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ABSTRACT -,,DNA ampelography”: description of grapevine vareties with microsatellite-based DNA
barcodes .
Microsatellite or SSR (Simple Sequence Repeats) fingerprints have become efficient tools for
characterizing the grapevine cultivars. They are appropriate not only for genotyping, but for revealing the
geographic origin and pedigree of the varieties in case the putative or possible parents still exist and can be
involved in the analyses. Homonyms and synonyms can also be identified by means of the SSR patterns. In
our present study altogether 101 varieties were analyzed at 6 microsatellite loci: 97 autochthonous in the
Carpathian Basin, 1 of Hungarian breeding origin (Csabagydngye) and 3 international cultivars (Heunisch
weiss, Pinot noir, Muscat Ottonel). The allele size data obtained can help in determining the genetic distances
between the cultivars; tracing down pedigrees of the varieties; discovering primary and secondary
relationships between grapevine cultivars. The data are accessible in the Hungarian Microsatellite/SSR
Database (http://www.mkk.szie.hu/dep/gent/).

Kulesszavak: sz616fajtdk, DNS ujjlenyomat, mikroszatellit allél, karpat-medencei fajtak,
DNS vonalkdd, Magyar Sz616 Mikroszatellit Adatbazis
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BEVEZETES

A DNS ujjlenyomat kifejezést 1985-ben Jeffrey €s munkatdrsai irtdk le a humdn
genom varidbilis régidira, amely azéta a novényfajok és fajtdk DNS szintl jellemzésének
is nélkiilozhetetlen eszkoze. A DNS molekuldban taldlhaté polimorfizmusok kivadléan
haszndlhatéak genotipizaldsra, e tekintetben a névényi genom mindhdrom komponense
(sejtmagi, mitokondridlis és kloroplasztisz) alkalmas objektum. A hiromkomponensi
névényi genomon belill a nem-k6dolé ismétl6do, a riboszémdlis RNS-eket és fehérjéket
kédolé gének szekvencidi is forrdsai a DNS ujjlenyomatoknak a kiilénb6z6 fajokban, igy a
sz6lében (Vitis vinifera L.) is. Ennek alapjan tobbféle PCR (Polymerase Chain Reaction)
alapi molekuldris markerrendszert fejlesztettek ki, amelyek koziil kiemelkedd jelentdségii
a mikroszatellit vagy SSR (Simple sequence repeat) médszer.

A ndvényi sejtmagi genomra jellemz0, hogy fajtdl fiiggden, 10-90 %, s6t akar 90
%-ot is meghaladd mértékben, rovid monoton ismétlédé motivumokat tartalmaz. Az
ismétloédod egységek lehetnek di, tri, tetra és pentanukleotidok (SSR egység £ 6 nt). Mig az
emlés genomra az (AC), vagy (AG),, (CG),, a névényekre (TA), (AG/TC) ,, (AC/TG),
motivum jellemz6. Ezek az ismétlodések a genomban egyenletesen oszlanak el, helyiik a
kromoszémékon meghatdrozhat6.
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Az ismétlédések hatdrszekvencidi nagyfoku konzervativizmust mutatnak, az ezekre
a hatdrszekvencidkra tervezett PCR primerekkel az ismétlédé motivumok
felszaporithatéak. Ha a monoton motivum eltérd szdmban ismétlodik két genotipusban,
akkor a PCR termék mérete el fog térni egymadstdl, in. hossz-polimorfizmust fog mutatni,
tehat az SSR mdédszer a lehetdvé teszi a vonalak elkiilonitését, egyedi DNS ujjlenyomatok
meghatdrozdsat. Azért is alkalmazzdk széleskériien az SSR markereket genotipizilisra,
mert kodomindnsak, az eredmények reprodukalhatdak, és a diploid fajok egy-egy
mikroszatellit lokuszdban felszaporodé egy vagy két fragmentum (allél) pontos mérettel
jellemezhetd. A bp-ban kifejezett szdmadatok a laboratériumok kozotti informacié cserét is
egyszerlsitik a gélfotékon rogzitett mintdzathoz képest.

A genetikai forrdsok megdrzése, jellemzése megkoveteli, hogy fenntartsuk a régi
fajtakat €s a maiakkal egyiitt precizen, objektiven jellemezziikk Oket. A morfoldgiai
tulajdonsdgokon kiviil a sz6l6fajtdk leirdsdban a DNS marker-rendszereket is figyelembe
kell venni mint kiegészité ,,bélyegeket”, ,,DNS-ampelografiai” paraméterekkel is célszerii
leirni a fajtdkat, a génbanki gyljtemények tételeit. Vizsgdlataink célja az volt, hogy a
Karpat-medencében sok évszazadon keresztiil termesztett 97, 3 nemzetkdzi (Heunisch
weiss, Muscat Ottonel/Cttonel Muskotdly és Pinot noir) és a koraisdgardl hires, magyar
Csabagyongye fajtdk DNS ujjlenyomatat meghatdrozzuk, €s megvizsgiljuk, hogy 6
mikroszatellit lokuszban kapott allélmintdzat alapjan a fajtdk megkiilonboztethetdek-e.

A 6 mikroszatellit primerrel kapott allélosszetétel, illetve allélméretek alapjan 97
fajtat egyértelmiien el lehetett kiiloniteni egymdstél. Néhany fajta bogydszin valtozatdnak
esetében az SSR ujjlenyomat azonosnak bizonyult (KozMA et al. 2004), HALASZ et al.
2005). A 6 SSR lokusz egyedi alléljeib6]l DNS vonalkddokat szerkesztettiink, amelyek a
mikroszatellit mintdzatinak Osszehasonlitisdt tovdbb egyszerlsitik, a fajtdk DNS szintii
megkiilonboztetése egyetlen pillantdssal lehetséges.

ANYAG ES MODSZER

A genomi DNS-t fiatal szdldlevelekbdl a DNeasy® Plant Mini kittel (Qiagen) a
gyarto leirdsa szerint és LODHI et al. (1994) médszerével izolaltuk.

A PCR reakciodkat és a mikroszatellit allélméretek meghatarozdsat a HALASZ (2005)
altal leirtak szerint hajtottuk végre 6 SSR lokuszban (ScuO8vv, SculOvv VVMD?21,
VVMD36, ssrVrZagb4 és ssrVrZag79) végeztiik. A forward primereket Cy-5 fluoreszcens
festékkel jeloltik (IDT Inc., BioSciences Kft. Budapest). A PCR termékeket 8%-os
denaturdlé poliakrilamid gélen (Amersham Biosciences, AP Hungary Kft. Budapest)
vélasztottuk el. Az allélméreteket ALFexpress II DNS analizatorral (Amersham
Biosciences, AP Hungary Kft. Budapest) hatdroztuk meg ALFexpress™sizer
molekulatomeg standard alkalmazdsdval.

A mikroszatellit DNS vonalkédokat a Microsoft Office Excel 2003 programmal
készitettiik.

EREDMENYEK

A 101 fajta elemzése 97 esetben egyedi, diszkriminativ mikroszatellit ujjlenyomatot
eredményezett (1. tdbldzat), tehdt a fajtdk egyértelmilen jellemezhetdéek az SSR
allélszerkezet alapjan (HALASZ et al. 2005). Csak a Bakator (piros-tiidészin) a Gohér
(piros-fehér-valtoz6) és a Lisztes (piros-fehér) fajtak bogy6szin véltozatai adtak azonos
allélmintédzatot a kivalasztott 6 primerpérral.
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1. tdbldzat Sz0l6fajtdk mikroszatellit allélméretei 6 SSR lokuszban

7 CAlgméretek: (b

185185 | 202208 | 250-259 254-276 | 161-165 | 254-260

185-185 202-208 250-250 264-266 | 141-145 246-254

185-192 202-202 244-250 254-264 145-165 252-262

185-192 202-208 250-257 252-252 145-165 252-262

185-192 202-208 |  250-257 | 254-254 145-165 | 252-262

185-185 214-214 244-250 | 264-266 141-145 254-254

185-185 202-208 250-250 | 264-264 141-165 | 252-262

185-185 202-208 | 244-257 | 266-288 | 145-165 | 254-254

185-185 | 202-208 | 244-257 266-288 | 145-165 254-254

185-192 | 202-208 . || 250-250 252-264 141-165 | 240-262

185-192 202-208 | 244-259 276-288 | 145-165 | 240-254

185-192 | 202-202 250-250 254-276 161-165 | 252-252

185-192 | 208-214 250-259 264-276 | 141-145 | 252-252

185-185 | 208-211 250-257 254-288 161-161 | 254-262

185-185 | 208-214 244-250 | 254-288 | 139-145 | 254-262

185-185 | 202-214 250-257 264-266 | 139-165 | 262-262

185-185 | 202-205 250-250 264-264 | 161-161 250-262

185-185 | 214-214 | 244250 | 264-266 139-145 254-262

185-185 | 202-205 | 244-250 276-296 | 145-165 | 248-252

185-192 | 202-208 | 250-250 | 244-254 141-165 [ 254-254

185-185. 208-214 250-250 | 244-254 | 145-145 242-254

185-185 202-208 | 257-257 | 254-276 | 141-161 [ 254-262

185-185 208-217 257-257 | 244-264 | 143-161 | 254-258

185-185: 202-208 257-257 | 288-288 161-165: 240-254

185-185 | 208-211 257-257 | 288-288 | 141-145 240-262

185-185 202-208 250-250 | 264-288 | 139-165 | 254-254

185-185 | 202-202 244-257 | 254-288 141-165 | 254-262

185-185 | 202-214 244-250 | 264-264 145-165 246-254

185-185 | 202-202 244-250 | 258-276 | 139-139 240-254

185-192 | 202-214 250-257 | 264-266 | 139-165 262-262

185-192. || 202-208 250-259 | 254-276 | 161-165 | 240-252

185-192 | 202-208 250-257 254-276 161-165 | 240-252

185-192 | 208-208 244-244 254-276 145-145 | 252-252

185-192 208-208 | 244-244 264-288 145-145. | 240-252

185-192 208-211 | 250-257 254-264 | 141-161 | 250-254

185-185 208-214 244-250 266-276 159-165 | 240-254

185-192 | 202-208 244-257 | 254-288 | 141-145 252-262

185-192 202-208: 244-257 | 254-288 | 141-145 | 252-262

185-192 202-208 244-257 254-288 | 145-145 252-262

185-185 | 208-214 [ 250-259 | 254-266 | 139-145 [ 252-252

188-188 208-217 244-267 244-254 141-157 | 252-258

185-185 208-208 250-250 264-276 139-141 | 248-254

185-185 | 202-208 244-259 264-276 | 145-165 240-254

185-185 | 208-214 244-257 254-288 141-145 240-254

185-185 208-214 244-250 254-276 139-161 240-246

185-185 208-214 244-250 | 254-276 141-161 | 240-254

185-185 | 208-208 250-257 264-276 141-165 240-252

185-185 208-214 250-250 266-276 145-165 | 252-252

185-185 202-208 | 250-257 | 264-270 | 159-165 | 252-262

185-185 202-208 | 244-250 | 252-264 159-165 252-254

185-185 208-214 | 244-250 | 254-266 | 161-161 [ 252-252

185-185 202-208 250-259 | 266-288 | 145-165 254-262
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1. tabldzat: Sz616fajtak mikroszatellit allélméretei 6 SSR lokuszban (tablizat
folytatasa)

Sor- - . - "Fajtai Allélméretek (bp) a lokuszokban

szém. | Scu8vv SculQvv VVMD21 VVMD36 VrZag64 ViZag79
53. Kolontér . ) 185-192 | 202-208 244-250 254-264 141-145 252-262
54. . | Kovéacsi. . - 185-192 | 208-208 257-257 264-288 161-161 254-254
55. - | Kovédcskréger- 185-185 | 202-211 250-257 254-264 145-161 252-254
56:  |'Kozma ] : 185-185 202-208 257-267 254-264 141-145 262-262
57| Kodos: - . - ) .| 185-185 208-208 257-259 254-276 145-165 252-252
58.- | K6poros * 185-185 208-214 257-259 264-266 145-165 254-260
59 | Kovérszals - : 185-185 208-208 250-259 264-266 145-161 240-254
60 .| Pécsi‘dinka 185-185 202-208 244-244 254-288 141-145 252-254
61.- " }:Kovidinka. 185-185 208-214 244-250 264-264 139-141 254-262
62. " “|:Urémi:dinka - 185-185 214-214 250-250 266-276 145-161 246-254
63... |Vorosdinka .. 185-185 208-214 244-250 254-264 139-145 254-262
| 'Zold dinka . 185-185 202-208 244-257 264-264 145-145 254-254
CCPKibelit e 185-185 208-214 257-259 264-266 161-165 254-260

4 Lanysz6lé. - - 185-185 208-211 250-257 254-276 161-161 252-254
675 Lagyleveliis: > ] 185-185 202-214 250-250 254-254 165-165 252-254
68 [Lednyka o .| 185-185 202-208 250-250 266-276 161-165 240-254
69| Lisztes:fehér <. . - 185-185 208-208 250-257 276-288 141-161 250-258
703 | LisZtes piros: - o .4 185-185 208-208 250-257 276-288 141-161 250-258
7). f Magyarka®: 185-192 208-208 244-250 264-288 145-165 250-256
720 [ Mézéstehér ; 185-192 208-214 250-257 266-276 141-165 254-262
T3eMustos oi0 w0 ] 185-185 208-214 244-250 254-276 145-161 246-252
74. 7| Pettyesszols 185-185 202-208 244-244 254-288 145-165 250-250
7557 |\Pécsi'szagos ' 185-185 208-211 257-267 264-288 161-161 254-258
76 .+ | Pirosigrdndt ... . 185-185 208-214 244-250 254-264 139-145 250-254
77 ") Piros tokos ) 185-185 202-214 244-250 276-288 145-165 252-254
78 Lf[Polyhos " . - .| 185-185 202-208 244-259 254-288 145-161 252-262
79.57 ;i Pozsonyi: " .. L 185-192 202-214 244-259 264-264 139-145 254-254
80.. 7| Purcsin . -1 185-185 208-214 250-250 254-276 161-165 250-258
-81....¢Rakszdl6:. ... .- - | 185-185 208-214 244-244 254-266 139-161 254-254
820 | Rékafarki: 185-185 208-214 250-250 264-276 141-165 240-246
832+ I'Rohadé. ’ 185-185 208-208 250-257 264-276 145-161 250-258
84.. " |'Sérfehér L 185-192 202-208 244-250 264-264 139-165 252-254
85.:" ’|-Sdrpiros 185-185 202-208 244-244 264-288 145-165 254-260
86... -|:Somszdlé L 185-185 202-214 244-250 252-256 139-153 254-254
87.- . |'Szagos bajnir 185-185 205-208 250-250 264-288 139-161 250-262
88.  I'Szeredi a 185-185 202-202 250-257 254-276 145-161 252-252
89. - | Szerémi . . 185-185 202-208 250-250 276-276 161-165 252-258
90. Szbke sz616 185-185 202-208 244-250 272-276 139-145 254-260
91. Tihanyi = . - 185-185 208-208 257-267 254-264 145-161 252-262
92. Tétika . 185-185 202-208 250-257 254-276 145-165 | 252-254
93..  {Tokszdlo: - 185-185 208-214 257-257 264-276 161-165 240-262
94. | Tulipiros . 185-185 208-208 244-244 254-288 145-161 246-252
95. Tiikorsz616 185-185 202-214 250-250 254-264 161-165 246-262
96. Tiiskéspipa 185-185 208-211 257-257 254-288 145-161 254-262
97. Vékonyhéji ) 185-185 202-208 250-250 264-276 161-165 246-262
98. Csabagydngye 185-185 208-214 244-267 264-296 161-161 258-262
99. | Ottonel muskotily 185-185 208-214 244-267 264-276 139-161 258-262
100. | Heunisch weiss 185-185 208-214 250-250 264-276 161-161 240-246
101. | Pinot noir 185-192 205-217 250-250 254-254 141-165 242-248

Ezek ﬁjabb - mds genotipusok esetében polimorf - mikroszatellit primerekkel sem
bizonyultak megkiilonboztethetdnek. Hasonl6é eredményrdl szamolt be SEFC et al. (2000)
is, 100 fajtat 10 SSR primerrel vizsgdlva a szinvaltozatok elkiilonitése nem volt lehetséges.
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A Kkérpit-medencei fajtdk allélméretei a nemzetkdzi fajtdkéval azonos
mérettartomanyba esnek a 6 mikroszatellit lokuszban. Az erre a 4 fajtdra rendelkezésre 4116
irodalmi adatok lehetdséget adtak a mds laboratériumok eredményeivel valé
Osszehasonlitdsra HALASZ et al. (2005). A VVMD36 primerrel a Heunisch weiss, Pinot
noir €s az Ottonel muskotaly mintdkra meghatdrozott adataink pontosan megegyeznek a
BOWERS et al. (1999), REGNER et al. (2000), valamint CRESPAN és MILANI (2001) 4ltal
kozolt ériékekkel. A VVMD21, VVMD?36, sstVIZAG64 és sstVrZAg79 primerekkel a 4
fajtdndl (Csabagyongye, Heunisch weiss, Ottonel muskotély, Pinot noir) mi a nemzetkozi
adatoknal (BOWERS et al. 1999, SEFC et al. 1998, LEFORT és ROUBELAKIS-ANGELAKIS
2001) 1-4 bp-ral nagyobb értéket hatdroztunk meg. Hasonlé eltérések mas laboratériumok
vizsgélataiban is megfigyelhetéek (CREASPAN és MILANI 2001, REGNER et al. 2000), Az
eltérést okozhatja az allélméret meghatdrozasdra alkalmazott kiilonb6z6 DNS-fragmentum
analizis. Azonos mddszer esetén is megfigyelhetdek azonban kiilonbségek, amire nem
egyszerll a magyardzat. THIS et al. (2004) szerint az ilyen méretkiilonbségeknek az is lehet
az oka, hogy a Taq polimerdzok egyes tipusai extra nukleotidokat épitenek be a DNS
molekuléba.

Az SSR markerek széleskorii alkalmazdsdnak a nagyfokd polimorfizmus, a
megbizhatd elemezhetdség mellett a fragmentumok méretének szdmszeriisitése is oka. Az
1. tablazat a 101 fajtara a 6 SSR primerparral Osszesen 1212 adatot tartalmaz, amelyek
objektiven jellemzik a genotipusokat, valéban alkalmasak is a fajtdk megkiilonboztetésére,
de elmélyiiit tanulmédnyozéast igényelnek, pdronkénti Osszehasonlitidssal lehet csak
meggy6zddni arrdl, hogy az egyes lokuszokban egyeznek vagy eltérnek az allélméretek.

Furmint
Csabagyéngye
Ottonel Muskotaly
Tkorsz6lo
Heunisch weiss
Pinot noir
Kirélyieéﬁyka
Kévérszolo
Leanyka
Csdékaszdlé
Lisztes fehér
Lisztes piros

1. dbra “DNS-ampelografia” — sz6l6fajtdk azonositisdra alkalmas DNS-(mikroszatellit)
vonalkédok. A vonalkédok a Furmint esetében a 6 primerrel (ScuO8vv, SculOvv,
VVMD21, VVMD36, ssrVrZag64, ssrVrZag79) meghatirozott kovetkez6 allélméreteket
jelentik (balrdl jobbra): 161; 165; 185;192; 202; 208; 240; 250; 252; 254; 259; 276 (bp
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KOVETKEZTETESEK

A mikroszatellit elemzési adatokbdl 1étrehoztuk a Magyar Sz616 Mikroszatellit /
SSR Adatbdazist (Hungarian Vitis Microsatellite / SSR Database), amely pillanatnyilag 103
fajta 6 mikroszatellit primerparral kapott adatait tartalmazza (Kiss et al. 2006), bovitése
azonban folyamatos. Az adatbdzis létrehozdsanak az volt a célja, hogy az oktatdsban, a
kutatdsban szdlovel foglalkoz6 szakemberek, egyetemi hallgaték, érdekléddk
felhaszndlhassdk az SSR allélméret adatokat. Az adatbdzis a Szent Istvdn Egyetem
Genetika és Biotechnolégiai Intézetének honlapjén érhetd el:
http://mkk.szie.hu/dep/gent/.

Hogy egyetlen pillantassal is lathassuk, hogy a mikroszatellit markerekkel valéban
a genotipusra jellemz6é egyedi DNS ujjlenyomatot kapunk, az adatokbdl a fajtakat
azonosité vonalkédot szerkesztettiink. Ebbdl 12 fajtdt (Csabagyongye, Csékaszdlo,
Furmint, Heunisch weiss, Kirdlylednyka, Kovérsz6ld, Lednyka, Lisztes fehér, Lisztes
piros, Ottonel muskotdly/Muscat ottonel, Pinot noir) mutatunk be az 1. dbrdn. A fajtak
kozotti kitllonbség (Furmint — Csabagyongye - Ottonel muskotdly) vagy egyezés (Lisztes
piros - Lisztes fehér) a DNS-vonalkéd alapjan konnyen leolvashaté szabad szemmel is
vagy kédleolvaséval. Ebben a cikkben csak 12 fajtdra mutatjuk be a DNS ujjlenyomatok
vonalkédos megjelenitését, de mar kozel 150 fajtat jellemeztiink 12 lokuszban ezzel a
modszerrel. A mikroszatellit allélméreteknek ebben a formdban valé 4brdzoldsa a
fajtavédelemben, azonositdsban konnyen attekinthetd és kezelhetd megoldést jelent, amely
vitds kereskedelmi helyzetekben is gyorsan, megbizhatéan alkalmazhatd.
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