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1 MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

A termesztett sz616 (Vitis vinifera L. subsp. vinifera) az egyik legrégebbi és legfontosabb
kultarnévényliink. A sz616 egyik legfontosabb mindségi tulajdonsaga a bogyok szine. Ez sok
esetben meghatarozhatja egy-egy fajta felhasznalasi tipusat is: bor, csemege, sz6l6lé. Az
évezredek soran a mutaciok, a természetes hibridizacio, majd a 19. szazadtol kezdve a tudatos
nemesitési és szelekcios munka eredményeként szamtalan szinvaltozat alakult ki: fekete, kék,
piros, rozsaszin, sziirke és fehér/zold. A bogyok szinét a héjban felhalmozddd antocianok
mennyisége €s mindsége hatarozza meg. Az ezt meghatarozd genetikai faktorok tagabb
értelemben tehat fontos domesztikacidos géneknek is tekinthetéek a feltételezett 6s, a Vitis
sylvestris GMEL.-b61 t6rténd haziasitas soran.

A sz6l6fajok tobbségére és a Vitis vinifera L. fajtak sére jellemz6 fekete szinbdl ezek a
kiilonb6z6 szinvaltozatok az antocian bioszintézisben résztvevd gének és a miikodésiiket
szabalyozo transzkripcids faktorok mutacioi miatt alakultak ki. A fehér szin az UDP-gliikéz:
flavonoid 3-O-gliikoziltranszferaz (UFGT) enzim génjének miikodését szabalyozo két Myb

crcr

transzkripcios ~ faktor  (VWMybAl, VVMybA2) funkciovesztéses  mutaciojanak
torténd inszerciokra/deléciokra (INDEL), pontmutéciokra, illetve kimérizmusra és az ebbdl
adodo génexpresszios kiilonbségekre vezethetok vissza.

A GrapeGen06 EU projekt egyik fontos célkitlizése volt az eurdpai Gshonos fajtak
morfologiai és mikroszatellit markerekkel torténd leirasa, jellemzése, a szinonimak és
homonimék kiszlirése. A SZIE Genetika és Biotechnoldgia Intézete ebben a projektben
Osszesen 259 Magyarorszagon termesztett és nemesitett fajta és klon, koztik 97 karpat-
medencei fajta 12 mikroszatellit 10kuszban torténd jellemzését végezte el. A fajtak kdzott tobb
olyan csoport (szinvarians) is van, melyek SSR allélmintazata megegyezik, igy nem lehet
egyedi mikroszatellit ujjlenyomattal jellemezni.

Mivel ezek a fajtak, az un. rigymutansok (conculta) a bogyosziniikben kiilonboznek, igy
a koztiik 1évo genetikai kiilonbségek az antocian-bioszintézisben résztvevd génekben és

szabalyozo régiokban keresenddek.



Az utobbi évtizedekben az 0j fajtak nemesitése soran egyre nagyobb figyelmet forditanak
az Eszak-Amerikaban és Azsidban éshonos sz6l6 fajokra, amelyek értékes rezisztencia-
forrasok lehetnek a kiilonbozé biotikus €s abiotikus stresszekkel szemben. Novekvo
gazdasagi jelent6ségiik ellenére a Vitis fajok evolicidja még nincsen teljesen tisztazva. A
nemzetség filogenetikai, biogeografiai és taxondmiai kutatdsainak eredményei sokszor
ellentmondasosak és sokan megkérddjelezik a beldliik levont kovetkeztetéseket.

Annak ellenére, hogy a sz6l6fajok bogydszinében Iényegesen kisebb variaciok figyelhetok

meg, mint a Vitis vinifera fajtaknal, az antocian bioszintézist szabalyozo transzkripcios

c ey

crcr

vizsgalatara.

CELKITUZESEK:

Régi karpat-medencei fajtak VVMybAL transzkripcios faktor gén allélosszetételének
meghatarozasa és a felhasznalt markerek alkalmazhatdsaganak bizonyitasa.

Kilonb6z6 szarmazasu szinvariansok egyedi elkiilonitése VVMybAl és VvMybA2
allélosszetételiik meghatarozasaval.

A kiilonbozé f6ldrajzi eredeti sz6l6 fajok MybAl és MybA2 génjeivel szorosan
kapcsolt nem kddolo régidinak szekvencia-szintii 6sszehasonlitasaval egy 11 filogenetikai
kapcsolatrendszer felallitasa a Vitis nemzetségen beliil. A kapott eredményekbdl

elkészitett dendrogram szerkesztése és 0sszehasonlitasa a korabban publikalt adatokkal.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Novényanyag

A vizsgalatunkban felhasznalt karpat-medencei fajtakat a PTE Szdlészeti és Bordszati
Kutatoéintézet génbankjabol kaptuk. A tobbi eurdpai fajtak levélmintdit szintén a PTE Sz6lészeti
¢és Boraszati Kutatointézetbol, valamint a Szent Istvan Egyetem soroksari fajtagyiijtemeényébdl
kaptuk. A szolofajok a PTE Szolészeti és Boraszati Kutatointézet génbankjabol, a SZIE
soroksari, a németorszagi geiweilerhofi és az INRA franciaorszagi montpellieri

gyljteményébdl szarmaztak.

2.2  DNS kivonas

A Magyarorszagrol és Németorszagbdl szarmazo fiatal levélmintakat a DNS kivonasig -
70°C-on taroltuk, Franciaorszagbol vesszoket kaptunk, a DNS kivonasa hancsbol tortént,
minden esetben Qiagen DNeasy® Plant Mini Kit-el, a gyarto leirasa alapjan, majd a kinyert

DNS mennyiségét és mindségét Nanodrop spektrofotométerrel ellendriztiik.

2.3 A vizsgalatokban szerepld markerek é¢s PCR koriilmények

A 118 karpat-medencei fajta VVMybAL allélosszetételének meghatarozasahoz KOBAYASHI
és munkatarsai (2004) altal leirt primereket alkalmaztuk. Azokban az esetekben amikor a
VWMybAL allélspecifikus primerekkel nem tudtunk a fenotipusnak megfelelé vart genotipust
meghatarozni, a 20D18CB9 CAPS markerrel vizsgaltuk a fajtdkat, amelyet WALKER ¢és
munkatarai (2007) irtak le.

A polimeraz lancreakcidkat Bio-Rad iCycler késziilékben (Bio-Rad) végeztiik el, a
VVMybAL allélspecifikus vizsgalatban a touch-down PCR-t WTB-Taq polimeraz enzimet, mig
a Vitis fajok esetében Phusion® High-Fidelity DNS polimeraz enzimet hasznaltunk a gyarto

leirasaban megadott PCR koriilményeket hasznélva.



2.4 SNaPshot analizis és szekvenalas

A SNaPshot™ (Applied Biosystems) analizist a VvMybA2 génben talalhato
VvMybA2R44/K980 (WALKER et al. 2007) és a VVMybA2C22 (CARRASCO et al. 2015) SNP
polimorfizmust vizsgaltuk 43 karpat-medencei és egyéb eurdpai fajtakban. A SNaPshot™ SNP
szekvenalast KEREKES és munkatarsai (2015) alapjan hajtottuk végre.

A Vitis fajok filogenetikai vizsgalatat a VVMybA génekkel kapcsolt 20D18CB9 (WALKER et
al. 2006) CAPS markerrel amplifikalt PCR termék szekvenalasaval végeztiik el. A tisztitott
PCR termékeket pGEM-T Easy (Promega) vagy CloneJET1.2 (Thermo Scientific) klonozo
vektorba ligaltuk. A mintdk szekvenaldsit ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) késziilékben végeztiik el M13 univerzalis vagy pJET1.2 primerekkel.

A szekvencidk illesztéséhez a MEGAG programot, mig az illesztések grafikai bemutatasdhoz a
BioEdit 7.2.5. programot hasznaltuk. A filogenetikai fa elkészitéséhez Megalign (Lasergene)

programot hasznaltunk Clustal W algoritmus alapjan, 1000-es bootstrap érték megadasaval.



3  EREDMENYEK

3.1 Karpat-medencei fajtak VVMybA1 allél polimorfizmusanak meghatarozasa

A régi karpat-medencei fajtak VVMybAL allélosszetételének meghatarozasa soran a

VVMybALl és a 20D18CB9 allélspecifikus primereket hasznaltuk (KOBAYASHI et al. 2004,
WALKER et al. 2006).
A 118 karpat-medencei fajtabol 78 VvMybAla/a genotipusu, tehat mindkét alléljan kimutathato
a Gret-1 inszercio, amely fehér fenotipus kialakulasat eredményezi. Ez a 78 fajta tartalmazza
azt a 4 fajtat is (‘Gohér piros’, ‘Rozséas leanyka’, ‘Szeredi’, ‘Hamusz6l6’), amelyek szines
bogyoval rendelkeznek ugyan, de ezt egyik altalunk hasznalt VVMybAL marker rendszerrel nem
sikeriilt kimutatni.

A fajtak koziil 33 VvMybAla/c allél kombinaciot sikeriilt meghatarozni, tehat egyik allélja
funkcioképtelen a Gret-1 inszercio miatt, mig masik allélja a vad tipusu funkcioképes allélt
hordozza. 3 fajta (‘K6dos’, ‘Kék tihanyi’, ‘Totika’) esetében a VvMybAlc Gret-1 inszercio
nélkiili vad tipust allélt sikeriilt kimutatni homozigéta formaban. Végiil 4 fajta esetében
(‘Furmint piros’, ‘Kéknyelii 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 szekvenciajara utald ‘b’
allélt sikeriilt kimutatni, amely a ‘c’ allélhoz hasonléan szintén egy funkcidképes, szines
fenotipust eredményez6 allél.

A fajtak jelentGs része a bogyodszinének megfelelé VVMybAL allél Gsszetételt tartalmazza,
de a ‘Gohér piros’ (Rg), a ‘Hamuszdlo’ (G), a ‘Rozsés leanyka’ (Rg) és a ‘Szeredi’ (Rg)
esetében nem sikertilt piros allélra specifikus fragmentumot kimutatni. 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.



3.2 Sz6lo riigymutansok elkiilonitése SNP polimorfizmus alapjan

Korabbi munkakban is vizsgaltak mar, és probaltak elkiiloniteni az egyes fajtacsoportokba
tartozo szolo fajtakat SSR és a VVMybA1 transzkripcios faktor polimorfizmusa alapjan (SZOKE
etal. 2012, BODOR & SZOKE et al. 2014). Ezek koziil azonban nem minden concultdba tartozo
fajtat sikeriilt elkiiloniteni egymastol.

A sikeres elkiilonités érdekében kezdtiik meg a fajtak SNP alapu vizsgalatat, amelyet a

VWMybA2 transzkripcios faktort kodold gén muticidja alapjan hataroztunk meg. VVMybA2
transzkripcios faktor génjének kodold szekvenciaban tortént pontmutaciok miatt az antocian
bioszintézis blokkolt.
SNP polimorfizmus alapjan sikertilt elkiiloniteniink a ‘Csiljaki beliij’ és ‘Csiljaki kraszniij’,
valamint a ‘Huszajne belilj’ 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 kiillonbséget tenni SNP polimorfizmus alapjan. A ‘Bakator piros’ és a ‘Bakator
tiid6szinli’szomatikus mutansokat sem VVMybAL, sem VVMybA2 polimorfizmusuk alapjan nem
tudtuk elkiiloniteni, igy az eltérd szin pontos genetikai hatterét nem ismerjiik. A ‘Gohér piros’
VVMybA2 polimorfizmusa alapjan megkiilonboztethetd volt a fajtacsoportjanak tobbi tagjatol,
viszont a ‘Gohér fehér’ és a ‘Gohér valtozo’ fajtakat nem sikeriilt SNP polimorfizmus alapjan
elkiiloniteni egymastol. A ‘Bajor kék’ fajtat sikeriilt elkiiloniteni a ‘Bajor sziirke’ és
‘feketefaja’-tol, de az el6z6 fajtacsoporthoz hasonléan ebben az esetben sem sikeriilt SNP
polimorfizmust kimutatni a két fajta kozott. A ‘Baratcsuha’ két szinvariansa k6zott sem tudtunk
polimorfizmust kimutatni, hasonldéan az ‘Muskotaly’- és az ‘Oportd’ fajtakdrbe tartozé tagok
kozott. A ‘Lisztes piros’ és a ‘Furmint piros’ fajtakat VVMybA1 alapjan igen, de VvMybA2
alapjan nem tudtuk elkiiloniteni a conculta tobbi tagjatol, vagyis SNP vizsgalat alapjan azonos
allélmintazatot sikeriilt kimutatnunk.

A VVMybA2 gén SNP polimorfizmusat vizsgalva a ‘Gohér piros’ (Rg) és a ‘Rozsas lednyka’
(Rg) esetében két funkcioképes allélt mutattunk ki (K980: T/G, C22: T/G), ami lehetdvé teszi
a szinanyag termelést. A ‘Hamusz616’ (G) esetében nem végeztiink SNP vizsgalatot.

A ‘Szeredi’ (Rg) esetében az SNP polimorfizmus homozigdta mutans allélt mutatott ki
(K980: T/T, C22: T/T), tehat a VVMybAl és VWMybA2 gének vizsgalata fehér bogydszin

kialakulasanak molekularis hatterét igazolja.



Fenotipusos megjelenése alapjan azonban egyértelmii, hogy zajlik antocian bioszintézis.
Ezekben az esetekben tovabbi markerrendszerekkel vald vizsgalatok jelenthetnek megoldast,
hogy kimutathassuk a szinanyag megjelenésének genetikai hatterét.

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



3.3 \Vitis fajok filogenetikai vizsgalata

Munkank soran a VVMybAL 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. Elézetes vizsgalataink
alapjan ez az egyébként CAPS marker mar restrikcidos emésztés nélkiil, agaréz gélen is
detektalhato hosszpolimorfizmust mutatott a V. vinifera L. és a fajok k6zott. Ezeknek az alapjan
ugy gondoltuk, hogy a 20D18CB9 marker alkalmas lehet a fajok elterjedési teriiletiik és
szarmazasuk alapjan torténd elkiilonitésére.

A vizsgalatainkban Osszesen 34 faj, 25 észak-amerikai, 8 dzsiai és a 2 eurazsiai faj szerepel.
A PCR fragmentumok szekvenalasa és a szekvenciak illesztése alapjan a vizsgalt 25 észak-
amerikai faj koziil 15 ugyanabban a pozicidban egy 34 bp méretii deléciot hordoz.

A V. californica ENGELM. és Muscadinia rotundifolia SMALL. a t6bbitél eltéré helyen,
tartalmaz egy 21, illetve egy 26 bp méretli deléciot a 20D18CB9 allélben. Az azsiai- és eurazsiai
fajok egyike sem tartalmazza ezt a deléciét, igy kiilon csoportot képeznek. Az észak-amerikai
fajok koziil 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 hordozd észak-

amerikai fajoktol.
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Bootstrap Trials = 1000

1. abra: A 20D18CB9 marker szekvencidjanak 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.
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3.4  Uj tudomanyos eredmények

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

VvMybAlc) vonatkozo6 polimorfizmusat.

2. Elsoként végeztiik el a VVMybA2 lokuszban 41 fajta SNP szekvenalasat, koztiik karpat-
medencei riigymutansokét €s mas eurodpai fajtakét.
2/1. SNP polimorfizmus alapjan elkiilonitett fajtak: ‘Korinthusi piros’, ‘Piquepoul noir’, ‘Bajor

kék’, ‘Gohér piros’, ‘Csiljaki kraszniij’, ‘Huszajne kraszniij’.

2/2. SNP polimorfizmus alapjan funkcioképes allél jelenlétét mutattuk ki a ‘Rozsas leanyka’,

‘Gohér piros’ és a ‘Csiljaki kraszniij’ fajtakban.

3. Els6ként hasznaltuk szolofajok filogenetikai elemzésére a bogyoszint meghatarozo
VWMybALl ¢és VVMybA2 transzkripcids faktorokat kodold génekkel kapcsolt 20D18CB9
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 deléciokat

talaltunk, amelyek a késobbiekben fajspecifikus markerként is hasznalhatoak.
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4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Korabbi munkaink soran a VVMybA transzkripcios faktorokat kodold génekre tervezett PCR
alapu markerekkel sikeresen elkiilonitettiink olyan 6shonos riigymutansokat, amelyek a
bogyohéj szinében kiillonboznek (BODOR & SzOKE et al. 2014, KEREKES et al. 2015).

Az egyes fajtacsoportokra kapott eredményekbdl szarmazasi kapcsolatokra is kovetkeztetni
tudunk. Mivel a ‘Lisztes piros’, a ‘Furmint piros’ és a ‘Muskotaly piros’ a VVMybA1b allélt
tartalmazzak, ezek a fehér szinvaltozatbdl alakultak ki a Gret-1 retrotranszpozon
kivagddasaval. A muskotalyos fajtdk koziil a fekete szinvéltozatban kimutattuk az 0Osi
retrotranszpozont nem tartalmazé VVMybALc allélt, igy ez tekinthetd koziiliik a legrégebbinek.

A ‘Kodos’ (N), ‘Keék tihanyi’ (N) és a “Tétika’ (N) régi karpat-medencei fajtadk homozigéta
formaban hordozzak a VVMybA1c allélt. A VVMybA2 gén SNP polimorfizmusanak vizsgalata
még nem tortént meg, amelyb6l megbizhatobb kovetkeztetést tudnank levonni a fajtak 6si
jellegérél, mindenesetre az, hogy homozigbta formaban hordozzak a VvMybAlc allélt
mindenképp 0Osi jellegre enged kovetkeztetni, hiszen a Gret-1 retrotranszpozon inszercidja
kés6ébb tortént meg. Ezt az evollcids eseményt a V. vinifera L. fajtakban mutattak ki a t6bbi
fajtol vald elvalas utan.

A vizsgalt fajtak jelentés része a bogyoszinének megfeleldé VVMybAL allél Gsszetételt
tartalmazza, de a ‘Gohér piros’ (Rg), a ‘Hamuszo616’ (G), a ‘Rozsas 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
bogyoszint.

A ‘Szeredi’ (Rg) esetében az SNP polimorfizmus homozigéta mutans allélt mutatott ki
(K980: T/T, C22: T/T), tehat a VVMybAl és VWMybA2 gének vizsgalata fehér bogydszin
kialakulasanak molekularis hatterét igazolja. Fenotipusos megjelenése alapjan azonban
egyértelmii, hogy zajlik antocian bioszintézis. Ezekben az esetekben tovabbi
markerrendszerekkel valo vizsgélatok jelenthetnek megoldast, hogy kimutathassuk a szinanyag
megjelenésének genetikai hatterét.

Az észak-amerikai és azsiai sz6l6 fajok tobbségének bogyoja fekete vagy sotétkék szinl,
amely az antocian bioszintézist szabalyozé Myb transzkripcios faktor gének nagyfokua

konzervaltsagara utalhatnak (PEROS et al. 2015).
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Ennek ellenére, munkank sordn a VWMybA génekkel kapcsolt 20D18CB9 markerrel mar
agaroz gélen is detektalhatd hosszpolimorfizmust figyeltink meg a fajok kozott.
Szekvenciaszintii elemzéseink alapjan egyes ¢szak-amerikai és az azsiai fajok kozott
kiilonbséget talaltunk egy 34 bp méretli delécio, és tobb pontmutacié formajaban. Azok az
¢szak-amerikai fajok, amelyek nem hordozzak ezt a deléciot, az azsiai fajokkal mutatnak
szorosabb rokonsagi kapcsolatot. Ez az eredmény a sz6l6 fajok terjedésével magyarazhato,
amely alatimasztja DONOGHUE et al. (2001) feltételezését, miszerint a sz616 Azsiabol a Bering

szoroson keresztiil jutott 4t az Ujvilagba.
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