B X

97. Pozsonyi B X

98. Purcsin N X X
99. Raksz616 B X

100. Rohadé B X

101. Rokafarka B X

102. R06zsasz616 Rs X X
103. Sarfehér B X

104. Sarpiros Rs X X
105. Somsz416 B X

106. Szagos bajnar B X
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Fajtak neve Bogyodszin VvMybAla VvMybA1lb VvMybA1lc
107. Szekszardi Rg X X
108. Szeredi Rg X
109. Szerémi B X
110. Sz6kesz616 B X
111, Tihanyi B X
112. Tihanyi kék N X
113. Totika N X
114, Toksz616 B X
115. Tulipiros Rg X X
116. Tiikorsz616 B X
117. Tiiskéspupu B X
118. Vékonyhéji B X
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4.2 Sz0616 riigymutansok elkiilonitése SNP polimorfizmus alapjin

A tobb évezredes multra visszatekintdé szolokulturat rendkiviili fajtagazdagsag
jellemzi. A sz6l6 génforrasok megoOrzésének és hasznalatanak, valamint a nemesitésben
valé felhaszndldsanak elengedhetetlen feltétele a genotipusok pontos jellemzése, a
homonimak és szinonimak kiszlirése. A termesztett fajtdkban vannak olyan morfologiailag
hasonld, a bogyo szinében eltérd valtozatok, amelyeknek hasonl6 az elnevezésiik.

ZHUKOVSKY (1950) vezette be a ‘conculta’ fogalmat a szolofajtak egyes
szinvariansainak csoportositasahoz. Zhukovsky munkéja alapjan Németh Marton
ampelografus a magyarorszagi sz6l6fajtak morfologiai jellemzdihez illesztette a conculta
fogalmat (NEMETH 1966, 1967). Egy fajtacsoporton (conculta, bogyoszinvarians) beliil
kek, sziirke, fekete, piros, rozsaszin és fehér bogyoju fajtak taldlhatéak, amelyek
rligymutacidval alakultak ki a kék alapfajtabol. Németh Marton a Karpat-medencében
talalhato fajtakat concultaba sorolta, amelyek azonban nem csak a bogyd szinében térnek
el egymastol, hanem egyéb morfologiai tulajdonsagban is eltérést mutathatnak, mint
példaul az 8szi lombszinezddésben, a vitorla szinében és szOrdzottségében is.

Kordbbi munkakban vizsgaltdk mar ¢és probaltdk elkiiloniteni az egyes
fajtacsoportokba tartozo sz6l6 fajtakat SSR és a VVMybALl transzkripcios faktor
polimorfizmusa alapjan (SzOKE et al. 2012, BODOR & SzOKE et al. 2014). Ezek koziil
azonban nem minden concultiba tartoz6 fajtat sikeriilt elkiiloniteni egymastol.

Az elkiilonités érdekében kezdtiik meg a fajtdk SNP alapt vizsgalatat, amelyet a
VWMybA2 transzkripcids faktort kodold gén mutacidja alapjan hataroztunk meg. A
VWMybA2 transzkripcids faktor génjének kodold szekvencidban két olyan pontmutaciot
azonositottak, amelyek a VVMybAl génhez hasonldan a sz6l6bogyd fehér/zold szinének
kialakulasat eredményezik (WALKER et al. 2007, CARRAscO et al. 2015). Mindkét
pozicioban a vad tipusu G (guanin) béazis T (timin)-re cserélddott a mutacié miatt, ami
cisztein-glicin aminosav-cserét idézett eld. Ebben az esetben a kialakult nukleotid
polimorfizmus (SNP) eredményeként a képz6dd fehérje a-helix szerkezet valtozasanak
kovetkeztében a funkcioképtelen gén miatt nincs antocian bioszintézis (WALKER et al.
2007, CARRASCO et al. 2015).

FELLER és munkatarsai (2011) szerint a cisztein aminosav az a-helix szerkezetben
fontos szerepet tolt be a DNS-hez valo kotédésben vagy mas fehérjékkel valod

Osszekapcsolddasaban.
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Az emlitett két pontmutacio (roviditve: K980, C22) vizsgalataval tobb sz6l6fajta SNP
polimorfizmusat sikeriilt meghatarozni, koztiik karpat-medencei riigymutansok és egyéb
eurdpai fajtakét. Eredményeinket az 8. tabldzat foglalja Ossze, amely a vizsgalt fajtak
VWMybA2 génre vonatkozd SNP polimorfizmusa mellett a VVMybAL gén allélosszetételét
(VWMybAla, VVMybAlb, VvMybAlc) is tartalmazza, amellyel korabbi munkakban mar
sikeriilt elkiiloniteni riigymutansokat: ‘Bajor’ kéket a sziirkétdl és feketefajutol, a
‘Furmint’ pirosat a fehértdl és valtozotdl, €s a ‘Lisztes’ pirosat a fehértdl (BODOR & SzZOKE
et al. 2014).

Vizsgalatainkban referenciaként 3 fajtat alkalmaztunk: ‘Barbera’ (nincs Gret-1
inszercid), ‘Pinot noir’ (heterozigota a Gret-1-re) és ‘Chardonnay’ (homozigoéta a Gret-1-
re). A vizsgalt 43 fajta koziil minddssze 2 nem tartalmazta a Gret-1 inszerciot: ‘Barbera’ és
a ‘Szultan fekete’, és 4 fajta esetében volt megallapithato a VVMybA1b allél (Gret-1 3°’LTR
szekvenciaja) jelenléte: ‘Furmint piros’, ‘Muskotaly piros’ (BODOR & SzZOKE et al. 2014),
¢s a ‘Kéknyelli piros’ és ‘Lisztes piros’ esetében.

A VVMybAl gén polimorfizmusa alapjan kiilonbség mutathatd ki a kdvetkezd
fajtacsoportok kozott: ‘Bajor’, ‘Furmint’, ‘Muskotaly’ (BODOR & SzOKE et al. 2014),
‘Kéknyelli’, ‘Lisztes’, ‘Szultan’ és ‘Huszajne’. A ‘Kéknyelli’ homozigéta a Gret-1-re,
vagyis VvMybA1la allélokat hordozza, mig a ‘Kéknyelii piros’ a VvMybAla és VVMybAlb
allélokkal rendelkezik, tehat egyik alléljaban kimutathat6 a retrotranszpozon inszercio, mig
a masik alléljabol kivagddott, és a visszamaradt 3°’LTR szekvencia mutathato ki. A ‘Lisztes
fehér’ és ‘Lisztes piros’ esetében BODOR & SZOKE és munkatarsai (2014) megallapitottak a
Gret-1 inszerciod jelenlétét, tovabbi vizsgalataink azonban kimutattak a ‘Liszes piros’ altal
hordozott 3’LTR szekvenciat, tehat heterozigéta, amely a funkcioképes allél mikodése
miatt antocian jelenléte figyelhetd meg a bogyd héjaban. A 3°’LTR szakasz jelenléte pedig
bizonyitja, hogy a ‘Lisztes’ piros bogyoju valtozata a fehérbdl alakult ki. A ‘Huszajne
beliij” és a ‘Huszajne kraszniij’ fajtak kozott is sikeriilt kiilonbséget tenni a VVMybAL gén
polimorfizmusa alapjan.

A fehér bogyoval rendelkezd ‘Huszajne belilj” homozigota a Gret-1-re, mig a szines
bogyodszinnel rendelkezd ‘Huszajne kraszniij’ heterozigota, és a VvMybAla- és ‘C’ allélt
hordozza. A ‘Szultan fekete’ és ‘Szultan fehér’ esetében a ‘Szultdn fehér’ homozigéta a
Gret-1-re, a ‘Szultan fekete’ pedig homozigodta a vad tipust VVMybALc allélra. A ‘Bajor’, a
‘Furmint’ ¢és a ‘Muskotaly’-ok esetében szintén sikeriilt egy kordbbi munkéban

polimorfizmust kimutatni a VVMybA1 gén alapjan (BODOR & SzZOKE et al. 2014).
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A ‘Bajor kék’ esetében a VVMybALc allél jelenléte mellett a VVMybAla allél megléte
is bizonyithato volt. Eredményeink szerint tehat a ‘Bajor’ csoportba tartozo fajtakat sem
lehet elkiiloniteni a VVMybAL polimorfizmusa alapjan.

A fajtacsoportok, amelyek esetében nem kiilonithetéek el a fajtak a VVMybALl gén
polimorfizmusa alapjan: ‘Bajor’, ‘Bakator’, ‘Baratcsuha’, ‘Csiljaki’, ‘Gohér’, ‘Korinthusi’,
‘Oportd’ és a ‘Piquepoul’. Valamennyi fajta ezek koziil, a VVMybAla és ‘c’ allélokat
hordozza (‘Bajor’-ok, ‘Bakator’- ok, ‘Baratcsuha’, ‘Korinthusi’- ak, ‘Oport6é’- k és a
‘Piquepoul’-ok). A ‘Csiljaki beliij” fehér bogyodszinnel rendelkezik, és homozigdta
formaban hordozza a Gret-1-et, mig a ‘Csiljaki kraszniij’, amelynek szines a bogydszine,
szintén csak a VVMybAla allélt tartalmazza.

A ‘Gohér piros’, ‘Gohér fehér’ és a ‘Gohér valtozo’ esetében, amelyet ugyan korabbi
munkaban mar vizsgaltak és kimutattdk mind a harom esetben a VvMybAla allél
homozigdota formaban vald jelenlétét (BODOR & SzOKE et al. 2014), mi magunk is
érdekesnek talaltunk és ismétléseinkkel igazoltuk is ugyanezt az eredményt. A ‘Gohér
piros’ esetében igen kiilonds, hogy annak ellenére, hogy szines bogydval rendelkezik, az
ezt igazold genetikai hatteret VVMybAl gén polimorfizmusaval nem sikeriilt igazolni.
Emellett a vizsgalt fajtacsoportok esetében tobb esetben sem sikeriilt elkiiloniteni a szines
bogyoju fajtakat egymastol. Ez all fenn a ‘Bajor kék’, ‘Bajor sziirke’, ‘Bajor feketefaji’ a
‘Baratcsuha kék’ és ‘Baratcsuha sziirke’ és a ‘Bakator tiidészinli” és ‘Bakator piros’
esetében is.

Vizsgéalatunkba bevontunk még néhany olyan fajtat is, amelyek ugyan szines bogyoval
rendelkeznek, de hasonléan a fajtacsoportokban is kimutathatdé eredményekhez, ezt
molekularisan nem tudtuk bizonyitani a VVMybALl gén valamely funkcidképes alléljaval. A
‘Szeredi’, amely piros bogyoval rendelkezik, homozigota formaban mutattuk ki a Gret-1
jelenlétét, hasonldan a ‘Rozsas lednyka’ esetében, ahol szintén piros bogydszinii fajtarol
van sz0, azonban funkcidképes allél jelenlétét itt sem sikeriilt kimutatni.

Annak érdekében, hogy a fajtdk bogyoszinének molekularis hatterét megallapithassuk,
esetleg a szinvariansikat elkiilonithessiik egymastol, a VVMybA1 gén vizsgalatan kivil a
vizsgalt esetben a VVMybA1 és VWMybA2 gén polimorfizmusahoz kothetd, feltételeztiik,
hogy azoknal a fajtaknal melyek szines bogydval rendelkeznek, de a VvMybAl gén
polimorfizmusa alapjan ezt nem tudjuk alatamasztani, a megoldast a VVMybA2 gén SNP

vizsgalata adhat valaszt.
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gy a karpat-medencei riigymutansok, mas fajtacsoportok és néhany fajta esetében,
Osszesen 43 fajta SNP szekvenalasat végeztiik el SNaPshot™ moédszer segitségével (8.
tablazat), amely alkalmas arra, hogy heterozigdota és homozigota allélokat is
megkiilonboztessiik egy reakci6 alatt.

Vizsgalatainkat WALKER ¢s munkatarsai (2007) altal meghatarozott pontmutacio
(VWMybA2R44 vagy K980) ¢s CARRASCO €s munkatarsai (2015) vizsgalataiban azonositott
SNP (VWWMybA2C22, roviditve C22) alapjan végeztiik el. Referenciaként ebben az esetben
is a ‘Barbera’, ‘Chardonnay’ és ‘Pinot noir’ fajtakat hasznaltuk.

A ‘Barbera’, amely a VVMybALc, vagyis az 0si vad tipusu allélt homozigdta formaban
hordozza, a vizsgalt SNP helyeken sem tartalmaz valtozast, mindkét SNP-t vizsgalva
(K980, C22) a vad tipust G (guanin) allél van jelen, tehat nem tortént pontmutacié (20. A
abra). A ‘Barbera’ az egyetlen olyan altalunk vizsgalt fajta, amely mindkét gén
tekintetében az 6si vad tipust funkcidképes allélokat hordozza homozigdta formaban.

A ‘Pinot noir’ sotét szine ellenére egyik alléljadban benne van a Gret-1, mig a masik a
vad tipusu ‘c’ allél, tehat heterozigdta a VVMybAL génre. A VWMybA2 gén vizsgalatanal
megallapitottuk, hogy mindkét pontmutacidét heterozigdta forméban hordozza, tehat
funkcioképes allélok a VVMybA2 gén esetén is el6fordulnak (20. B abra).

A ‘Chardonnay’ homozigota a Gret-1-re, és a vizsgalt két pontmutacio esetében T
allélt mutattunk ki, tehat guanin helyett timin kicserélddés kovetkezett be homozigdta
formaban (20. C abra). Ez azt jelenti, hogy egyik gén egyik alléljan sincs miikod6képes
allélvaltozat, ami igy az antocian bioszintézis teljes blokkolasat idézte eld.

A ‘Bajor’ fajtacsoporton beliil a ‘Bajor sziirke’ és ‘Bajor feketefaju’ esetében az SNP
szekvenalas kimutatta, hogy mindkét vizsgalt pontmutdciora homozigbta, vagyis a mutans
T allélt tartalmazza, igy bizonyitottuk, hogy a szin kialakitasaért a VVMybAl gén
polimorfizmusa a felelés. A ‘Bajor kék’ fajta a K980 allélra heterozigota (T/G), igy
rendelkezik egy funkcidképes alléllal, mig a C22-es pozicidban homozigota mutans allél
jelenlétét sikeriilt kimutatni (T/T). Amellett, hogy meghataroztuk a VvMybAla allél
jelenlétét a ‘Bajor kék’ fajtadban, sikeriilt a K980 SNP pozicidban eltérd allélkombinaciot
kimutatnunk, amivel igy elkiilonitettiik a ‘Bajor sziirké’-tdl és a ‘Bajor feketefaju’-tol.

A ‘Bakator’ fajtacsoportba tartozé szines bogyoszinnel rendelkezé fajtdk koziil a
‘Bakator tiidészinli” és a ‘Bakator piros’ mind a két SNP pozicidban a T allélt hordozza
homozig6ta formaban, igy mitkoddképes allélok nincsenek jelen. A két szinvaltozatot tehat

a VWMybAL és a VVMybA2 monomorfizmusa miatt nem tudtuk elkiiloniteni.
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20. abra: A harom referencia fajta (‘Barbera’, ‘Pinot noir’, ‘Chardonnay’) SNP

szekvenalasanak kromatogramjai a vizsgalt két SNP pozicioban (K980, C22). A: ‘Barbera’
kromatogramja a K980 (G/G) és a C22 (G/G) SNP pozicidjaban. B: ‘Pinot noir’
kromatogramja a K980 (T/G) és a C22 (T/G) SNP poziciojaban. C: ‘Chardonnay’
kromatogramja a K980 (T/T) és a C22 (T/T) SNP pozicidjaban.




A ‘Baratcsuha sziirke’ és a ‘Baratcsuka kék’ heterozigota allélokat hordoz mindkét
SNP pozicioban (T/G), igy a funkcioképes VVMybAlc mellet, funkcioképes VvMybA2
allélokat is hordoznak. Ebben az esetben nem sikeriilt azonban SNP alapjan kiilonbséget
kimutatnunk a két fajta kozott.

A “Csiljaki beliij’ és a ‘Csiljaki kraszniij” homozigdta a VVMybAla allélra, amely a
‘Csiljaki beliij” esetében nem meglepd a fehér bogyoszine miatt, viszont a ‘Csiljaki
kraszniij’ piros bogyodszine ellenére sem lehett kimutatni funkcioképes VVMybAL allélt. Az
SNP szekvenalassal azonban nemcsak azt sikeriilt kideritentlink, hogy a ‘Csiljaki kraszniij’
rendelkezik funkcidképes allélal, de ezaltal sikeriilt molekularisan el is kiiloniteni a két
fajtat egymastol. A ‘Csiljaki beliij” homozigota formaban hordozza a T allélt, mig a
‘Csiljaki kraszniij’ heterozigdta mindkét SNP pozicidoban (T/G).

A ‘Furmint’ szinvaridnsai kozott nem sikeriilt kiilonbséget tenniink SNP elemzés
alapjan, viszont kideritettiik, hogy mind a harom fajta esetében (‘Furmint fehér’, ‘Furmint
piros’, ‘Furmint valtoz6’) homozigbéta T/T mutans allél van jelen. A VvMybAl
polimorfizmusa alapjan kordbban mar bizonyitottak, hogy a piros valtozat a fehérbdl
alakult ki a Gret-1 deléciojaval (BODOR & SzZOKE et al. 2014).

A ‘Gohér fehér’, a ‘Gohér piros’ és a ‘Gohér valtozd® fajtakat a VVMybAl gén
polimorfizmusa alapjan nem lehetett megkiilonbdztetni, a ‘Gohér piros’ is homozigota a
Gret-1 inszerciora (BODOR & SzOKE et al. 2014). A VVMybA2 régiokat szekvenalva
azonban kideriilt, hogy a ‘Gohér fehér’ és a ‘Gohér valtozd’ homozigota T allélt hordoz
mindkét SNP pozicidban (T/T), vagyis miikodoképes allélja sem a VVMybAl-, sem a
VWMybA2 gén esetében nincs. A ‘Gohér piros’, azonban mind a két pontmutacidra
heterozigota (T/G), vagyis funkcioképes alléljai miatt mégis megjelenhet antocian a
bogyohéjaban, ezaltal szines bogyo kialakitasat teszi lehetéve.

A ‘Huszajne beliij” fehér bogyoju fajta VvMybAla allélt homozigota formaban
tartalmazza, mig a ‘Huszajne kraszniij’ piros bogy6szinii fajta heterozigdta a Gret-1-re, igy
a VvMybA1la allél mellett a VVMybALc allélt is tartalmazza. A két vizsgalt SNP-re nézve a
‘Huszajne beliij” homozigdta T allél jelenlétét mutattuk ki, mig a ‘Huszajne kraszniij’ a
T/G, T/G allélkombinaciét hordozza.

A ‘Kéknyell’ és a beldle riigymutaciéval kialakult ‘Kéknyelli piros’ fajtak
elkiilonitése a VVMybAL gént vizsgalva is sikeres volt. A ‘Kéknyeld’ fehér fajta mindkét
alléljan hordozza a Gret-1 inszerciot, mig a ‘Kéknyelii’ tékéjén felfedezett szines bogyoju
‘Kéknyell piros’ egyik alléljabol kivagodott a Gret-1 retrotranszpozon, visszahagyva 3’

LTR szekvencigjat, vagyis VVMybAla és VVMybA1b allélkombinaciéval rendelkezik.

61



A ‘Kéknyelli’ SNP vizsgalata kimutatta, hogy homozigéta T/T allélokat hordoz
mindkét pontmutaciéban. Sajnos a ‘Kéknyeli piros’ esetében nem tudtuk meghatarozni az
SNP polimorfizmust, amelyet a 8. tablazatban ’nd’ roviditéssel jeloltiink.

A ‘Korinthusi fekete’ és ‘Korinthusi piros’ fajtak heterozigdtak a VvMybAl-re
(VwMybAla/VvMybAlc), igy nem tudtuk elkiiloniteni a két szines valtozatot. Az SNP
szekvenalasi eredményeink azonban bizonyitottak a két fajta kozotti genetikai kiilonbséget
a bogyodszinre nézve. Mig a ‘Korinthusi fekete” T/T allélokat hordoz, addig a ‘Korinthusi
piros’ a K980 pozicidban T/G genotipust, tehat funkcioképes allélt is hordoz, viszont a
C22 pozicioban T/T allélok vannak jelen homozigdta forméban.

A ‘Leanyka’ és a ‘Fekete leanyka’ a VVMybAl allél polimorfizmusa alapjan
elkiilonithetd, viszont a ‘Rozsds leanyka’ a ‘Leanykd’-t6l nem, hiszen mindkét fajta
homozigota a Gret-1-re. A ‘Fekete leanyka’ a VvMybAla ¢és VvMybAlc
allélkombinacidval rendelkezik. Azonban SNP polimorfizmus alapjan a ‘Leédnyka’
homozigota a T mutans allélra mindkét pozicidoban, a ‘Fekete lednyka’ és a ‘Rozsas
leanyka’ viszont T/G allélokat hordoz a K980 és C22 pontjan is.

A ‘Lisztes piros’ és ‘Lisztes fehér’ esetében az SNP szekvendlds nem mutatott ki
kiilonbséget, mindkét fajta esetében T/T homozigota allélok figyelhetdk meg, igy
kiilonbség kozottiik csak a VVMybAL allél tekintetében van, vagyis, hogy a ‘Lisztes piros’
egyik alléljan a Gret-1-et, masikon pedig a 3’ LTR szekvenciat hordozza.

A ‘Muskotaly’ fajtacsoportban mind a négy fajta homozigota formaban hordozza a T
allélt, vagyis kiilonbség kozottiik csak a VVMybA1 allél polimorfizmusa alapjan van.

Az ‘Oportd kék’ és ‘Oportd sziirke’ fajtak kozott sem a VVMybALl gén allél
polimorfizmusa-, sem pedig SNP szekvenalassal nem tudtunk kiilonbséget kimutatni.
Mindkét fajta esetében a VvMybAla/VvMybAlc és T/G allélkombinacido van jelen. A
sziirke/bronz szinli fajtdk periklinalis kimérak, igy a két fajta genetikai elkiilonitésére a
bogyo L1 és L2 rétegének VVMybAL allélosszetétel meghatarozasa jelenthet megoldast
(VEzzuLl et al. 2012, MIGLIARO et al. 2014).

A ‘Piquepoul gris’ és a ‘Piquepoul noir’ egyarant VVMybAlc és VvMybAla allélokkal
rendelkeznek. A ‘Piquepoul gris’ azonban mindkét SNP pozicioban homozigédta T allélt
hordoz, mig a ‘Piquepoul noir’ T/G kombinacidval rendelkezik, igy ebben az esetben is
sikertilt kiilonbséget tenni SNP polimorfizmus alapjan. Az ‘Oportd’ concultaval ellentétben
itt a feltételezhetden szintén periklindlis kiméra sziirke valtozatot sikeriilt elkiiloniteni

VVMybA2 mutacidja alapjan.
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8. tablazat: VVMybA2 és VVMybAL allél polimorfizmusa a vizsgalt fajtakban
A bogyoszin roviditései: N (noir)- fekete, B (blanc)- fehér, Rs (rose)- rozsaszin, Rg
(rouge)- piros, G (gris)- sziirke; x: a megfeleld allélok jelenléte; +: mar publikalt adatok
(BODOR & SzOKE et al. 2014); nd: nincs eredmény (not detected)

VvMybA2 VvMybA1l
Fajtak Bogy6szin K980 C22 VWMybAla | VWMybAlc VWMybA1b
T/T | GIG | T/G | T/T | GIG | TIG | (Gret-1) (nincs Gret-1) | (3’ LTR)
Barbera N X X X
Chardonnay B X X X
Pinot noir N X X + +
Bajor sziirke G X X il +
Bajor kék N X X X +
Bajor feketefaju N X X T +
Bakator tiidészinii Rs X X + +
Bakator piros Rg X X + +
Bakator kék N X X X X
Baratcsuha sziirke G X X X X
Baratcsuha kék N X X X X
Csiljaki beliij B X X X
Csiljaki kraszniij Rg X X X
Furmint fehér B X X T
Furmint piros Rg X X + +
Furmint valtozo B X X X
Gohér fehér B X X +
Gohér piros Rg X X +
Gohér valtozo B X X +
Huszajne beliij B X X X
Huszajne kraszniij Rg X X X X
Kéknyelii B X X X
Kéknyelli piros Rg nd nd nd nd nd nd X X
Korinthusi fekete N X X X X
Korinthusi piros Rg X X X X
Leanyka B X X X
Leanyka fekete N X X X X
Leanyka r6zsas Rg X X X
Lisztes fehér B X X +
Lisztes piros Rg X X + X
Muskotaly csikos B X X X
Muskotaly fekete N X X X X
Muskotaly piros Rg X X X +
Muskotély sarga B X X X
Oporto6 kék N X X X X
Oporto sziirke G X X X X
Piquepoul gris G X X X X
Piquepoul noir N X X X X
Szilvani piros Rg nd nd nd nd nd nd X X
Szilvéani z51d B X X X
Szeredi Rg X X X
Szultan fehér B X X X
Szultan fekete N nd nd nd nd nd nd X
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A ‘Szilvani piros’ és a ‘Szilvani z6ld’ esetében a fajtak elkiilonitése VVMybAL gén
polimorfizmusa alapjan is sikeres volt. A ‘Szilvani piros’ a VVMybAla és a VvMybAlc
allélokat hordozza, a ‘Szilvani zold’ pedig homozigéta a Gret-1-re. Az SNP szekvenalés
viszont csak a ‘Szilvani zold’ esetében volt sikeres, és homozigota T/T allélok jelenlétét
mutattuk ki mindkét pontmutacié helyén.

A WMybAl génre vizsgalt karpat-medencei fajtak kozil még érdekes eredményt
mutatott a ‘Szeredi’, amely ugyan piros bogydju, ezt molekuldrisan mégsem tudtuk
bizonyitani. igy az SNP szekvenalast ennél a fajtanal is elvégeztiik, de a vart eredménnyel
szemben funkcidképes allél jelenlétét nem sikeriilt kimutatni, igy jelenleg nem ismerjiik a
piros bogyoszin molekularis hatterét.

Osszefoglalva az SNP szekvenalasi eredményeket megallapithatd, hogy 25 fajta
homozigota a VVMybA2 gén K980 pozicidjaban (24 T/T, 1 G/G), és 14 fajta heterozigdta
(GIT). A C22 polimorfizmusat vizsgalva 27 homozigbta (26 T/T, 1 G/G), és 12
heterozigota (G/T) fajtat mutattunk ki.

SNP polimorfizmus alapjan sikeresen elkiilonitettiik a kovetkez6 fajtakat: ‘Bajor kék’-
et a sziirkeétdl és feketefajutdl, ‘Csiljaki kraszniij’-t a beliij-t6l, a ‘Gohér piros’-at a
fehértol és a valtozotol. Ezen kiviil sikeresen elkiilonitettiik a ‘Korinthusi piros-fekete’,
‘Piquepoul noir-gris’ és a ‘Huszajne kraszniij’-beliij” (VVMybA1 alapjan is) fajtakat is.
Funkcidképes all¢l jelenlétét mutattuk ki a ‘Rozsas leanyka’, a ‘Gohér piros’ €s a ‘Csiljaki
kraszniij’ fajtak esetében. A ‘Bakator kék’- amely mar korabbi SSR elemzések alapjan sem
bogyodszin-variansa a ‘Bakator piros’ és tiidészini fajtaknak (HALAsz et al. 2005,

GALBACS et al. 2009)- mindkét SNP pozicioban T/G genotipustiinak bizonyult.

64



4.3 Vitis fajok filogenetikai vizsgalata

A termesztett sz616 (Vitis vinifera L. subsp. vinifera) amellett, hogy az egyik
legrégebbi és legfontosabb kulturnévényiink, nagy gazdasagi jelentdséggel is rendelkezik.
Az Eszak-Amerikaban és Azsidban 6shonos Vitis fajok értékes forrasai lehetnek az
abiotikus és biotikus stressz rezisztencia nemesitésnek (WAN et al. 2007, 2008). Annak
ellenére, hogy peronoszpora, lisztharmat és filoxéra ellenallosaguk miatt egyre nagyobb
figyelmet forditanak rajuk a nemesitési és a géntérképezési programokban, a Vitis fajok
evolucidja még nincs teljesen tisztazva.

A nemzetség filogenetikai kutatdsainak eredményei sokszor ellentmondésosak ¢€s a

beldliik levont kovetkeztetések megkérddjelezhetéek. Az eddig alkalmazott sejtmagi €s
kloroplasztisz markerekkel kapott eredmények gyakran szorosabb rokonsagi kapcsolatokat
jeleznek a fajok kozott, aminek kovetkeztében nem lehet éles hatarvonalat hizni az
amerikai és azsiai fajok kozott. Jelenleg a fajok szdma sem ismert pontosan, mivel egyre
tobb fajrol allapitjdk meg, hogy nem 6nalld fajrol, hanem fajhibridrél van szd, amelyek
elkiilonitésére nagy ateresztOképességli rutin szekvenalasi modszerek sziikségesek.
a fajon beliili klonalis variabilitasbol adodo szinonimitas (COMEAUX et al. 1987). GALET
(1988) els6sorban morfologiai bélyegek ¢és elterjedési teriiletiik alapjan a Vitis alnemzetség
11 sorozataba 59 fajt sorolt. Tobb vizsgalat is alatamasztotta, hogy a nagy morfologiai
eltérések ellenére az alnemzetségbe sorolt fajok kozott szoros genetikai kapcsolat van
(MuLLINS et al. 1992). A molekularis genetikai munkakban a sejtmagi és a kloroplasztisz
szekvencidk kismértékli polimorfizmusa miatt az észak-amerikai és azsiai fajokat nem
tudtak egyértelmiien elkiiloniteni egymastol (INGROUILLE et al. 2002, PELSY 2007, PEROS
et al. 2011).

Az észak-amerikai és azsiai sz616 fajok tobbségének bogyoja fekete vagy sotétkék
szin{i, ami az antocian bioszintézist szabalyozd Myb transzkripcios faktor gének nagyfoku
31, kiilonb6z6 méretii inszerciot/deléciot mutattak ki (PEROS et al. 2015). A mutaciok
alapjan szerkesztett filogenetikai fa alapjan az észak-amerikai és azsiai fajok azonban itt

sem kiiloniiltek el élesen egymastol, de bizonyos szarmazasi kapcsolatokra fényt deritett.

65



A Vitis fajok filogenetikai vizsgalatat az irodalmi attekintésben mar ismertetett
kiilonb6z6 szekvencidk (kloroplasztisz, GAI, SSR stb.) felhasznalasaval ellentétben, mi az
egyébként altalaban erdsen konzervalt strukturgénekkel kapcsolt marker szekvencia
elemzésével probaltuk elérni.

Munkank soran a VVMybALl és VVMybA2 génekkel kapcsolt BAC konyvtar alapjan
tervezett (WALKER et al. 2007) 20D18CB9 marker szekvenciaszintii elemzésével egy 0j
filogenetikai kapcsolatrendszert szerettiink volna felallitani a Vitis nemzetségben. El6zetes
vizsgalataink alapjan ez az egyébként CAPS marker mar restrikcios emésztés nélkiil,
agardz gélen is detektalhato hosszpolimorfizmust mutatott a V. vinifera L. és a fajok kozott
(21. abra). Ezek az alapjan ugy gondoltuk, hogy a 20D18CB9 marker alkalmas lehet a
fajok elterjedési tertiletiik €s szarmazasuk alapjan torténd elkiilonitésére.

A V. vinifera L. fajtak koziil a ‘Barbera’-t hasznaltuk referenciaként, mivel a VVMybA1
¢s VWMybA2 lokuszokban is a vad tipusu allélokat hordozza (8. tiblazat). A 20D18CB9
markerre tervezett primerek segitségével az eldzetesen vart ~577 bp hosszusagu
fragmentumokat sikeriilt felszaporitani (21. &bra), agar6z gélen is detektalhatod

hosszpolimorfizmussal.

21. dbra: A 20D18CB9 primerrel végzett PCR eredménye kiilonb6z6 sz616 fajokban.
M: molekula méret marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Ladder Plus)
1. Vitis vinifera ‘Barbera’, 2. Vitis aestivalis, 3. Vitis amurensis, 4. Vitis berlandieri, 5.
Vitis candicans, 6. Vitis andersoni, 7. Vitis arizonica, 8. Vitis champinii, 9. Vitis cinerea,
10. Vitis armata, 11. Vitis coignetiae, 12. Vitis doaniana

A hosszpolimorfizmus pontos kimutatasara, valamint a kiilonbozé fajokban
amplifikalt DNS szakaszok bazissorrendjének meghatarozdsira a PCR termékeket
kitisztitottuk, klonozo plazmidba ligaltuk és szekvenaltattuk. A vizsgélatainkban 0sszesen
34 faj, 25 észak-amerikai, 8 azsiai és a 2 eurazsiai faj szerepel (9. tablazat). A PCR
fragmentumok szekvenalasa és a szekvencidk illesztése alapjan a vizsgalt 25 észak-

amerikai faj koziil 15 ugyanabban a pozicidban egy 34 bp méretti deléciot hordoz.
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AV, californica ENGELM. és Muscadinia rotundifolia SMALL. a tobbit6l eltérd helyen,
tartalmaz egy 21, illetve egy 26 bp méretii deléciot a 20D18CB9 allélben, amelyek a
szekvenciak illesztésének abrajan jol lathato (23. abra).

Az azsiai- és eurazsiai fajok egyike sem tartalmazza ezt a delécidt, igy kiilon csoportot
képeznek. Az észak-amerikai fajok kozil 7, a V. arizonica BENTH., a V. girdiana
MUNSON., a V. tiliacea HEMSL., a V. longii PRINCE, a V. doaniana MUNSON., a V. rupestris
SCHEELE és a V. solonis ENGELM. nem hordozzak ezt a deléciot, igy a dendogramon ezek
elkiiloniilnek a deléciot hordozé észak-amerikai fajoktol. Legfoképpen a V. arizonica
BENTH., a V. girdiana MUNSON., a V. tiliacea HEMSL., a V. longii PRINCE., amelyek az
azsiai és eurazsiai fajok kozotti klaszterben helyezkednek el (22. dbra). Tehat
szekvenciaszinten ezek az észak-amerikai fajok mutatnak legnagyobb hasonlésagot az
eurdzsiai és azsiai fajokkal. Ez az eredmény a sz6l6 fajok terjedésével magyarazhato.
Feltételezések szerint a sz616 Azsiabol a Bering szoroson keresztiil jutott at az Ujvilagba
(DONOGHUE et al. 2001).

Ezt az elképzelést tdmaszthatja ala az altalunk kapott eredmény is, vagyis, mig az
eurdzsiai ¢és Kelet-dzsiai fajok nem hordozzdk a delécidt, Amerika északi féltekéjén
kialakult fajok egy része hordozza, egy része pedig nem hordozza a delécidt. Az észak-
amerikai fajok kozott tehat jelentés diverzitas figyelheté meg az altalunk kimutatott
delécioval. A 34 bp méretli szakasz kiesése a 20D18CB9 allélbdl az amerikai foldrészre
valo atterjedése soran kovetkezhetett be valamelyik 6si véltozatban, és az ebbdl kialakulo
fajok mindegyike hordozza ezt a mutaciot.

Azok az észak-amerikai fajok, amelyek nem hordozzak a 34 bp méretii deléciot jol
elkiiloniilnek azoktol, amelyek hordozzak azt (22. dbra). Ez alapjan a dendogramon kiilén
csoportot képeznek, és az eurdzsiai és 4azsiai fajok kladjaval mutatnak kdozelebbi
rokonsagot.

A M. rotundifolia SMALL. -ban egy masik pozicidoban 26 bp méretii deléciot mutattunk
ki (22. ébra). A dendrogramon ez kiiloniilt el a legjobban, vagyis kiilcsoportot képez, ami
nem meglepd, mert kromoszoma szamaban és bizonyos morfoldgiai tulajdonsdgokban is
eltér a Vitis fajoktol (MULLINS et al. 1992).

A két eurazsiai faj, a V. vinifera L. és a V. sylvestris GMEL. a dendogramon két észak-
amerikai csoport kozé helyez8dott, amelynek a tagjai szintén nem tartalmazzak a deléciot

(22. ébra).
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A V. californica ENGELM. esetében a tobbi észak-amerikai fajhoz képest egy masik
pozicioban 21 bp méretii deléciét tudtunk kimutatni. Tobb biologiai ismétlés
alkalmazaséaval, a szekvenaldsi eredmények kiértékelését kovetden is ezt az eredményt
kaptuk, igy a dendogramon jol elkiiloniil azoktol az észak-amerikai fajoktol, amelyek
hordozzak a deléciot (22. abra).

Az azsiai fajok 20D18CB9 marker szekvencia elemzésének eredményei alapjan nem
tartalmazzék azt a 34 bp méretli deléciot, amelyet a 15 észak-amerikai faj hordoz, és a
dendogramon jol elkiiloniilt klasztert képez (22. bra).

A szekvenciaillesztés alapjan jol lathat6 (23. abra), hogy a kimutatott deléciokon kiviil

a pontmutaciok jelenléte a fajok kozott nagymértékben befolyasolja a leszdrmazési
kapcsolatok alakulasat (22. abra). A M. rotundifolia SMALL. a kimutatott 26 bp méretii
delécidja mellett 21 SNP-t is tartalmaz, melyek nagy része csak ebben a fajban volt
kimutathatd. A deléciot tartalmazd észak-amerikai fajokban, a 286. pozicidban timin
talalhato, amely a tobbi fajban citozin, kivéve a V. piasezkii MAXIM., ahol szintén timin
jelenik meg. Az 549. pozicidban a delécidval rendelkezd észak-amerikai fajokban (kivéve
a V. slavini REHDER.) guanin van jelen, mig ebben a pozicioban a tobbi fajban a citozin
talalhato.

Az azsiai fajokban tobb pozicidban is talalhatok olyan pontmutaciok, amelyek csak
erre a nyolc fajra jellemzdek. A 34. pozicidban citozin, mig a tobbi fajban guanin talalhato.
128. pozicidban timin van a tobbi fajban megtaldlhaté guaninnal szemben. A 179.
pozicidban citozin figyelheté meg, mig a tobbi fajban timin. Végiil a 228. pozicidban
adenin volt kimutathato citozin helyett (23. dbra).

A szekvenciaillesztés alapjan az is jol lathat6, hogy az SNP-k megjelenése nem csak
szigoraan a foldrajzi elterjedés alapjan besorolhatd csoportok kozott jelennek meg, hanem
keverten, vagyis egyes pontmutaciok azsiai és észak-amerikai fajok kozott is megjelennek,
de nem mindegyik faj esetében. gy a pontmutaciok nagyban befolyasoljak azt, hogy a

dendogramon milyen leszarmazasi kapcsolat jelenik meg az egyes fajok kozott.

68



_____________

V. armata
VW, davidii
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. cordifolia

. monticola
V. berlandien
. titanica
vulpina
. pagnucci
. aestivalis
labrusca
. lincecumi
cinerea
. andersonii
simpsoni
. candicans
. champinii
. slavini
. rotundifolia ——» 26 bp delécid

34 bp delécid

T<<<<<<<<<<<<

25

Nucleotide Substitutions (x100)
Bootstrap Trials = 1000
22. dbra: A 20D18CB9 marker szekvenciajanak illesztése alapjan, Clustal W algoritmus
alapjan készitett filogenetikai analizis az 50% < bootstrap-értékek feltiintetésével.

Jelolések: ____. azsiai fajok, észak-amerikai fajok, —.._.. — eurazsiai fajok,

sziirke keret: 34 bp-os deléciot hordozo észak-amerikai fajok.

Az eredményeinket szemléltetd dendogram alapjan az azsiai fajok kiilon csoportot
képeznek, mind az észak-amerikai, mind az eurazsiai fajokhoz képest, amit az altalunk
kimutatott deléci6 hidnya és a pontmutaciok megléte dontden befolyasol. Azok az észak-
amerikai fajok, amelyek hordozzak a deléciot, a dendogramon szintén kiilon csoportban
helyezkednek el, amelyet a delécidé megléte alakitott ki legnagyobb mértékben. E két
klaszter kozott viszont észak-amerikai és a két eurazsiai fajok helyezkednek el, amelyek a
deléci6 hidnya ¢és a pontmutdciok megléte miatti szorosabb rokonsagi kapcsolat
kialakulasat tette lehetévé a dendogramon. A M. rotundifolia SMALL. észak-amerikai

fajként ugyan, de kiilcsoportot képez.
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Az altalunk készitett dendrogramon kozeli klaszterbe keriilt a V. doaniana MUNSON. a
V. sylvestris GMEL. -el és a V. vinifera L.-val (22. dbra). A foldrajzi elterjedést figyelembe
véve elobb feltételeznénk, hogy a 2 eurazsiai faj az azsiai fajokkal keriilhetnek kozelebbi
klaszterbe, de a mi esetiinkben nem igy tortént.

A vizsgalt azsiai fajok (melyek nem tartalmazzak a 34 bp-os deléciot) és az eurazsiai
fajok (V. vinifera L., V. sylvestris GMEL, szintén nem tartalmazzadk a 34 bp-os deléciot)
koz¢é azok az észak-amerikai fajok keriiltek, amelyek szintén nem tartalmazzak az altalunk
kimutatott deléciot. A V. doaniana MUNSON., amely szintén azok k6zé az észak-amerikai
fajok koz¢ tartozik, amelyek nem hordozzak a deléciot, egy klaszterbe keriilt az eurazsiai
fajokkal. Véleményem szerint a V. doaniana MUNSON. és a két eurazsiai faj (V. sylvestris
GMEL. és a V. vinifera L.) azért keriiltek egy klaszterbe mert szekvenciaszinten nagyfoka
hasonlosagot mutatnak. Nemcsak a 34 bp-os delécié hianya okozza ezt, hanem 1-1
nukleotid polimorfizmusa is (23. 4bra).

A V. vinifera L.-ban és a V. sylvestris GMEL. -ben 2 olyan nukleotid is megjelenik,
amelyek koziil egy, csak a V. doania MUNSON. -ban talalhatdé meg a 76. pozicioban egy
guanin, mig a tobbi faj esetében citozin van jelen. A 346. pozicioben megtalalhato citozin
csak a V. vinifera L.-ra és a V. sylvestris GMEL. -re jellemz6, a tobbi faj esetében adenin
van jelen, a V. doaniana MUNSON.-ban is. A szekvenciaban megtalalhatd egy olyan eltérés
is a 397. nukleotid pozicidban, ahol timin van a V. sylvestris GMEL. -ben, a V. vinifera L.-
ban és a V. doania MUNSON. -ban is, de mellettiik ez a timin megtalalhato azokban az
¢szak-amerikai fajokban is, amelyek nem hordozzak a 34 bp-os deléciot (V. arizonica
BENTH., V. girdiana MUNSON., V. tiliacea HEMSL., V. longii PRINCE), és az azsiai fajokban
is (kivétel a V. coignetiae PULLIAT). A tobbi fajban adenin talalhatdo meg. A V. doaniana
MUNSON. -ban két olyan nukleotid van, amely a tobbi észak-amerikai fajban is
megtalalhaté (346 pozicidé adenin, és a 426 pozicio citozin) (23. abra). Tehat csak két
nukleotidban tér el a V. doaniana MUNSON. a V. vinifera L.-tdl és a V. sylvestris GMEL. -
tol. Ez a nagyfoku hasonlosag, féleg a 76. pozicidban megtalalhatd guanin az, amely miatt

a dendrogramon egy klaszterbe kertilhettek.
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0. tablazat: A vizsgalt ndovényanyag neve, szarmazasa, foldrajzi eredete €s a 34 bp
hosszusagu delécio megléte vagy hianya. Ger: Németorszag — Geiweilerhof; Fr:
Franciaorszag — Montpellier, Sor: Soroksar

Faj neve Szarmazas Eredeti foldrajzi 34 bp delécio jelenléte/hianya (+/-)
elterjedés
V. vinifera ‘Barbera’ | Pécs, Ger Eurdpa -
V. sylvestris Pécs, Ger, Sor Eurdpa -
V. amurensis Pécs, Ger, Sor Azsia -
V. armata Ger, Fr, Pécs Azsia -
V. pentagona Fr Azsia -
V. coignatiae Fr, Ger Azsia -
V. davidii Fr Azsia -
V. piasezkii Sor, Ger Azsia -
V. flexuosa Ger Azsia -
V. romaneti Pécs, Fr Azsia -
V. rupestris Fr, Ger Eszak-Amerika -
V. arizonica Pécs, Ger Eszak-Amerika -
V. tiliacea Ger Eszak-Amerika -
V. girdiana Fr, Ger Eszak-Amerika -
V. solonis Pécs Eszak-Amerika -
V. longii Ger, Pécs Eszak-Amerika -
V. doaniana Fr, Ger Eszak-Amerika -
V. californica Fr Eszak-Amerika -
M. rotundifolia Fr Eszak-Amerika -
V. labrusca Pécs, Ger Eszak-Amerika +
V. aestivalis Pécs, Ger Eszak-Amerika +
V. lincecumii Pécs Eszak-Amerika +
V. pagnucci Pécs Eszak-Amerika +
V. candicans Pécs, Ger Eszak-Amerika +
V. vulpina Pécs Eszak-Amerika +
V. cordifolia Pécs Eszak-Amerika +
V. simpsoni Fr Eszak-Amerika +
V. berlandieri Ger Eszak-Amerika +
V. cinerea Ger, Pécs Eszak-Amerika +
V. slavinii Ger, Pécs Eszak-Amerika +
V. titanica Pécs Eszak-Amerika +
V. monticola Ger, Pécs Eszak-Amerika +
V. andersonii Ger Eszak-Amerika +
V. champinii Ger, Fr Eszak-Amerika +

71



S FE S S SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSssssss

cordifolia
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GATGACCAAA

CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA
CTGCCACTGA

TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG
TTGAATGTTG

TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC
TTATGGTTTC

TTGGCCCT

TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGG
TTGGCCCTGE
TTGGCCCTGE
rrdfdeceras
TTadCCCTas
TTadCCCTas
TradeceTas
TTGGCCCTGE
rrdfdecerac
TTadeCCTao
TradeceTas
TTGGCCCTGG TTATGGTTTC
TTGGCCCTGG TTATGGTTTC
TTGGCCCTER JITATGGTTTC
TTGGCCCTGG TTATGGTTTC
rrdfdcceTee TTATGGTTTC

CTCCTTG

CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
crdirreans
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
crdfrreasn
CTCCTTGAAA
crdirreans
CTANTTGARR
CTANTTGAARL
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
CTCCTTGAAA
crddrreans

CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAAT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCA}-U-'EZTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAAT CCAAACCTTT
CTTGAAT CCAAACCTTT
CTTGAAT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT
CTTGAATTGT CCAAACCTTT

CTTGAATTGT CCAAMFCTTT

CTTGAATTGT CCAAACCTTT

CTTGAATTGT GEAAACCTTT
CTTGAATTGT C TTT
eTTeAATTHr © TTT

GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
carrrrifire
GATTTTTHTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTCTC
GATTTTTdrC

ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT
ATAGTTGGTT

CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT
CTTTGTGATT

GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC
GCAGAGAAGC

TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT(
TACACTTGT
TACACTTGT
TACACT
TACACT
TACACT
TACACT
TACACT
TACACT
TACACT
TACACT
TACACTTGT
TACACTTGT

racacTeTd

TACACTTGTQ

TACACTTRTA

O O O O O O O O
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cordifolia 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TOTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA

californica 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
rotundifolia 131 [Ifjaacascat AreceTcate AATRJGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATRCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGT TAaTccTcTA
vinifera 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
Consensus 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCaATedde ATaacreace aacARRMraT caarcrerre Adacrcales crreardder acrcaasTce TAATCCTCTA

V.

V. monticola 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. cinerea 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. lincecumi 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. titanica 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. vulpina 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. pagnucci 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. berlandieri 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. andersoni 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. aestivalis 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. labrusca 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. simpsoni 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. candicans 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. champinii 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. slavini 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. doaniana 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. rupestris 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. solonis 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. arizonica 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACA TAT GAATCTCTTC T CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. girdiana 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACA TAT GAATCTCTTC T CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. tiliacea 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACA TAT GAATCTCTTC T CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. longii 131 [PGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. romaneti 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACA TAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. pentagona 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACA TAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. flexumosa 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. piasezkii 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACA TAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. amurensis 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACH TAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. coignatiae 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. armata 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACH TAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. davidiil 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAAT ATAAGTGAGC AACH TAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCAT T AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V. silvestris 131 [TGAAGAAGAT TTGCCTCATC AATGGCATTC TGTTGCTCCA AGCAATGCTC ATAAGTGAGC AACATGCTAT GAATCTCTTC AAACTCAAGG CTTCATGCCT AGTCAAGTCC TAATCCTCTA
V.

M.

V.
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cordifolia
monticola
cinerea
lincecumi
titanica
valpina
pagnuoci
berlandieri
andersoni
asstivalis
labrusca
simpsoni
candicans
champinii
slavini
doaniana
ropestris
solonis
arizonica
girdiana
tiliacea
longii
romaneti
pentagona
flexmosa
piasezkii
anurensis
coignatiae
armata
davidii
zilvestris
californica
rotundifolia
vinifera

Consensus

261
261
261
261
261
261
26l
26l
26l
26l
28l
28l
261
261
261
261
281
281
281
281
281
281
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261

270

280
] |

310
oo

3Z0
oo

330
oo

340
oo

350
|

GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT
GTGATCTTGT

TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA
TTAGAAATTA

ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTC
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
arrcifjraar
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT
ATTCTCTAAT

groatd-——— ——————— - - ———

[GTGATCTTGT

[GTGATCTTGT

TTAGAAATTA
TTAGAAATTA

ATTCTCTAAT
arrcfdraaT

TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCCACAA
TTATCH

TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCH

TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR
TTATCCACAR

TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC

AATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC

AATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC
TGAATTTCTC

rraTccAcAl WeAATTTCTC

CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGA
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGH
CTTAAGAAGA

TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC
TATATACTCC

ATCATACT

ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA

ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
ATCATACTCA
arcatferca
ATCATACTG JAGGAGRAGTT
ATCATACTCA TT
aTcAfdeTCA AGGAGAAGTT
ATCATMCTCA TT

GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT
GCATAATTCT

AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
AGCCTTTGAT
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cordifolia
monticola
cinerea
lincecumi
titanica
valpina
pagnucci
berlandieri
andersoni
aestivalis
labrusca
simp=soni
candicans
champinii
slavini
doaniana
rupestris
solonis
arizonica
girdiana
tiliacea
longii
romaneti
pentagona
flexmosa
piasezkii
anurensis
coignatiae
armata
davidii
=ilvestris
californica
rotundifolia
vinifera

Consensus

357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
391
391
351
381
381
381
381
381
351
351
351
391
391
391
391
391
391
365
391
391

400
| |

410
oo

4z0
NI

430
oo

440
o]

450
o]

4a0
I

470
oo

4580
=l |

450

500
o]

510
oo

520
|

[.GAATGACTT
L GAATGACTT
L GAATGACTT
L GAATGACTT
L GAATGACTT
L GAATGACTT
L GAATGACTT
L GAATGACTT
L CAATGACTT
L CAATGACTT
L CAATGACTT
L CAATGACTT
L CAATGACTT
L CAATGACTT
L\ GAATGACTT
heantdierT
L\ GAATGACTT
L\ GAATGACTT
bGART
bGART
bGART
bGART
AT
GAAT
GAAT
GAAT
GAAT
L\ GAATGACTT
bhcaatdieTT
L GAATHTCTT
L GAATHTCTT
L GAATGACTT

et T

JLGAAT TT

JLGAAT TT

TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT
TAAGAGAATT

GAAGTAAAAG
GAAGTAAAAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG

TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
T TCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
T TCA
T TCA
T TCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA
TCAAATGTCA

GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG
GAAGTAAAAG
GAAG
GAAGTAAAAG
GAAG
GAAG
GAAG
GAAG
GAAG
GAAG
GAAG
GAAGTAAAAG
GAAG
GAAG
GAAGTAARAG
GAAG
GAAG
GAAGTAARAG
GAAGTAARAG

TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT

cancTdrard Aeacaccear

TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAGACCGAT

AGACCGAT

AGACCGAT

AGACCGAT
TGAGACCGAT
TGAG. AT
TGAG. AT
TGAGACCGAT
TGAG. AT
TGAG. AT
TGAGACCGAT
TGAG. AT
TGAG. AT
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530 540 550 5&0 570
I T Iy R By A
87 [GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAG AARATTT TGGT

AGGTCA

V. cordifolia 48

V. monticola 487 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. cineresa 487 [GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAAATTT TGCOTGGCACA AGGTCAT
V. lincecumi 487 [GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. titanica 487 [GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAAATTT TGCOTGGCACA AGGTCAT
V. vulpina 487 [GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. pagnmoci 487 [GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAAATTT TGCOTGGCACA AGGTCAT
V. berlandieri 487 [GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. andersoni 487 [GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAAATTT TGCOTGGCACA AGGTCAT
V. aestivalis 487 [GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. labrusca 487 [GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAAATTT TGCOTGGCACA AGGTCAT
V. simpsoni 487 [GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. ecandicans 487 [GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. champinii 487 [GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGT CAAGAARATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. slavini 487 GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. doaniana 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAACAAATTT TGGTCGGACA AGGTCAT
V. rupestris 521 GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. solonis 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAACAAATTT TGGTCGGACA AGGTCAT
V. arizonica 521 GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. girdiana 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAM
V. tiliacea 521 GAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. longii 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAM
V. romaneti 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT)
V. pentagona 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAM
V. flexmo=sa 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT)
V. piasezkii 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAM
V. amorensis 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT)
V. coignatiae 521 GAAARATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAM
V. armata 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT)
V. davidii 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTCGGGACA AGGTCAT
V. =ilvestris 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT)
V. californica 521 GAAARATTTGG - ————— -JAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
M. rotundifolia 495 GAAAATTTGG A TC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT
V. vinifera 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTTCT CAAGAAATTT TGGTCGGGACA AGGTCAT
Consensnus 521 GAAAATTTGG ATTTGCAATC TCAAAGTﬂaT CAAGAAATTT TGGTGGGACA AGGTCAT

23. dbra: A vizsgalt sz616 fajok nukleotidsorrendjének szekvencia illesztése a 20D18CB9 marker alapjan.
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4.4 Uj tudomanyos eredmények

1. Meghataroztuk 118 karpat-medencei fajta VVMybAl génre (VvMybAla, VvMybALlb,

VvMybA1c) vonatkozo6 polimorfizmusat.

2. Elsoként végeztik el a VVMybA2 lokuszban 41 fajta SNP szekvenalasat, koztiik
karpat-medencei riigymutansokét és mas eurdpai fajtakét.
2/1. SNP polimorfizmusuk alapjan a: ‘Korinthusi piros’, ‘Piquepoul noir’, ‘Bajor kék’,
‘Gohér piros’, ‘Csiljaki kraszniij’, ‘Huszajne kraszniij’ fajtakat sikeriilt elkiilonitentink
a tobbi szinvaltozattol.
2/2. SNP polimorfizmus alapjan funkcioképes allél jelenlétét mutattuk ki a ‘Rozsas

leanyka’, ‘Gohér piros’ és a ‘Csiljaki kraszniij” fajtdkban.

3. Elséként hasznaltuk széléfajok filogenetikai elemzésére a bogyoszint meghatarozo
VVMybAL és VVMybA2 transzkripcios faktorokat kodold génekkel kapcsolt 20D018CB9
markert.

3/1. Ezek alapjan egy Uj filogenetikai kapcsolatrendszert irtunk le a Vitis fajokban.

3/2. Szekvenalasi eredményeinkkel az észak-amerikai fajok kozott nagyobb mértéki
polimorfizmust mutattunk ki, mint az azsiai fajok esetében. A kapcsolt marker
szekvencia elemzésével olyan 34 bp méretii deléciot talaltunk, amely csak az észak-
amerikai fajokra jellemzo.

3/3. A V. californica ENGELM. -ban és a M. rotundifolia SMALL. -ban olyan egyedi
delécidkat talaltunk, amelyek a késdbbiekben fajspecifikus markerként is

hasznalhatoak.

77



5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A régi karpat-medencei fajtak koziil sokat ma mar nem termesztenek, vagyis csak
gyljteményes értékkel rendelkeznek, amelyeket génbankokban tartanak fent. Specidlis
tulajdonsagaik miatt ezek azonban potencialis alapanyagként szolgalhatnak a késobbi
nemesitési programokban, aminek egyik alapfeltétele a fontosabb tulajdonsagokat
meghataroz6 gének/allélek ismerete. Korabbi munkaink soran a VVMybA transzkripcios
faktorokat kodold génekre tervezett PCR alapu markerekkel sikeresen elkiilonitettiink
olyan 6shonos riigymutansokat, amelyek a bogyohéj szinében kiilonboznek (BODOR &
SzOKE et al. 2014, KEREKES et al. 2015). A régi karpat-medencei fajtak VvMybAl
allélosszetételének meghatarozasa soran a VVMybAl és a 20D18CB9 allélspecifikus
primereket hasznaltuk (KOBAYASHI et al. 2004, WALKER et al. 2006).

Osszesen 118 karpat-medencei fajtat vizsgaltunk, és 78 VvMybAla/a, 33 VvMybAla/c,
4 \WWMybAla/b és 3 VvMybAlc/c genotipust kiilonitettiink el. Az egyes fajtacsoportokra
kapott eredményekbdl szarmazasi kapcsolatokra is kdvetkeztetni tudunk. Mivel a ‘Lisztes
piros’, a ‘Furmint piros’ és a ‘Muskotaly piros’ a VVMybAlb allélt tartalmazzak, ezek a
fehér szinvaltozatbol alakultak ki a Gret-1 retrotranszpozon kivagddasaval. A muskotéalyos
fajtak koziil a fekete szinvaltozatban kimutattuk az dsi retrotranszpozont nem tartalmazo
VVMybALc allélt, igy ez tekinthet6 koziiliik a legrégebbinek.

A ‘Kodos” (N), ‘Kék tihanyi” (N) és a ‘Totika’ (N) régi karpat-medencei fajtak
homozigbta formaban hordozzak a VvMybAlc allélt. A VvMybA2 gén SNP
polimorfizmusanak vizsgalata még nem tortént meg, amelybdl megbizhatobb
kovetkeztetést tudnank levonni a fajtak dsi jellegérdl, mindenesetre az, hogy homozigédta
formaban hordozzak a VvMybAlc allélt mindenképp 6si jellegre enged kovetkeztetni,
hiszen a Gret-1 retrotranszpozon inszercidja késobb tortént meg. Ezt az evolicios
eseményt a V. vinifera L. fajtakban mutattak ki a tobbi fajtol valo elvalas utan.

A vizsgalt fajtak jelentds része a bogyoszinének megfelelé VVMybAL allél Gsszetételt
tartalmazza, de a ‘Gohér piros’ (Rg), a ‘Hamusz6l6’ (G), a ‘Rézsas leanyka’ (Rg) és a
‘Szeredi’ (Rg) esetében nem sikeriilt funkcioképes VVMybAL allélt kimutatni. Ez az
eredmény arra IS utalhat, hogy a VVMybA2 transzkripcios faktor génjének egy
funkcioképes allélja alakitja ki a bogydszint. Tehat egy funkcioképes alléllal rendelkezniiik
kell ahhoz, hogy szines bogy¢ alakulhasson ki.
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A marker eredmények jol kiegészithetik az dshonos, jelenleg gyiijteményes értékii
vagy ma is termesztett régi fajtaink egyedi jellemzésére adott mikroszatellit ujjlenyomat
eredményeit. Az Intézet mar meglévo sz6ld6 SSR adatbazisaba feltdltve mindenki szamara
szabadon elérhetévé tehetd. A fajtak VVMybAL allélosszetételének ismeretében a
keresztezéses nemesitési munkakban elére jelezhetd az utédok bogyoszine, illetve a
késébbiekben marker tamogatta szelekcidora haszndlva még termére forduldsuk el6tt
meghatarozhat6 a magoncok bogyo szine.

Korabbi munkadkban is vizsgaltdk mar, és probaltak elkiiloniteni az egyes
fajtacsoportokba tartoz6 sz616 fajtakat SSR és a VVMybALl transzkripcidés faktor
polimorfizmusa alapjan (SzOKE et al. 2012, BODOR & SzOKE et al. 2014). Ezek koziil
azonban nem minden concultaba tartozo fajtat sikertilt elkiiloniteni egymastol.

A sikeres elkiilonités érdekében kezdtiik meg a fajtdk SNP alapu vizsgéalatat, amelyet a
VWMybA2 transzkripcios faktort kodold gén mutacidja alapjan hataroztunk meg. VVMybA2
transzkripcids faktor génjének kodold szekvencidban tortént pontmutaciok miatt az
antocian bioszintézis blokkolt. A kialakult SNP eredményeként a képz6d6 fehérje a-helix
szerkezet valtozdsanak kovetkeztében a funkcioképtelen gén miatt, nincs antocian
bioszintézis (WALKER et al. 2007).

Mindkét pozicidoban a vad tipusi G (guanin) allél T (timin)-re cserélédott a mutacio
miatt, amely aminosavvaltozast idézett eld. A nem konzervativ valtozas kovetkeztében
cisztein- glicin aminosav kicserélodés figyelhetd6 meg. FELLER és munkatarsai (2011)
szerint a cisztein aminosav az a-helix szerkezetben fontos szerepet tolt be a DNS-hez vald
kotédésben vagy mas fehérjékkel vald 6sszekapcesolddasdban. Ennek alapjan végeztiik el a
vizsgalatainkat karpat-medencei és mas eurdpai fajtak esetében.

SNP polimorfizmus alapjan sikeriilt elkiiloniteniink a ‘Csiljaki beliij’ és ‘Csiljaki
kraszniij’, valamint a ‘Huszajne beliij’ és a ‘Huszajne kraszniij’ fajtakat. A ‘Korinthusi
fekete’ T/T allélokat, mig a ‘Korinthusi piros’ a K980 pozicioban T/G funkcidképes allélt
is hordoz, igy ezeket a fajtakat is sikeriilt elkiiloniteniink. A ‘Piquepoul gris’ és a
‘Piquepoul noir’ esetében is sikeriilt kiilonbséget tenni SNP polimorfizmus alapjan. A
‘Bakator piros’ és a ‘Bakator tiidészinli’szomatikus mutansokat sem VVMybAl, sem
VVMybA2 polimorfizmusuk alapjan nem tudtuk elkiiloniteni, igy az eltéré szin pontos
genetikai hatterét nem ismerjiik. A ‘Gohér piros’ fajtat is sikeriilt elkiiloniteni a
fajtacsoportjanak tobbi tagjatol, viszont a ‘Gohér fehér’ és a ‘Gohér valtozd’ fajtakat nem

sikeriilt SNP polimorfizmus alapjan sem elkiiloniteni egymastol.
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A ‘Bajor kék’ fajtat sikeriilt elkiiloniteni a ‘Bajor sziirke’ és ‘feketefaju’-tol, de az
el6z6é fajtacsoporthoz hasonléan ebben az esetben sem sikeriilt SNP polimorfizmust
kimutatni a két fajta kozott. A ‘Baratcsuha’ két szinvariansa kozott sem tudtunk
polimorfizmust kimutatni, hasonléoan az ‘Muskotaly’- és az ‘Oportd’ fajtakorbe tartozo
tagok kozott. A ‘Lisztes piros’ és a ‘Furmint piros’ fajtakat VVMybAL alapjan igen, de
VWMybA2 alapjan nem tudtuk elkiiloniteni, vagyis SNP vizsgalat alapjan azonos
allélmintazatot sikeriilt kimutatnunk.

Az SNP szekvenalasi eredmények alapjan megallapithato, hogy 25 fajta homozigota a
VWMybA2 gén K980 pozicidjaban (24 T/T, 1 G/G), és 14 fajta heterozigota (G/T). A C22
polimorfizmusat vizsgalva 27 homozigéta (26 T/T, 1 G/G), és 12 heterozigéta (G/T) fajtat
mutattunk Ki.

Vizsgalataink soran a Karpat-medencei fajtak koziil 4 esetben tapasztaltuk, hogy
vannak olyan szines bogyoval rendelkezd fajtak, amelyeknél szines allél jelenlétét nem
lehetett kimutatni a VVMybAL transzkripcids faktort kodold gén alapjan.

A ‘Szeredi’ (Rg), ‘Hamuszdld’ (G), ‘Gohér piros’ (Rg), ‘Rozsas lednyka’ (Rg):
homozigdta formaban tartalmazzak a Gret-1 inszerciot (VvMybAla/VVMybAla), és ez a
molekularis hattér nem teszi lehetdvé az antocian bioszintézist.

A VWMybA2 gén SNP polimorfizmusat vizsgalva a ‘Gohér piros’ (Rg) és a ‘Rozsas
leanyka’ (Rg) esetében két funkcioképes allélt mutattunk ki (K980: T/G, C22: T/G), ami
lehetévé teszi a szinanyag termelést. A ‘Hamuszdld’ (G) esetében nem végeztiink SNP
vizsgalatot.

A ‘Szeredi’ (Rg) esetében az SNP polimorfizmus homozigota mutans allélt mutatott ki
(K980: T/T, C22: T/T), tehat a VVMybA1 és VVMybA2 gének vizsgalata fehér bogyoszin
kialakuldsanak molekularis hatterét igazolja. Fenotipusos megjelenése alapjan azonban
egyértelmili, hogy =zajlik antocian bioszintézis. Ezekben az esetekben tovabbi
markerrendszerekkel vald vizsgalatok jelenthetnek megoldast, hogy kimutathassuk a
szinanyag megjelenésének genetikai hatterét.

AZUMA ¢és munkatarsai (2009) funkcidoképes VVMybAL allél polimorfizmusrol
szamoltak be. A VVMybA1BEN allél (VwMybAla és a VVMybA3 kozotti homolog
rekombinaciéo eredményeként kialakult funkcionalis allél) visszaallitotta a VvMybAl
transzkripcidjat, tehat ez az allél felelds a ‘Benitaka’ szines bogydjanak kialakulésaért.
Mindezek alapjan elsédlegesen a VVMybA1BEN lokuszra tervezett primerrel lehetdség
nyilna arra, hogy vizsgéalatainkat tovabb folytathassuk azoknak a fajtdknak az esetében,

ahol nem sikeriilt funkcioképes allélt kimutatnunk szines bogyosziniik ellenére.
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Emellet szintén j6 megoldast jelenthetnek a funkcionalis allélek kimutatdsara
LIJAVETZKY ¢s munkatarsai (2006) vizsgalatainak eredményeit felhasznalva. A ‘Sugraone’
(B) fajta és két szomatikus mutansanak vizsgalataval igazoltak, hogy 6nmagaban nemcsak
a 3> LTR szekvencia teszi ujra funkcioképessé a gént a Gret-1 kivagodasat kovetden,
hanem a retrotranszpozon 5’ ¢és 3’ LTR szekvenciai kozotti homoldg rekombindcid is.
Ezekre a szekvencidkra tervezett primerrel szintén lehetdséglink nyilna tovabbi
funkcioképes allélok kimutatasara.

A monofiletikus eredetii Vitis nemzetség (Vitaceae) megkozelitéleg 70 fajt foglal
magaba, amelyek tobbsége az északi félteke mérsékelt égovén fordul eld. A hibridizacio és
a klonalis variabilitds miatt azonban pontos szamuk jelenleg sem ismert (MULLINS et al.
1992). A DNS szekvenalasi technikék fejlddése mind kloroplasztisz mind sejtmagi szinten
lehetévé tette a kiillonbozé novényfajok evolucids torténetének jobb megértését, igy a
Vitaceae csalad kutatasaiban is tobb markerrendszert hasznaltak sikeresen (ARADHYA et al.
2008, 2013; D1 GASPERO et al. 2000, PELSY et al. 2007). A Vitis nemzetség molekularis
filogenetikai kutatdsdval sok tanulmany foglalkozott, de a nemzetség filogenetikai,
biogeografiai ¢és taxondmiai kutatdsainak eredményei sokszor ellentmondasosak ¢és a
beldliik levonhatd kovetkeztetések nem teljesen egyértelmiiek (D1 GASPERO et al. 2000,
PELSY et al. 2007, ARADHYA et al. 2008, TRONDLE et al. 2010).

Az észak-amerikai és azsiai sz616 fajok tobbségének bogyodja fekete vagy sotétkék
szinli, amely az antocian bioszintézist szabalyoz6 Myb transzkripcios faktor gének
nagyfokt konzervaltsagara utalhatnak (PEROS et al. 2015). Ennek ellenére, munkank soran
a VWMybA génekkel kapcsolt 20D18CB9 markerrel mar agar6z gélen is detektalhatd
hosszpolimorfizmust figyeltiink meg a fajok k6zott. Szekvenciaszintii elemzéseink alapjan
egyes ¢észak-amerikai és az azsiai fajok kozott kiilonbséget talaltunk egy 36 bp méretii
delécio, és tobb pontmutacio formajaban. Azok az észak-amerikai fajok, amelyek nem
hordozzak ezt a deléciot, az azsiai fajokkal mutatnak szorosabb rokonsagi kapcsolatot. Ez
az eredmény a szOl0 fajok terjedésével magyarazhatd, amely aldtdmasztja DONOGHUE és
munkatarsai (2001) feltételezését, miszerint a sz616 Azsidbol a Bering szoroson keresztiil
jutott at az Ujvilagba. Az északi félteke torténeti biogeografiaja régota nagy érdeklddéssel
t5lti el a botanikusokat. Kelet-Azsia és Eszak-Amerika keleti része kozotti szoros
kapcsolatokat kiemelten érdekesnek tartotta sok kutaté (BOUFFORD és SPONBERG 1983,
WEN 1999).
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Az Eszak-Amerikéban fellelheté novények eredete igy igen izgalmas és vitdkkal,
ellentmondasokkal teli kutatdsi témat jelentett szamos kutatonak, azota, hogy az elso
dokumnetaciok napvilagot lattak az FEszak-Amerikaban és Azsiaban él6 novények
hasonlésagardl. Szamos Eszak-Amerikaban megtalalhato fasszari nemzetség elterjedését
tudtdk nyomon kovetni fosszilis mintdk alapjan az északi félteke mas kontinensein is
(GRAHAM 1972, WOLFE 1975, MAI 1995).

Eszak-Amerika keleti régioja és Kelet-Azsia kozotti azonos vagy egymassal szorosan
Osszefiiggd novényi taxonok nem folyamatos megoszlasi mintazat jellemzi, amelyek a
harmadiddszakban alakultak ki. Ezek koziil azonban a "klasszikus" észak-amerikai- kelet-
azsiai minta kétségteleniil a legismertebb és leggyakrabban példaként hozhat6 elterjedési
mintazat, amellyel az olyan szoros kapcsolatan 1év6 taxonokat lehet jellemezni, amelyeket
tobb ezer kilométer valaszt el egymastdl a kiilonb6z6 kontinenseken.

Annak ellenére, hogy a két régidoban fellehetd taxonok nagy részérél kimutattak, hogy
kiilonboznek egymastol (a kapcsolatok elsésorban azonos nemzetségii vagy hasonlo
csaladok szorosan Osszefiiggd fajai), a biogeografusok megerdsitették a két régio kozotti
bioldgiai kapcsolat jelenlétét. Masrészt a botanikusok nagymértékii hasonldsagot véltek
felfedezni Japan, Kozép-Kina és az Appalach-hegység déli része kozott (BOUFFORD és
SPONBERG 1983). BOUFFORD ¢és SPONBERG (1983) munkajukban olyan botanikusok
feljegyzéseiket gyiijtotték ssze, amelyekben mar felismerték Eszak-Amerika és Kelet-
Azsia kozotti nagymértékii hasonlosagot a novényvilagban. Frederick Pursh, Thomas
Nuttall és Asa Gray mind ramutattak erre a hasonldsagra. Nuttall tobbek kozott azt a
megallapitast tette a Kortikefélék (Ericaceae) csaladjaba tartozo két fajrol (Chimaphila
umbellata, Chimaphila maculata), hogy Amerika észak-nyugati partjainal Gshonos, és
valosziniileg Azsidban és Européban is e fajok taldlhatoak meg.

Az Eszak-Amerika és Azsia kozott kialakult biogeografiai mintazat felismerését
kovetden mintegy 65 nemzetiség tagjait hataroztdk meg e két elterjedési teriileten beliil. A
kezdeti kutatasi eredmények ugyanazon fajhoz tartozo tagként kezeltek, de a legtobbet
ezek koziil késébb interkontinentalis fajparoknak titulaltak. Az ujabb filogenetikai
vizsgélatok megerdsitik a rokoni viszonyt a foldrajzilag eltérd taxonok kozott, de azt is
jelzik, hogy ezek a fajok ritkan egymas legkozelebbi rokonai. A filogenetikai, molekularis,
geologiai és a fosszilis adatok mindegyike alatamasztja azt a feltételezést, hogy a kelet-
alakult ki, amely kialakulasban meghatirozo szerepet toltott be a két foldrész kozott

kialakult természetes f6ldhid, a Bering-szoros (WEN 1999).
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A molekularis bioldgiai modszerek fejlédésével DNS szinten tudtak tovabb vizsgalni
ezeket a hasonld, feltehetéen szoros leszarmazasi kapcsolattal rendelkezé novényeket és
bizonyitani kozottiik 1év6 rokoni kapesolatot (DONOGHUE et al. 2001).

Hasonloan tobb, a sz6l6 fajok leszarmazasi kapcsolatat vizsgald tanulmannyal (Di
GASPERO et al. 2000, PELSY et al. 2007, ARADHYA et al. 2008, TRONDLE et al. 2010, PEROS
et al. 2011, ZeccA et al. 2012), az altalunk kapott eredmények alapjan sem lehet
egyértelmi kiilonbséget tenni az €szak-amerikai €s azsiai fajok kozott, hiszen a kimutatott
delécid 7 észak-amerikai fajban nem, mig 17 észak-amerikai fajban viszont kimutathato.
fgy azok az észak-amerikai fajok, amelyek nem tartalmazzik a delécidt szorosabb
rokonsagi kapcsolatban vannak az azsiai fajokkal, amelyek egyike sem tartalmazza a
deléciot. Ez az eredmény a szOl6fajok elterjedésével magyardzhatd, amelynek sordn a

VVMybA génekkel kapcsolt 20D18CB9 lokuszaban bekovetkezett ez a delécio.
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6 OSSZEFOGLALAS

A sz016 bogyo héj szinének mutacidja gyakori jelenség, hiszen a ma termesztett
szOlofajtdk kozott a feketétdl a piroson at, egészen a fehérig (zold) sokféle szin
megfigyelhet. A VVMybA markerck hasznalata lehetdséget nyujt, hogy a kiilonb6zo
szOlofajtakat  (gazdasagi  jelentOségliktol fiiggetleniil) egyedileg jellemezhessiik,
kiegészitve az SSR eredményeket. A VVMybA allél Gsszetétel alapjan a keresztezéses
nemesitési munkakban eredményeink eldsegithetik a marker tdmogatta szelekciot, amely
fenofazistol fliggetlen azonositast, €s esetiinkben bogyoszin eldrejelzést is lehetové tehet.

Vizsgélatainkat egy korabbi kutatds eredményeire alapozva kezdtiik meg, amelynek
célja volt, hogy az azonos SSR mintazatot add karpat-medencei riigymutans fajtakat a
VWMybA1 génre tervezett primerekkel elkiilonitsék. gy munkénk soran (1) jellemeztiik
118 karpat-medencei fajta VVMybAl allélosszetételét, (2) meghataroztuk 43 fajta (26
karpat-medencei, és 17 egyéb eurdpai fajta) VVMybA2 gén SNP polimorfizmusat, valamint
(3) 34 sz616faj (25 észak-amerikai, 8 azsiai, 2 eurazsiai) filogenetikai vizsgalatat végeztiik
el a bogyodszint meghatarozo VVMybAL és VVMybA2 transzkripcids faktorokkal kapcsolt
20D18CB9 markert alapjan.

Osszesen 118 karpat-medencei fajtat vizsgaltunk, és 78 VvMybAla/a, 33 VvMybAla/c,
4 VWWMybAla/b és 3 VVMybAlc/c genotipust kiilonitettiink el. A vizsgalt fajtak jelentds
része a bogyoszinének megfelelé VVMybAL allél Gsszetételt tartalmazza, de a ‘Gohér piros’
(Rg), a ‘Hamuszdld’ (G), a ‘Roézsas leanyka’ (Rg) és a ‘Szeredi’ (Rg), amelyek mind
szines bogyoval rendelkeznek, nem sikeriilt funkcidképes VVMybA1 allélt kimutatni, sem a
VVMybAL allélspecifikus primerekkel, sem a 20D18CB9 marker segitségével, amely
aldtdmasztana fenotipusos megjelenésiiket. A ‘Gohér valtozd’ €s ‘Furmint valtozo’ fajtak
fehér bogyoval rendelkeznek, de az érés késoi fazisaban antocian felhalmozodas figyelhetd
meg a héjban, azonban ez a rozsaszin elszinezddés késobb eltliinik. E jelenségek
megértésének, valamint a funkcidképes allélok kimutatasara és a fajtdk lehetséges
elkiilonitésének érdekében a VVMyYbA2 gén SNP alapu vizsgalatat keztiik meg.

Munkank soran a VVMybA2 génben talalhaté két SNP polimorfizmust vizsgaltuk,
VvMybA2R44 (K980) VVMybA2C22 (C22), melyek szintén szerepet jatszanak a bogyo héj

szinének kialakitdsdban. Ezek vizsgalatara SNaPshot™ modszert alkalmaztunk.
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A mintdk szekvendldsa sordn a vad tipust bdzis (G-guanin) mellett mindkét SNP
pozicid esetében detektdltuk a mutans T (timin) allélt, ami hatdssal van az antocian
bioszintézisre. Ha ez a pontmutacié homozigéta (T) formédban van jelen, akkor az allél
funkcioképtelen, mig, ha heterozigota (T/G) akkor az funkcioképes, vagyis szines bogyd
kialakitasat eredményezhetivAz SNP szekvenalasi eredmények alapjan 25 fajta
homozigdta a VVMybA2 gén K980 pozicidjaban (24 T/T, 1 G/G), és 14 fajta heterozigota
(GIT). A C22 polimorfizmusat vizsgalva 27 homozigota (26 T/T, 1 G/G), és 12
heterozigota (G/T) fajtat mutattunk ki.

SNP polimorfizmus alapjan sikeriilt elkiiloniteniink: ‘Bajor kék’ fajtait a ‘Bajor
sziirke’, és ‘Bajor feketefaju’-tol, ‘Gohér piros’-at a ‘Gohér fehér’-t6l és a ‘Gohér valtozo’-
tol. Tovabba sikeresen elkiilonitettiik a kovetkezd fajtdkat: ‘Csiljaki kraszniij’- beliyj’,
‘Korinthusi piros- fekete’, ‘Piquepoul noir- gris’, ‘Huszajne kraszniij’- beliij’. A ‘Szeredi’
(Rg), ‘Hamuszdld’ (G), ‘Gohér piros’ (Rg), ‘Rozsas lednyka’ (Rg): homozigdta forméaban
tartalmazzak a Gret-1 inszerciot (VVMybAla/VvMybAla), és ez a molekularis hattér nem
teszi lehetévé az antocian bioszintézist. A VVMybA2 gén SNP polimorfizmusat vizsgalva a
‘Gohér piros’ (Rg) a ‘Rozsas leanyka’ (Rg) és a ‘Csiljaki kraszniij” (Rg) esetében is
sikeriilt két funkcidoképes allélt kimutatni (K980: T/G, C22: T/G). A ‘Szeredi’ (Rg)
esetében az SNP polimorfizmus homozigdta mutans allélt mutatott ki (K980: T/T, C22:
T/T), tehat a VVMybAL és VVMybA2 gének vizsgalata sem tamasztotta ala a fenotipusnak
megfeleld genetikai hatteret.

Kutatasunk tovabbi célja volt a kiilonb6z6 foldrajzi eredetli sz616 fajok filogenetikai
kapcsolatrendszerének vizsgalata. Munkank soran 34 Vitis fajt, 25 Eszak-amerikait, 8
Azsiait és 2 eurazsiai fajt vizsgaltunk a 20D18CB9 lokuszban. A 25 észak-amerikai faj
koziil 15 faj ugyanabban a pozicidban egy 34 bp méretii deléciot hordoz. A V. californica
ENGELM. egy masik pozicioban egy 21 bp méretl, mig a M. rotundifolia SMALL.
ugyancsak masik pozicidban 26 bp méreti deléciot hordoz. Az 4azsiai €s eurdzsiai fajok
egyike sem tartalmazza az altalunk kimutatott deléciot, igy ezek kiilon klasztert képeznek.
8 észak-amerikai faj koziil, amelyek nem hordozzak a deléciot, 4 faj (V. arizonica BENTH.,
V. girdiana MUNSON., V. tiliacea HEMSL., V. longii PRINCE) az azsiai és eurazsiai fajok
kozotti csoportba keriiltek. Erdekes modon a V. doaniana MUNSON. észak-amerikai faj,
(amely szintén nem hordozza a deléciot), kertilt a legkdzelebb az eurédzsiai fajokhoz, amely
a nagyfoku szekvencia hasonlosag miatt lehetséges, hiszen az altalunk kimutatott 34 bp
méretli delécid mellett szdmos nukleotid polimorfizmus is befolyasolja a fajok

elhelyezkedését a dendogramon.
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7 SUMMARY

Colour mutations in grape berry skin are relatively frequent events. Skin colour in
grapes has become largely diversified, and includes black, red, pink, grey, and white
(yellow—green) berries.

The use of VVMybA markers provides an opportunity to characterize different grape
varieties (regardless of their economic importance), complementing the SSR pattern
results. Based on the VVMybA allele composition, our results may facilitate marker-assisted
selection in cross-breeding work, which may allow for phenophase-independent
identification and, in this case, berry colour prediction.

We started our research based on the results of a previous study, which aimed to
distinguish the Carpathian basin cultivars which have the same SSR pattern by primers
designed for the VvMybALl gene. In our work (1) we characterized the VvMybA1l allele
composition of 118 Carpathian basin varieties, (2) determined the VvMybA2 SNP
polymorphism of 43 genotypes (26 Carpathian basins and 17 other European varieties),
and (3) we have carried out the examination of 34 grape species (25 North American, 8
Asian, 2 Eurasia), using the 20D18CB9 marker linked to VvMybA transcription factor
genes.

We have analyzed a total of 118 Carpathian Basin varieties and 78 VvMybAla/a, 33
VwMybAla/c, 4 VvMybAla/b and 3 VvMybAlc/c genotypes were identified. ‘Gohér piros’
(Rg), ‘Hamuszo6l6’ (G), ‘Rozsas leanyka’ (Rg) and “Szeredi’ (Rg) which have a colored
berries, nevertheless, no functional VvMybA1l allele could be detected, either with the
VVMybAL allele-specific primers or with the 20D18CB9 marker, which would support
their phenotypic appearance. The ‘Gohér valtozd’ and ‘Furmint véltozo’ varieties have
white berries, but anthocyanin accumulation can be observed in the late stages of
maturation but this pink color disappears later. In order to understand these phenomena and
to differentiate the varieties, we examined the VvMybA2 gene.

We have tested two SNP positions (K980, C22) of the VvMybA2 gene by SNaPshot™
method. During the sequencing of the samples, the mutant T (thymine) allele and the
functional G (guanine) allele was detected for both SNP positions, affecting anthocyanin
biosynthesis. If this point mutation is present in homozygous (T) form, the allele is

inactive, whereas if heterozygous (T/G) is functional, the berry skin is colored.
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25 cultivars were homozygous for K980 (24 T/T and 1 G/G) and
14 samples were heterozygous (G/T), where T is the nonfunctional allele and G the
functional one. Based on the other nucleotide polymorphism (C22), 27 cultivars were
homozygous (26 T/T and 1 G/G) and 12 samples were heterozygous (G/T), with G and T,
wild type and mutated allele, respectively.

Based on SNP polymorphism, we distinguish the following varieties: ‘Bajor kék’ from
‘Bajor sziirke’, and ‘Bajor feketefaji’, ‘Gohér piros’from ‘Gohér fehér’and ‘Gohér
valtozé’. In addition, the following varieties were also successfully distinguished: ‘Csiljaki
kraszniij’- beliij’, ‘Korinthusi piros- fekete’, ‘Piquepoul noir- gris’, ‘Huszajne kraszniij’-
beliij’.

The ‘Szeredi’ (Rg), ‘Hamuszdld’ (G), ‘Gohér piros’ (Rg), ‘Rozsas lednyka’ varieties
contain the Gret-1 insertion (VvMybAla/VvMybAla) in homozygous form and this
molecular background does not allow anthocyanin biosynthesis.

Examination of the SNP polymorphism of the VVMybA2 gene, two functional alleles
we were also detected in ‘Gohér piros’ (Rg), ‘Rozsas lednyka’ (Rg) and ‘Csiljak kraszniij'
(Rg) (K980: T/G, C22: T/G).

In the case of ‘Szeredi’ (Rg), the SNP polymorphism revealed a homozygous mutant
allele (K980: T/T, C22: T/T), so this genetic background of this variety phenotype was not
confirmed by the VvMybA1 and VvMybA2 genes.

Obijectives of this study are to construct a new phylogenetic relationship of Vitis
species using the 20D18CB9 marker linked to VVMybAL transcription factor gene.

Based on the sequenced PCR fragments, generated with the 20D18CB9 primer pair,
the North American species have a 34-bp deletion, so they form a separate group on the
dendrogram. The Asian species, which do not contain this deletion form a distinct group,
but some North American species got also here, as they lacked the 34 bp DNA deletion.
The V. californica ENGELM. contain 21 bp-insertion, and the M. rotundifolia SMALL. have
a 26-bp insertion in the 20D18CB9 allele. Interestingly, V. doaniana MUNSON. (which
does not contain the deletion) is closest to the Eurasian species, which is possible due to
the high sequence similarity, since besides the 34 bp deletion we detected, several

nucleotide polymorphisms also influence the species location on the dendogram.
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9 MELLEKLETEK
M1.1

CTCGATGGAGAGCTTAGGAGTTAGAAAGGGTGCATGGACCCAAGAAGAGATG
TTCTCCTGAGGAAATGCATTGAGAAATATGGAGAAGGAAAGTGGCATCTGGTT
CCCCTCCGAGCAGGTGACATGAAAGAGAAAGGGATCAGTATTAATTTGTGTTT
TTTTTACTTCTGTTTTGCTTAAAGAGTTTCGTTTTCTTGAGTTTGCAGGGTTGAA
TAGATGCCTAAAGAGCTGCAGATTGAGATGGCTCAATTATTTGAAGCCAGATA
TCAAGAGAGGAGAGTTTGCATTAGACGAGGTTGATCTCATGATTAGGCTTCAC
AATTTGTTGGGGAACAGGCAAGTCTATAATAACTCAAGTACTAGCTTGATAAT
GATATTATATTAGTTCTGAAGCTGTTCAGAACTTACAAAAGAGCTGTTCAGTTG
ATACTTTGTCTGATGTTGTGCGTGTATAGATGGTCCTTGATTGCGGGTAGGCTT
CCAGGGAGGACTGCTAATGATGTCAAAGAAACTATTGGCATGGTCACCACCTG
AAAAAGAAGGTTCAGTTCCAGGAAGAAGGGAGAAAAAAACCCCAAACACATT
CTAAAACCAAAGCTATAAAGCCTCACCCTCACAAGTTCTCCAAAGCCTTGCCA
AGGTTTGAACTAAAAACTACAGCTGTGGATACTTTTGACACACAAGTAAGTAC
TTCCAGTAAGCCATCATCCACGTCACCACAACCGAATGATGACATCATATGGT
GGGAAAGCCTGTTAGCTGAGCATGCTCAAATGGATCAAGAAACTGACTTTTCG
GCTTCTGGAGAGATGCTTATCGCAAGCCTCTGGACAGAAGAAACTGCAACACA
GAAAAAGGGAACACATTCTAAAACCAAAGCTATAAAACCTCACCCTCACAAG
TTCTCCAAAGCCTTGCCAAGGTTTGAACTAAAAACTACAGCTGTGGATACTTTT
GACACACAAGTAAGTACTTCCAGTAAGCTGATCCACGTCACCACAACCGAATG
ATGACATCATATGGTGGGAAAGCCTGTTAGCTGAGCATGCTCAAATGGATCAA
GAAACTGACTTTTCGGCTTCTGGAGAGATGCTTATCGCAAGCCTCAGGACAGA
AGAAACTGCAGCACAGAAAAAGGGACCCATGGATGGTATGATTGAACAAATC
CAGGGAGGTGAGGGTGATTTTCCATTTGATGTGGGCTTCTGGGATACACCCAA
CACACAAGTAAATCATTTGATCTGATTTA

crer

1250 bp hosszusagu szakaszt, és az SNP primerek kapcsolodasa a ‘Bakator piros’ fajtaban.
Aldhuzott: C22 primer kapcsolodasi helye, sziirke keret: a K980 primer kapcsolodasi
helye.
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M1.2.: DNS kivonas

1. 100 mg friss vagy 20 mg liofilizalt levelet (n6vényi szovetet) elporitunk folyékony
nitrogénnel a -20°C-on eldhiitott dorzsmozsarakban. A finom port Eppendorf csdvekbe

helyezziik.

2. A mintakhoz 400 ul AP1 puffert, majd 4 ul RNase A-oldatot pipettazunk. A mintakat
vortexeljiik, majd 10 percre 65°C-ra helyezziik. Inkubalas kozben 2-3-szor megforgatjuk a

mintakat.
3. Az API1 puffert és az RNase A-t ne keverjiik ssze hasznalat elott.

4. Hozzamériink 130 pl AP2 puffert, 6sszerazzuk, 5 percre jégre tessziik. Ezutan 5 percig

centrifugéaljuk maximalis fordulatszamon, és a feliiliszot vissziik tovabb.

5. A mintakat QIAshredder csovekbe (Qiagen DNeasy® Plant Mini Kit-hez mellékelt

lila centrifugacsd) pipettazzuk, és 2 percig centrifugaljuk maximalis fordulatszdmon.
6. Az atfolyot uj csovekbe mérjiik.
7. A mintakhoz hozzaadunk 1,5 térfogatnyi AP3/E oldatot, pipettaval elkeverjiik.

8. Ebbdl 650 ul-nyi mennyiséget pipettaizunk a DNeasy mini spin nevii oszlopba (fehér
centrifugacsd), majd 1 percig centrifugaljuk 8000 rpm-nél nagyobb fordulatszamon. Az

alul megjelend folyadékot kiontjiik.
9. A maradék oldattal megismételjiik az el6z6 1€pést. A folyadékot itt is kiontjiik.

10. A DNS-t tartalmazd felsd részt athelyezziik a mellékelt Eppendorf csdbe, és
hozzamériink 500 pl AW puffert, 1 percig centrifugaljuk 8000 rpm-nél nagyobb

fordulatszdmon. Az alul megjelend folyadékot kiontjiik.

11. Megismételjik az el6z0 1épést, de itt 2 percig centrifugdlunk maximalis

fordulatszamon.
12. Az oszlopot j Eppendorf csébe tessziik.

13. 100 pl 65°C-os AE puffert mériink a membranra, 5 percig szobahdmérsékleten
inkubaljuk, majd 1 percig centrifugaljuk 8000 rpm-nél nagyobb fordulatszamon.

14. Az el6z6 pontot megismételjiik a mintdkon. Az atfolyo oldat tartalmazza a DNS-t.
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Halas koszonettel tartozom barataimnak és munkatarsaimnak: Toth-Lencsés Kittinek,
Bedzs6é Gabriellanak, Kovacs Laszlonak, Katona Melindanak, Kovacs Zsoéfianak, Bedo
Jankénak, Veres Anikénak, Bakos Gyorgyné Marikanak, Ocsai Sandorné Evikének,
Mendel Akosnak, Makovecz-Toth Zsofianak és a Genetikai, Mikrobiologiai- és
Biotechnoldgiai Intézet 6sszes dolgozdjanak, hogy tanacsaikkal, 6nzetlen segitségiikkel és
JO tanacsaikkal mindvégig tdmogattak.

Koszonet illeti meg testvéremet €s csaladjat, valamint baratnéimet Pivarcsi Edinat és
Makovicsné Zsohar Noémit folyamatos timogatasukért és biztato szavaikért.

Nagyon nagy haldval és koszonettel tartozom kedvesemnek, Norbinak, aki
mérhetetlen tiirelemmel, bizalommal és szeretettel az elmult tiz évben mindvégig
mellettem 4llt. Koszondm sziileinek, testvérének és nagymamdjanak, hogy mindig
tdmogattak.

Végiil, de nem utolsd6 sorban a legnagyobb koszonettel Edesanyamnak és

Edesapamnak tartozom, akik lankadatlanuk hittek bennem és tamogattak, mindent
elkovetve azért, hogy tanulmanyaimat elvégezhessem. Nélkiililk nem sikertiilt volna!
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