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1. Bevezetés és céelkizés

A sz616 kulturaba vétele a Neolitikus korszakban indulgmi€r.e. 5000 évvel Sziriaban
és ezt kovéten terjedt szét a mediterran vidékekre, az embignaciot kovetve (Goor,
1996). A tobb ezer éves @ékultira nagyon sok fajta létrejéttét eredményezik.
szléfajtdk szama 10 000 kordli, de déthba szambdl a tényleges fajta szam 6000,
aminek oka a homonima és a szinonima jelenséganfohima azt jelenti, hogy két
kulonbo® fajtat ugyanazon a tertleten honositottak meg gdmnazt a nevet kapta,
tehat két kulonbdz genotipus kapott ugyanolyan nevet. A szinonimdgpatkor all
fenn, ha egy-egy fajtat Uj tertleten honositottadgmennek soran 0j nevet kapott, de

ugyanarrol a fajtarél van sz6 (Lencsés és mtsdiQR0

Németh Marton a $itoéfajtakat fajtacsoportokba, Un.concultdkba sorolta.
Morfoldgiailag hasonlé (vitorla szine, valamintsiz6ttsége), de bogydszinben ditér
fajtak tartoznak egyoncultdba A Karpat- medencében termesztett fajtak kozott a
kovetked fajtacsoportokat kulénitette elAramon, Bajor, Bakator, Baratcsuha,
Cabernet, Chardonnay, Chasselas, Clairette, Furmi@amay, Gohér, Izsaki,
Jardovany, Kadarka, Lisztes, Medoc, Muskotaly, @pddrtlibi, Othello, Pinot, Rajnai
rizling, Rozaki, Sauvignon, Veltelini 1., Veltelibi. A szl6bogyé szinében nagy
variabilitas figyelhei meg, a feketét a piroson, a r6zsaszinen és a szirkén at a ¢ehéri
(zoldig). A szin- mutacio a 8l héjaban gyakori esemény, ami kbnnyen észretafset
az egyik legfontosabb tulajdonsag, amit alkalmaznakelekcidoban és a szaporitdsban.
Egy fajtacsoporton belll kék, szirke, fekete, pimawsaszin, fehér bogydju fajtak
talalhatok. Ezek rigymutacioval alakultak ki a kekapfajtdbol. Azonban egy
concultaba keriltek olyan fajtak is, melyek nem rigymutaciedményei, hanem
spontan atkeresztédés, vagy tudatos keresztezés kdvetkezmény&ordul, hogy két
fajta k6zott semmilyen rokoni kapcsolat nincgrfbhcz, 2005).

A molekularis azonositasdsizér azRFLP (restriction fragment length polymorphism)
modszerrel valdsult meg, #CR technika kifejlesztése utan génspecifikus és
mikroszatellit primerek alkalmazésaval tortéhhomas és Scott 1993-ban irtak le az
elss mikroszatellit szekvenciakat, melyek adléfajtdk genotipizalasara alkalmasak
voltak, igy napjainkra anikroszatellit (SSR= Simple Sequencre Repggenyomatok



a kulonbosd salséfajtdk molekuléris jellemzésének hatékony eszkdzeiltak. Ezeket
a markereket nemcsak fajta-azonositasra, hanerdrgttid kapcsolatok feltardséara és a

homonima-szinonima felderitésére is alkalmazzak@ga, 2009).

A sz6l6bogyé héjanak szine a héjban terddétt antocianok mennyiségét és
minoségédl fligg. A fekete és piros héju fajtak antocianttéa&znak, mig a fehér héju
fajtakban nem torténik antocian bioszintézis (MaggaMiniati, 1993). APinot noirbdl
mutacioval jott |étre #inot gris melynek jellegzetes szirke bogyodszine van Bmat
blanc melynek bogyodjaban nem halmozddott fel antociafgy az fehér szin Egy
masik példa &abernet sauvignon: Cabernet frauiros) X Sauvignon blangfehér)
szines bogyoju stofajta, mely heterozigéta a szinre nézve. Azonlb&gjén talaltak a
piros/fekete furtokon kivil egy jellegzetes brongzini furtdt, amit vegetativan
szaporitottak tovabb. Ez a bronz- szivogyokat tartalmazdéske tobb generécion at
fennmaradt és a mutanst, mint Uj fajtat regisAkaNlalian néven (Clegget, 2001).
1991-ben Malian tékén megjelent egy fehér/szintelen bogydéju furt, tami
tovabbszaporitottak €s a mutanst Uplétajtaként regisztraltakShalistin néven

(Clegget, 2003). Ezek az un. bogydszinvariansok.

A sz6l6 génforrasok mefgzése és termesztésben valé felhasznalasa megkéazete
egyes fajtdk pontos azonositasat es jellemzédénldg a fajtdk leirasa morfoldgiai
bélyegek éamikroszatellitujjlenyomatuk alapjan torténik. Mind az eurdpai,nchia
magyarorszagi termesztett és uggményekben 6rzott fajtak kozil talalhatunk
olyanokat, amelyek azon&SRujjlenyomattal rendelkeznek és csak a bogyok §zinée
kilonboznek. 1997-ben indult elGenRes CT 96 No 81 projekEuropean Network for
Grapevine Genetic Resources Conservation and Cleniaation) folytatasaként pedig
létrejott a GrapeGen06 program, 17 orszagbol 2thearészvételével az INRMNational
Institute of Agricultural Research of Francednyitdsa alatt. A program célja &k#ajtak
széleskdl genetikai vizsgalata és a fajtak Meggse a jo§ szamara (Kiss, 2010). A
programban a magyarorszagi Szent Istvdn EgyeteretiBarés Biotechnoldgiai Intézete és
a Pécsi Tudomanyegyetem 68%szeti és Boraszati KutatOintézete vesz részt.eErm
projectnek a részeként végeztik kutatasainkat, meklgélja, hogy eddig még el nem
kilonitett karpat- medencei fajtakat kilénbozteksiimeg az antocian bioszintézis
szabalyozasaban szerepet jatsz6 Myb transzkripalderok szekvenciajara tervezett,

valamint retrotranszpozon alapu markerekkel.



Irodalmi attekintés

2.1 Antocian bioszintézis

Az antocianok a flavonoidok kozé tartozo, vizbemhald vegyilletek, a legtbbb
magasabb reridndvényben megtalalhatok. Mig a flavonoidok a fet@tsfajtakban is
jelenléws szinanyagok, melyek a héjban és husban taldlhatfikig az antocianok a
terméshéj epidermiszében fordulna& @Vinkler, 1974). Az antocianok jelenléte fontos
a kartewk, valamint az UV sugarzas elleni védelemben (Haféie Gould, 2009).
Mennyiségik nagyban befolyasolja al$bol készllt borok mifiségét és szinanyag
tartalmat (Eperjesi és mtsai, 2000). Az antociatalimat a kilonbok szlséfajtakban
széles korben tanulmanyoztdk. Shinaishi és Watamabghataroztdk az antocian
Osszetételét 59 szines és fehér bogyofilicEgtanal és leirtak, hogy a legtbbb piros
fajta antocianinja, ayanidinéspeonidin mig a fekete fajtak aldlegesdelphinidineket

petunidintésmalvidinttartalmaznak.

A bogy6é héjaban néhany héttel zsendlléétt ekezdidik meg az antocianok
bioszintézise, ami a bogyoban és a levélben éeltéechanizmussal megy végbe. A
bogydban talalhatd antocianok a magban felhalmozdgadantocianidinekil
szarmaznak, mig a levélben talalhaté antocianasar azsszel felhalmozo6do cukrok
(Eperjesi és mtsai, 2000). Boss és munkatarsai- 1286 bebizonyitottak, hogy az UDP
glukoz: flavonoid 3 O glukoziltranszferddFGT) gén expressziojanak meghatarozott
Szerepe van az antocianin bioszintézisbewlésBl. Az antocian bioszintézis
fenilalaninbdl indul ki (1. 4bra). A kezdeti Iépésekben @halkon-szinta CHS) és a
chalkon- izomeratCHI) enzimek a meghatarozok.ddhydrokaempfenobegytiletnél a
bioszintetikus Gt elagazik. Az #3 és az FB H kifejezédésének szintjeit eyanidinés
delphidinmennyisége szabalyozza (Jelong és mtsai, 2004 ).

Az antocianok bioszintézisét kulonkibgzabalyozé gének iranyitjak, amelyeket harom
nagy csoportra oszthatunk, a MYB, bHLH és a WDA4fcgéaladok (Koes és mtsai,
1995). Sok ndvényben, mint pl. kukorica, petunfgabidopsis szl6 esetén az
antocianin bioszintetikus és genetikai Gtja marigbhert (Holton é€s Cornish, 1995).
Sz5l6ben a Myb transzkripcios faktorok faleek az antocian bioszintéziséértVARis
labruscanafajbdl (Vitis labruscaX Vitis viniferg izolalt Myb transzkripcids faktor pl. a
VIMybA1l-1, az UDP glukéz: flavonoid 3 O glukoziltranszfer@ggn expresszidjan

keresztil szabalyozza az antocian bioszintézidtviybAl Vitis vinifera szléfajban,

5



ami homolog a VIMybA1-1, ugyanazt a funkciot laghaz antocian bioszintézisben
(Kobayashi és mtsai, 2004). Ezen Myb transzkripdidistorok fokozzak minden

antocian bioszintézisben részt Gayen expresszidjat (Jeong és mtsai, 2004).

Phenylalanine
- PAL

I+ C4H, 4C1.
P-Coumarovl-CoA
3xMalonyl-CoA [« CHS
Naringenin Chalcone
+- CHI

Y
Naringenin flavanone

-

v Dihydm]‘-;aempl"enol v
Dihydroquercetin Dihydromyricetin
<R DR -»
Leucocvanidin Leucodelphinidin
+LDOX LDOX -,
Cyanidin Delphinidin
Cyanidir‘l-S-glucoside Delphinidin-3-glucoside
Peonidin-3-glucoside Petunidin-3-glucoside  Malvidin-3-glucoside

1. &bra Az antocian bioszintézigAzuma és mtsai, 2009)



2.2 A s3l6 bogyohéj szin genetikaja

2.2.1 A fehér bogyohéj kialakulasa

A fehér bogyoju sd6 az eredeti fekete/piros bogyo6juskadl alakult ki mutacioval és
retrotranszpozon beépulésével. Minden vizsgaltrfelgyoju saléfajtaban ugyanaz a
mutécio volt azonosithatd és egy kodsdeltételezése a legvalosilii magyarazat. A
fehér bogyoju fajtak kialakulasanak &lepése az antocian bioszintézist meghatarozé
két génben (VvmybAl és VvmybA2) bekbvetkezett midtéehetett.

A VvmybA2 génben egy citozin, adenin delécid tortéam Vvmybal génbe pedig
beépllt egy retrotranszpozon, amely inaktivaciébzoitt (2. abra). Az eredmény az
lett, hogy mindkét gén elveszitette az antociarsdiézisben betoltott szabalyozo
szerepét. A bogyok mindaddig pirosak maradtak, rggalabb az egyik allél
funkcioképes maradt (heterozigéta piros egyedelif)eMt a szegregacié kovetkeztében
megjelentek a mutéciét okozé homozigota fehéra@dlénegjelent a fehér bogydszin is
(Walker és mtsai, 2007).

. || '
VWMYBA2r Vel YBATr
L
Homozigdta piros sziilk
Mutacio és retroltranszpozon beépiilés
* * .
I I I ]
Vil YBAZw VM YBATw
- | | i
VeMYBAZr VwMYBA1r
Heterozigota piros
Szegregacio
* i .
I I I ]
* ks '
£ I I |
Homozigoti fehér novény
— :vm vl;:; pl.ms gl?n
— rmybA2 piros gén
CE—"  VumybA2 fehér gén
E Yumybal fehér gén+retrotranszpozon
w w  Mutacid a Yemyba2 génen

2. abra A fehér bogyéhéj kialakulasaWalker és mtsa, 2007)



2.2.2 A sBlébogy6 szinével kapcsolatos legfontosabb kutatasok

1.

2.

1996-ban bebizonyitottdk, hogy az UFGT gén kritikizsantocian bioszintézis
szempontjabol, mivel expresszaldédott minden szimagyoja faj héjaban. A
fehér bogyoju fajokban nem tudtak kimutatni expzéss Ezzel ellentétben az
0sszes antocian bioszintézisért féelgén expresszidja kimutathaté a fehér
bogydju fajok tobbi szdvetében is, azonban jovacsbnyabb meértékben a
szines sdlodfajtaknal. Az UFGT gén expresszibja csak a héj sigilen
mutathato ki. (Boss és mtsai, 1996).

2001-ben Kobayashi és munkatarsai ismételt vizegéh végeztek az antocian
bioszintézisében szerépl gének expresszidjaval kapcsolatosdtalia és
Alexandriai muskotalyfehér szit szl6fajtakon, valamintRuby Okuyama
Kyoho ésFlame muscaszines bogyodju $ksfajtakon. Minden struktargén, ami
az antocian bioszintézisben fontos, expresszal@attines héju fajtdkban. A
fehér heju fajtakban az expresszio meértéke jovatsainyabb volt, mint pl. a
szinesKyohoszl6ben. A CHS gén expresszioja nem volt detektalhatdaia
szl6éfajtdban, a PAL gén expresszidja pedigAdexandriai muskotalyfajban
nem volt kimutathatd, valamint egyik fehér héjutdapn sem volt UFGT
expressziq3. abra). Ezzel a vizsgalattal Ujra bizonyitast nyert, hegyUFGT

gén expresszidja nélkilézhetetlen az antocian iteszsben.

It Ru Al FI Ky

PAL e — oo
SR =
CH/ - . - ..
F3H - -.
DFR - - "
Rl B

UFGT

EtBr

3. abra Az antocian bioszintézisben részt véwgének vizsgalata Northern blot analizissel

(Kobayashi és mtsai, 2001)



3. 2002-ben Kobayashi és munkatarsai izolaltak a bitszist szabalyozo
transzkripcidés faktorokat a Myb géneket. Részeds@mbizas modszerével
erésben léy Ruby Okuyamazl6bsl szarmazo Myb cDNS- ket juttattak a fehér
szini Kyoho s®léfajta szomatikus embridiba. Ezekben az embriokban a
VvmybAl faktor hatasara antociant terihekejteket figyeltek meg az
embridkban. Ezek az eredmények arra engednek l&xtetki, hogy a Myb
transzkripciés faktorok szabalyozzak az antociamsdntézist az UFGT gén
expressziojan keresztil. Hasonlo eredményt értédobhyashi €s munkatarsai,
amikor részecske bombazassal juttattak sziResne muscatszlsfajtabol
VvmybAl cDNS-t a fehéAlexandriai muskotalgzomatikus embriéba, amiben

igy szines, antocianterndedejteket lehetett megfigyelni.

4. 2004-ben Kobayashi és munkatarsai kimutattdk a 1Gretrotranszpozon
jelenlétét a fehér bogydju fajtak VvmybAl alléljaba A transzpozon
inszercidjanak kovetkezmeényekeént az allél elvedmitkcidjat, az UFGT gén

expresszioja nem torténik meg, igy élézhéjaban nincs antocian bioszintézis.

5. 2007-ben This és munkatarsai kulonb&ziri fajtdk genetikai vizsgalata soran
tébb polimorfizmust mutattak ki a VvmybAl gén szeheigjaban, amely a
Gretl retrotranszpozon kivagdédasanak a kodvetkezenémyehetett, valamint
feltételezésiik szerint az antocian bioszintézigiésatvey gének mutacidja is
okozhatja a fehér bogyadju fajtak kialakulasat.

6. 2008-ban Azuma és munkatarsai tovabbi Myb faktdrakalaltak a Vitis
labruscanafajbodl, valamint vizsgéltak ezek szabalyozd széregz antocian
bioszintézisben. Olyan VvmybAl haplotipusokat isoramsitottak, amelyek

novelik az antocianok mennyiségét a bogydk héjaban



2.2.3 A VvmybALl allél polimorfizmusa

A Gret-1 retroelem jelenléte, illetve hidnya alapja VvmybAl génnek haromd f
alléelvaltozatat kulonboztetik meg: a VvmybAla (Gietinszercio, .fehér allél”) a
VvmybAlc (Gret-1 hianyzik, ,piros allél”), valamird VvmybAlb (ami Gretl 3'LTR
szekvenciajat tartalmazza, ,piros allél). A feh&jtdk homozigétdk a VvmybAla
allélre, mig a piros bogyodjuak heterozigétak vagyvanybAla allél hianyzik bélik
és csak a VvmybAlb, vagy VvmybAlc allél van jelen.

Azonban tovabbi kutatasok eredményeként szamos/magbAl allél ismertek meg a
kutatok, igy VvmybAld, VvmybAT°®, VwmybA1*EN VwmybA1°Y8 allélokat.

A legval6szitibb, hogy az eredeti Gretl retrotranszpozont neraltaazo allél a
VvmybAlc allél volt, mivel ebbl a retrotranszpozon teljesen hianyzik és annak
semmilyen szekvencia maradvanya nem talalhaté Eegz allél igy funkcioképes és
antocian bioszintézist eredményez a bogyoKdaabra).

A VvmybAlc allél mellett a VvmybAlb allél is tikodoképes, azonban itt talalhat6é egy
transzpozon eredetszekvencia, mivel a Gretl kivagbdasa utan a ramegpozon 3’
LTR szekvenciagja megmaradt, igy a VvmybAlb alléeter nagyobb, mint a
VVmybAlc allélé(4. abra)Kobayashi és mtsai, 2004).

el T e T
(0 P
VvmybA 1a— 1 Y a—é—
Vi wbA T b S -
VvrnybA 7o —

4. abra A VvmybALl allél polimorfizmusa (Kobayashi és mtsai, 2004)

Walker és munkatarsai (2006), valamint Yakushi émkatarsai (2006) vizsgaltak a
bogydszin mutansokat, tdbbek kézoRiaot noir és aCabernetfajtakat és azt talaltak,
hogy a VvmybALl allél teljes delécidjanak a kovetkenye egy funkcidképtelen allél,
amit Yakushi ,null allélnak” nevezett el és a Vvriyla jel6lést kapta. Fény derdlt arra
is, hogy igy alakult ki a fehér s#irPinot blancis, a Pinot noir rigymutansa és

tartalmazza ezt a ,null allélt(5. abra).

10



Ex pression
Vumyba s

VemvbA Io — — O
Pinot Noir ’ = it

VinnbA Ta —r T X

VimvbATd x
Pinot Blanc

VemvbA T fEEET —H— 3

5. abra A Pinot blanc s#léfajta kialakulasa a Pinot noir- b6l (Yakushi és mtsai, 2006)

Lijavetzky és munkatarsai 2006-baRodtitis szl6fajtaban a VvmybAl allél
szekvenciajanak vizsgalataval megallapitotta, haggén 3’ végeil 135 kddold

1ROP_nhak nevezte el.

nukleotid deletaldédott és az Uj allélvaltozatot \{oA
Azuma és munkatarsai 2009-beRuaby Okuyamas aBenitakaszl6fajtak molekularis
vizsgélatakor egy Ujabb allélra bukkantak réa.Ba&nitaka,a fehérltalia szlofajta
rigymutansa és jellegzetes rozsaszin bogyoszimmelelkezik. Mig a fehéttalia
szloéfajtdban a VvmybAla allél homozigdta formaban talgl aRuby Okuyamaban
megvolt a VvmybAla allél és a VvmybAlb allél is,a##al piros szifi, addig a
Benitakaszl6fajtdban nem volt kimutathatd a VvmybAlb allél, gdn a Vvmybla
allél. A kéerdés az volt, hogy akkor mi okozza degtetes bogydszint annak ellenére,
hogy nem tartalmaz szines allélt. Ekkor talaltalgreet a VvmybAla allélnal nagyobb
méreti fragmentumot, amit VvmybAE"- nek neveztek el. Az allél a VvmybAla és a
VvmybA3 allélok homoldg rekombinaciojaval alakulbtitki (6. abra), eredményeként

erdsen kilénb6& antocian 6sszetétel és g tapasztalhatoBenitakaszl 6fajtaban.

A Sultanina fajtabol izolalt VvmybAf“® allél tartalmaz egy 44 és egy 111 bp
hosszUsagu inszerciot upstream irdnyba a kodolétéégAzuma és mtsai, 2009).
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VvmybA1a Step 1
VvmybA3
J" s
Step 2
lancszakadas
5 ’3' 5 3
— 5 Step3
53 lanc kieséce
e ——— Stepd
Lo AT { - rekomhbinacio
&
. Step 5
DS szintézis
VvmybA1BEN Step 6
VvmybA3

6. abra A VvmybA1BEN allél kialakulasa(Azuma és mtsai, 2009)

2.2.4 Myb haplotipusok s#lében

ezek egyutt orokdnek, nézhetjikéket egyetlen nagy allélnak. A bogyo szinét
meghatarozod lokuszon a két szint szabalyoz6 gémnaylWA2 és a VvmybAl nagyon
kozel vannak egymashoz, ezért kapcsoltan 6dildk és haplotipusokat alkotnak
(Azuma és mtsai, 2008).

A haplotipusok és az antocian tartalom kozott szésszefligges van. Két funkcionald

haplotipussal rendelkézzl6fajta (pl. HapC/HapE) szignifikansan magasabb aatoc
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tartalmat eredményez, mint egy funkcionalé hapitipesetén (pl. HapA/HapE,
HapA/HapC), de természetesen mas faktorok is béfolpatjdk a véds antocian

tartalmat (Azuma és mtsai, 2011).

A 7. &bran lathaté a HapA, egy nem funkcionald haplotipusyenmind a két génje
(VvmybA2w és VvmybAla) mutaldédott, igy nincs antotitermelés (Azuma, 2011).

A HapB mutéaciét szenvedett VvmybA2w gént égkadd VvmybAlb gént tartalmaz
(Azuma és mtsai, 2008).

A HapC egy teljesen tkodé haplotipus, mivel mindkét génje az eredeti allapot
tikrozi (VvmybA2r, VvmybAlc). A HapC- t tovabbi ketlcsoportra oszthatjuk fel
(HapC- N és HapC- RS). A HapC- N magaba foglaljdvanybA2r és a VvmybAlc
funkcional6 allélokat, mig a HapC- RS tartalmaz &yynybAlc funkcionald allélt és
egy VvmybA2w mutaciot szenvedett allélt. Feltétbleien a HapC- N azsibb
haplotipus (Azuma és mtsai, 2011).

A HapC- Bl a VvmybA2r és a VvmybAlc allélok delécidjaval lalidt ki a HapD, két
Lnull” allélt tartalmaz a VvmybA1l és a VvmybA2 I6kmon (Azuma és mtsai, 2008).

A HapE haplotipust csak ¥itis labruscanas®léfajtaban lehetett kimutatni, két
alcsoportjat kiloénboztetjuk meg, a HapEl és a HgpERma és mtsai, 2008).

A HapF- nek nevezték azt a haplotipust, melybentat@patdo a VvmybA1SUB allél,
ami egy 44 és egy 111 bp hosszusagu plussz inszartalmaz (Azuma és mtsai,
2008). Az ebbb felsorolt haplotipusokat7 abra szemlélteti.
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VvmybA2 lokusz VvmybAl lokusz

HEPA VvmybA 2w VemybAla

HapB WVvmyba 2w VwmiybAalb

HapC-N

—
e
Y
HapEl ———| VimybAl-2 VimybA1-3
HapE2 ———  VimybAz ——  vimybA1-3
N 5
F—
HEIpF == ? yumybA 152
N

7. dbra Az eddig leirt haplotipusok

2.3 Transzpozonok

A transzpozonokat mas néven mozgékony genetikanedeek hivjuk, mivel a
kromoszéma mentén helyvaltoztatasra képesek. Ezeket elemeket Barbara
McClintock fedezte fel az 1940-es évek végén, atiam kukorican. A bakterialis
transzpozonokat az 1960-as évek végén James ésrSladgmormalisan viselkéd
mutacioként figyelték meg. Ugy talaltak, hogy a &uid kdvetkeztében a gének extra
DNS szakaszokat kapnak, ezek az extra DNS szakastegfonképpen inszertalédnak
a génbe és megvaltoztathatjadk annakikiaését, inszercidés szekvenciaknaltS
elemeknek) hivjukéket. Ezek a szekvenciak tulajdonképpen csak azeioghoz
szikséges elemeket tartalmazzak, amelyek csak &elyétidéshez és a
transzpozicibhoz szikséges enzimeket katalizalfgk.IS elemeknél nagyobbak a
transzpozonok és rendszerint mas géneket is hcalloZAs hosszabb ismédb
szekvenciakkal rendelkeznek. A transzpozicié kétidlechanizmussal mehet végbe,

konzervativ transzpozigidnelyben csak a transzpozon helyzete valtozikamait
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beszélhetlinkreplikativ transzpoziciordl amely soran DNS replikacio torténik, a
transzpozon replikalédik és a replikon egy masikreeépil be (Kiss, 1999).

A transzpozonok két csoportjat kiulénboztetjuk meg, egyik csoportba azok a
mozgekony elemek tartoznak, amelyek DNS- ként lzébreek at, a masik csoportban
pedig a retrotranszpozonok talalhatdk, felépitésékonlit a retrovirusokhoz, reverz
transzkriptdz enzim segitségével &stszali DNS-€ alakul, majd beépll a genomba.
Ennek a dinamikaja és mozgékonysaga széles koréeozk, de mindre igaz, hogy
molekularis modositast okoznak a genomban, igyoksrerepet jatszanak a mutaciok

kialakitasan keresztil az evoluciéban (Friesentsim2001).

2.3.1 Retrotranszpozonok

A novényekben a retrotranszpozonok nagy mennyisédioedulnak eb, a rizs
genomjanak 20% alkotjak, de egyes esetekben akgmam 90% is kitehetik ilyen
retroelemek (Jianxin és mtsai, 2004). A retrotrapgpnok harom jol ismert
kategoriaba csoportosulnak novényeknél a SINE, MELNMalamint az LTR Ipng
terminal repeat region (Friesen és mtsai, 2001). Az LTR elemek legnagyob
mennyiségben a kromoszémak heterokromatikus rémidifordulnak €, pl. a
termindlis heterokromatikus régiéban (Wong és Ch2004), de sok tanulmany
szlletett arra vonatkozolag, hogy ezek az elemeéksaardodva vagy csoportosulva
taldlhatok a genomban, kilonésen a koédolo régidi@andhu és Kulvinder, 2002).
Tehat a retroelemek az eukromatikus régiokba isy nggpkorisaggal épilnek be,
beleértve a génekhez kodzeli helyeket is (Vershasgmmtsai, 2002). Példaul a TOS 17

Ve

populaciéban is (Miyao és mtsai, 2003).

A sz6l6 kozepes mératgenommal rendelkezik (500 MB), diploid kromoszor@asa
2n=38 (Tomkins és mtsai, 2001). Ennek a kozepeetthgenomnak a 41% teszik ki
retrotranszpozonok. A &bdl izolalt el komlett retrotranszpozon &rapevine
retrotranszpozonl(Gretl) volt, melyet 2004 majusaban Kobayashi éskatarsai
publikaltak. Ez egygypsy tipusu retrotranszpozon, ami aékébogyo eredeti kék
szinének elvesztésében jatszik szerepet. Egy madikdl izolalt retrotranszpozon a
Vinel, ami inszertaloédott az Adhr gén negyedik ¢&ba. Mindketbt izolaltak a
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genomi kodold régiébdl, ami arra utal, hogy exprakxdnak és fontos szerepik van a
sz16 tulajdonségainak kialakitdsdban (Verriés és m2sii?).

A harmadik, eddig €it6ben azonositott retrotranszpozon a képiaisZevl (Pelsy és
Merdinoglu, 2002). Ez a mozgo genetikai elem éltééreti lehet, eddig kb. 28 kopiat
azonositottak. Fajtan belll konzervaltak, igy a etativan szaporitott &ben
fajtaazonositasra is felhasznélhatok (Pelsy ésin23a7).

2.4 Szinvariansok vizsgalata CAPS markerekkel

A CAPS markert PCR-RFLP- nek is nevezik, mivel aRP€s az RFLP kiegészitése.
Gyors és lényeges genetikai kulonbségek kimutatdsdkalmas. Tartalmaz egy
specifikus CAPS markerekkel torterpolimeraz lancreakciot, majd egy enzimmel
tortérd emésztést. Bhye, hogy mig a random amplifikacié soran jelentkemnomorf

mintazat sokszor csak azonos mé&rete eltéé szekvencigju fragmentumokat jelent,
addig ennél az eljardsnal van egy restrikciés etégszmelynek eredményeként
polimorf mintazat jelenik meg, ezek a kulonbségeddig detektalhatok a DNS

fragmentumok hosszanak elemzéséiehieczny és Ausubel, 1994).

8. dbra A 20D18CB9 markernél hasznalt Ddel enzim s#tdhelyek(Walker és mtsai, 2006)

Walker és munkatarsai 2006-ban BAC klon er&d2®dD18CB9 markert hasznéalva
vizsgaltak meg kulonbdz szls6fajtakat. A Cabernet Franc(CB), Sauvignon Blanc
(SB), Cabernet SauvignofCS), Malian (M), Shalistin(S) fajtakat. A PCR terméket
Ddel enzimmel hasitottak és azt ket gélelektroforézissel valasztottak szét a
kilonbod méreti termékeket(8. abra). A gélfoton fehér SB, S fajtdknal két termék
jelenik meg, egy 329 és egy 213 bazispar hossz{iaddig a piros fajtaknal CF, CS, M
harom terméket kaptak (329, 248, 213). Keletkensty egy 35 bazispar méiet
fragmentum, amely kicsi mérete miatt nem detektélha

Furiya és munkatarsai 2009-ben vizsgalRirot gris (PG) szines siéfajtat €s annak
fenér mutansat (PGW), tébbek kozott CAPS markerakzhalataval is. A Gretl

retrotranszpozon alapu primerekkel végzett vizdgdth mutatja, hogy a transzpozon
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beépulésével keletkezett fehér allél megvan mind&ghaban. Azonban a Pinot gris
fehér mutansaban nincsen piros allél.

A 20D18CB9 markerrel végzett vizsgalatban az Ié&hhbgy mindharom fragmentum
megjelent mindkét stéfajtaban. Ez arra utal, hogy elvileg a PG és a Pigjtdkban is
van piros illetve a fehér alléA szintén BAC klon eredét 103K2CB10 markerrel
végzett vizsgélat azt mutatja, hogy a PGW fajtdbiahyzik a piros allél. Referencia
fajtaként aShiraz s@lo6fajtat hasznaltak, amely ezzel a markerrel vizspdlet fehér
allélt adott. A sttét szinMalbecfajta a 103K2CB10 markerrel vizsgalva adta a piros
allélt. Mig a PG fajtdban megjelent a piros alidldig a PGW fajtaban nem, ami
tulajdonképpen ellentmond a 20D18CB9 markerrel gégazsgalatnak, ahol a PGW

fajtaban is megjelent a piros allél, holott az fed&i.

A Pinot gris (PG) fehér mutansaban (PGW) a bogyodszin elvesmksikat a®. abra
szemlélteti. Mindkét fajtaban megtalalhaté a CAP&karrel végzett vizsgalatokban a
fehér és a piros allél is. Mig a PG fajtaban agatél mikodoképes, addig ez a fehér
PGW fajtdban egy delécio kdvetkezményekeént hianyxitehér allél mindkét fajtdban
jelen van, ami a Gretl retrotranszpozon bedédének kovetkezménye.
el 2HExecRd
e aiee | R vomybat [ |
: AAEHERRD
red allele ; ....... C . D
PaW 100K2CB10 ;
whiteatiele { [ ] (g vvmybat] [

9. abra A Pinot gris fehér mutansanak elszintelenexse(Walker és mtsai, 2006)

PG

2.5 Mikroszatellit markerek alkalmazasa

A mikroszatellitek1-5 bézispar mérettandem ismétidé szekvenciak. Blszor az
emberi genomban elemeztéket, mint nagy informaciotartalmu, ismédb szakaszok
(Weber és May 1989, Litt és Luty 1990). A hatarsesicidkban nagymeérték a
polimorfizmus, ezért hasznalhatok fajtdk, vonalédjok, taxonok azonositasara (Kiss,
2005). Tovabba a tandem isndékbsek szdma is eltérezért szintén jél alkalmazhato
térképezeésre és polimorfizmus kimutatasara (K889 A ndvényekben disorban (TA),
(AGITC), (AC/TG) ismétbdések fordulnak él Jellems rajuk, hogy kodominansan
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oroklodnek, nagy szamban és egyenletesen fordulnékaegenomban, flggetlenek a
kornyezeti hatdsoktdl és génkdlcsonhatdsok nemlyidsimjak (Merdinoglu és mtsai.
2005). A hatéarrégioira tervezett primerek segiteébé@ tandem isméitiések PCR-rel

felszaporithatok.

2.5.1 Kérpat- medencei sél6fajtak mikroszatellit elemzése

Halasz és munkatarsai 2005-ben, valamint Galbaosuékatarsai 2009-ben a GenRes
081 project keretében Karpat-medenéshonos, illetve évszazadok oOta termesztett
magyar séléfajtdkat molekularisan jellemeztek, illetve elkésitek a séléfajtak SSR
ujjlenyomatat, igy igazoltak a fajtdk szarmazasah fajta elemzése soran, 106 esetben
kaptak egyedi mikroszatellit ujjlenyomatot az SSRlszerkezet alapjan. Azonban a
Piros ésSarga muskotaly, Bakator (piros-ii&krin), a Gohér (piros- fehér- valtozég a
Lisztes (piros- fehérfpjtak bogyodszin valtozatai azonos allélmintazattibk.

A vizsgalt fajtdkban az allélméretek pontosan jelték a genotipusokat, alkalmasak a
fajtak  elkdlonitésére, azonban munkaigényes a I@jyozasok. Ennek
megkonnyitésére Galbacs és munkatarsai 2003-bagjlekiftettek egy vonalkod
rendszert, amely koénnyebben értelmeé&hegyorsabb és a fajtakra jellethz
ujjlenyomatot vizualisan mutatja.

A Karpat-medencei $tofajtak mikroszatellit méreteit a mellékletben spdekét
tablazat mutatja. A tablazatban szines kerettahaagelolve azok a $téfajtak, melyek

SSR allélmintazata megegyezett.
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2.ANYAG ES MODSZER
3.1 Novényanyag

A vizsgélatunkban szereépl s®lofajtdkat a Pécsi Egyetem @eszeti és Boraszati
Kutatéintézetétl, valamint a Pannon Egyetem, badacsonyi6l&wzeti és Boraszati
Kutatéintézetétl kaptuk. A fajtdkat a bogyohéj szinével egyittlazablazatban soroltuk
fel, a sdlofajtakrol a mellékletben képek talalhatok. A vizkgéiros kéknyel szléfajta
rigymutacioval alakult ki a Keknyelszlofajtabol. A két szinvaltozatot egy @déatokerdl
gyijtottik. A szinek roviditései: Nnoir-fekete, B:blancfehér, Rsrosepiros, Rg:rouge

rozsaszin, Ggris-szurke.

1. tAblazat A vizsgalatainkban szerefd szl 6fajtak

szbl6fajta szine

1. Barbera N
2. Chardonnay B
3. Pinot Noir N
4. Lisztes piros Rg
5. Lisztes fehér B
6. Bakator piros Rg
7. Bakator tud Rs
8. Gohér piros Rg
9. Gohér fehér

10.Gohér valtoz6

11.Piros muskotaly Rg

12.Fekete muskotaly

13.Séarga muskotaly

14.Csikos muskotaly

15.Furmint piros Rg

16.Furmint fehér

17.Furmint valtoz6

18.Baratcsuha kék

19.Baratcsuha szirke
20. Kéknyeli
21. Piros kéknysl

Z W O Z W W

19



3.2 Nukleinsav izolalas

Az nukleinsav izolalashoz a &#fajtak fiatal leveleit hasznaltuk felA PCR
vizsgalatokhoz a DNS-t QIAGENDNeasy Plant Mini Kit-tel izolaltunk a gyarté lesa
alapjan. A DNS miiségét €és mennyiségét Nanodrop spektrofotométeatérdrtuk meg
260 (DNS), illetve 280 nm-en (RNS).

3.3 PCR vizsgalatok

A PCR-t BioRad iCycler készllékben végeztik el. @l végtérfogatl reakcidelegy a
kovetkedket tartalmazta: 10-20 ng templat DNS, 0,6 mikeslitTag polimeraz
(WestTeam), 1x reakciopuffer, 0,25 mM MgCL5 uM dNTP, 0,2-0,2uM primer. A
reakciot az aldbbi korilmények kodzott hajtottuk ne2R2 perces 94°C-os éeliklus utén
negyven cikluson keresztil ismételve 10 masodpdfC930 masodperc 65°C, 1 perc
72°C, majd a ciklusok végén 2 perc utopolimeriz&@d C-on.

A felhasznalt primerek szekvencia- sorrendjgt tablazatszemlélteti.

A CAPS vizsgalatoknal a 2018CB9 primer alkalmazatm a PCR terméket Ddel
enzimmel emésztettik (37°C, 120 perc), majd a tkeket gélelektroforézissel
vélasztottuk szét. A 103K2CB10 primer esetén a é&eh Taql restrikcios enzimmel
emeésztettiik, (65°C, 120 perc), majd a kapott teehgklelektroforézissel valasztottuk

el.
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2. tdblazat A vizsgélat soran alkalmazott primerek

PCR termék
primer neve forward és reverse primer szekvenciaja mérete (bp) hivatkozas
UEGT f 5’-TTCTTGGAGAAGACCAGAGG-3’ 444 Giannetto,
r 5'- TCCAAACAGGTGGTACAAGC-3' 2008
vaybAla f5'- AAAAAGGGGGGCAATGTAGGGACCC-3’ 1560 Kobayashi,
r 5’- GAACCTCCTTTTTGAAGTGGTGACT- 3’ (VvmybA1la) 2004
Vvayba 1b f5’- GGACGTTAAAAAATGGTTGCACGTG -3’ 851 Kobayashi,
r 5’- GAACCTCCTTTTTGAAGTGGTGACT -3’ (VvmybAilc) 2004
1675
(VvmybA1b)
Gretl LTR f5'-CGTGTTTCCCAGAGGGAGGGGTCCCTAC-3' sok Pereira,
r 5'-CAACTAATTTATATTCC TCTCTCTAACCA-3' fragmentum 2005
vaybA]_(]_) f 5'-AAGTCACTTCCCACGATCAT -3' 490 Giannetto,
r 5'-TTATGGTGCATTACTGGCTT-3' (VvmybA1la) 2008
vaybA1(2) f 5'-ACAGCGCTATCATTGAAACA -3' 1080 Giannetto,
r 5'-TTATGGTGCATTACTGGCTT-3' (VvmybA1la) 2008
vaybA1(3) f 5'- TGAATTCCTCTGGACGTTAA-3' 193 Giannetto,
r 5'-TTATGGTGCATTACTGGCTT-3' (VvmybAilc) 2008
235
(nem vart)
1022
(vwmybA1lb)
VvmybA1(4) f 5'-ATTAATTAGCTGCTGCCACT-3' 423 Giannetto,
r 5'- TTATGGTGCATTACTGGCTT-3' (VvmybAilc) 2008
465
(nem vart)
1252
(VvmybA1b)
VvmybA1(5) f 5'- AATTCCTAAATATCTCTTATGACA -3' 138 Giannetto,
r 5'-AACCTGTTCTATCTCATGACT-3' (VvmybAlc) 2008
967
(VvmybA1b)
20D18CB9 f 5'-GATGACCAAACTGCCACTGA- 3' 577 Walker,
r 5'-ATGACCTTGTCCCACCAAAA- 3' emésztve: 2007
329, 248, 213,
35
103K2CB10 f 5'-AGTGTCATTCATCCACATTCG-3' 735 Walker,
r 5'-ACCCTTCAAGAGAAGAGATCAAG-3' emésztve: 2007
424,209, 83,
19
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3.4 Poliakrilamid gélelektroforézis

A mikroszatellit vizsgalatokhoz ALF- Express Il.9agiléket hasznaltunk. A PCR-ben a
forward primereket CY5 floureszcens festékkel @ikl A készilék automatikusan
detektdlja a floureszcensen jelolt DNS fragmentuahok a poliakrilamid
gélelektroforézis soran. A negativ tofiegel6lt fragmentumok a pozitiv polus, tehat a
katod felé vandorolnak. Futas kozben egy lézershigiad at két vékony Uveglap kozott
és gerjeszti a flouerszcensen jeldlt DNS fragmeokan A kibocsajtott fényt
fotodetektorok érzekelik és tovabbitjdk a szamippgi. Az egyes fragmentumok
csucsok formajaban koévetlbek és a fragmentumok méretei kilgés bel§ meéret
standardok segitségével szamégithebek. A vizsgalat soran hasznalt mikroszatellit
primerek neve és szekvencigjd.aablazatbanlathato.

3. tablazat A vizsgalat soran alkalmazott mikroszallit primerek

Primer neve Primer szekvencigja 5’-3'
VVMDS-F CTAGAGCTACGCCAATCCAA
VVMD5-R TATACCAAAAATCATATTCCTAAA
VVMD7 -F AGAGTTGCGGAGAACAGGAT
VVMD7-R CGAACCTTCACACGCTTGAT
VVMD25-F TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG
VVMD25-R TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG
VVMD27-F GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT
VVMD27-R ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT
VVMD28-F AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA
VVMD28-R TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG
VVMD32-F TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG
VVMD32-R GGAAAGATGGGATGACTCGC
VVS2-F CAGCCCGTAAATGTATCCATC
VVS2-R AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG
VrZag6z-F GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC
VrZag6zR CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAG(C
VrZag7¢-F AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG
VrZag7¢R TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTCCC
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3.EREDMENYEK

3.1 Tovabbi feltételezett karpat-medencei fajtacsoportk

keresése

Mikroszatellit vizsgalatot végeztiink tovabbi, mégmeretlen pedigréj szlsofajtak
lehetséges rokoni kapcsolatainak feltarasa, geaeti&volsaganak meghatarozasa,
valamint Ujabb bogyészinvariansok felderitése bélja

A mikroszatellit primerekkel végzett vizsgalatbarkapott alléiméreteked. tablazat
szemlélteti. A vizsgélt sitéfajtdk koziul aPiros kéknyel és Kéknyel, valamint a
Baratcsuha kéles Baratcsuha szlrkdajtaknal kaptunk minden primerpar esetében
azonos alléelméretet, andb arra kovetkeztethetiink, hogy ezek adléfajtak
bogydszinvariansok.

Rokoni kapcsolatot talaltunk a Leanykadléfajtak esetében, ahol az allélméretek
alapjan feltételezhét hogy aRdzsas leanykaFekete leanykaés al eanykaszl6fajtak
egyik szubje. A Kovidinka és aFehér kovidinka,szib- utdd kapcsolatban vannak,
mivel a 9. mikroszatellit I6kuszban rendelkeznedalébb egy kdzos allélal.

Nem alkot concultat &ehérésPiros Szlankaa Kék tihanyiés aTihanyi Tovabba a
Fekete mézeés aMézessalofajtak sem alkotnak fajtacsoportot €s nem allnakész
utod kapcsolatban sem, az elnevezéest homonimakiakji&.

4. TablazatTovabbi s#l6fajtak mikroszatellit elemzése

VVMD5 VVMD7 VVMD25 VVMD27 VVMD28 VVMD32 VVSs2 VrZag62 VrZag79
F.mézes 234:238 252:256 252:258 182:182 246:258 249:273 134:154 190:190 248:248
Mézes 226:234 248:252 244:258 182:196 246:258 249:253 144:144 190:206 252:260
F.szlanka 226:232 242:258 242:258 182:196 246:258 257:265 134:138 190:206 246:252
P.szlanka 226:246 242:244 252:258 182:190 246:258 253:257 134:144 190:190 246:252
F.leanyk 226:238 242:256 252:258 182:190 234:248 265:273 134:134 190:206 238:256
R.leanyk 226:238 248:256 252:252 186:190 234:248 249:273 134:150 190:194 238:246
Leanyka 226:238 252:256 252:258 186:196 248:260 249:253 134:134 194:194 238:252
K.tihany 238:246 244:252 244:258 196:196 234:278 265:273 134:134 198:206 260:260
Tihanyi 226:238 244:252 244:244 196:196 234:248 241:273 134:152 198:206 260:260
K.barét 238:238 252:256 244:258 182:190 246:258 249:273 134:152 206:206 246:260
Sz.barat 238:238 252:256 244:258 182:190 246:258 249:273 134:152 206:206 246:260
Kovid. 234:238 244:252 244:258 182:190 234:248 253:253 134:144 190:198 252:260
F.kovid. 226:238 244:252 244:258 190:190 234:248 253:253 144:144 190:198 244:252
P.kékny. 226:226 242:250 242:252 196:200 228:248 249:265 134:150 190:198 250:250
Kéknyeld 226:226 242:250 242:252 196:200 228:248 249:265 134:150 190:198 250:250
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4.2 Bogyoszinvariansok genetikai elkilonitése
Az antocian bioszintézisben részt Hewgeének és szabalyozd régiok vizsgalatanak
eredmeényeit az irodalmi attekintés sorrendjébefufogsmertetni. Referenciaként 3 fajtat

hasznaltuk; 8arberat(nincs Gret-1), &hardonnaythomozigéta Gret-1) ésRinot noirt
(heterozigota Gret-1).

4.2.1 UFGT gén

Els I1épésben az UFGT gén kddol6 régidjara tervezaterel végeztik el a PCR-t.
Mind a 19 s#léfajtanal azonos nagysagu (444 bazispar) fragmenglent meg {0.
abra), ami arra utal, hogy mindegyik fajtanal jelentvat UFGT gén, de csak a szines

bogydju fajtdkban expresszaléd(Boss, 1996).
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10. abra Az UFGT génre tervezett primerrel végzetgélelektroforézis képe

1.Barbera, 2. Chardonnay, 3. Pinot Noir, 4. Lispiess, 5. Lisztes fehér,

6. Bakator piros,7. Bakator téid8. Gohér piros, 9. Gohér fehér, 10. Gohér valtozé

11. Piros Muskotaly, 12. Fekete muskotaly, 13. 8angskotaly, 14. Csikos muskotaly, 15. Furmintgiro
16. Furmint fehér, 17. Furmint valtozo, 18. Baratws kék, 19. Baratcsuha sziirke, 20. Kékinyel

21. Piros kéknysil

4.2.2 A VvmybAl allélvaltozatainak vizsgalata

4.2.2.1 A VvmybAla (fehér) allél vizsgalata

A VvmybAla (fehér allél) allél tartalmazza a Gre€trotranszpozont, igy funkcidképtelen.
Az allélra tervezett primerrel végeztik el a PCRnajd azt kovéien gélelektroforézissel
vélasztottuk el a kulonbézméreti fragmentumokat. A gélfotofll. abra)jol lathatd, hogy
mindegyik sdléfajtaban megtalalhaté a VvmybAla allél, erre eggdbazispar meérét
fragmentum utal. A referenciaként haszn@arbera szléfajtdban nem lathaté a
fragmentum, hiszen ez ad&éfajta homozigota a piros allélra nézve, nem tardalra a
Gretl retrotranszpozont.
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11. &bra A VvmybAla allél- ra tervezett primerrelvégzett gélelektroforézis képe

1.Barbera, 2. Chardonnay, 3. Pinot Noir, 4. Lisptiess, 5. Lisztes fehér,

6. Bakator piros,7. Bakator t6d8. Gohér piros, 9. Gohér fehér, 10. Gohér valtoz6

11. Piros Muskotaly, 12. Fekete muskotaly, 13g8dnuskotaly, 14. Csikos muskotdly, 15. Furmimgir
16. Furmint fehér, 17. Furmint valtozd, 18. Baratws kék, 19. Baratcsuha szirke, 20. Kékinyel

21. Piros kéknyéil

4.2.2.2 AVvmybAlb és VvmybAlc (piros) allélok vizgilata

Masodik 1épésben a piros allél kodold régidjaravaeett primerparral végeztik el a
polimeraz lancreakciot. A VvmybAlc allél nem tamazza a Gretl retrotranszpozont,
igy funkcioképes. ABarbera, Pinot noir, Bakator piroéstiudsszini fajtaban, aekete
muskotalybana Baratcsuha kékbegsszirkébenvalamint aPiros kéknyel fajtakban
egy 851 bazispar métefragmentum utalt a piros allél jelenlétéfE2. 4bra) ez a
VvmybAlc allél. ALisztes pirosaPiros muskotalyés aFurmint pirosfajtdkban egy
829 bazisparral hosszabb fragmentumot mutattunkakij 6sszesen 1625 bazispar
nagysagu. Ezek a piros szinvaltozatok a fehér hagkbol alakulhattak ki a Gret-1
delécidjaval (Kobayashi és mtsai, 2004A kivagédas soran a retroelem 3’ LTR
nem gatolta, lehévé téve az antocianok szintézisét a bogyodkban. KEsjehogy a
Gohér pirosfajtdban nem lehetett kimutatni a VvmybAlb (pira#iglt. Az eredmények
alapjan, ezzel a primerparral tehat sikerult elkitkni aLisztes pirosfajtat aLisztes
fehérgl, a Piros muskotalyta Fekete muskotalytél és a Sarga illetve Csikos
muskotalytgl a Furmint pirosata Furmint fehérésvaltozéfajtaktol, valamint aPiros
kéknyelt a Kéknyelitdl.

Nem sikertlt megkulonbdztetni Bakator pirosszlséfajtat a Bakator tudszinitdl, a
Gohér pirosat a Gohér fehéreta Gohér valtozotgl a Sarga muskotalya Csikos
muskotalytgl a Furmint fehéreta Furmint valtozotdl valamint aBaratcsuha kékea

Baratcsuha szlrkét.
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12. braA piros allélokra tervezett primerrel végzett gélegktroforézis képe

1.Barbera, 2. Pinot Noir, 3. Chardonnay, 4. Lispiess, 5. Lisztes fehér,

6. Bakator piros,7. Bakator t6d8. Gohér piros, 9. Gohér fehér, 10. Gohér valtoz6

11. Piros Muskotaly, 12. Fekete muskotaly, 13g8dmuskotaly, 14. Csikos muskotaly, 15. Furmimgir
16. Furmint fehér, 17. Furmint valtozd, 18. Baratws kék, 19. Baratcsuha szirke, 20. Kékinyel

21. Piros kéknyéil

Vizsgalatunk kovetkdy lépésében a Gianetto és munkatarsai (2008) atdi, la

bogydszinvariansok elkulonitésére ot kulorbozzekvenciara tervezett primert
hasznaltunk. Csak azokat a fajtdkat vizsgaltuk ibyamelyeket a fentiekben nem
tudtunk megkulonboztetni. Az 6t kualonkdzrimerpéarral végzett vizsgélatban nem

tudtunk kimutatni ktlonbséget a még el nem kuldh#sl 6fajtak kozott.

4.2.2.3 Vizsgalat a VvmybA (1) primerrel

A gélelektroforézis utan egy 490 bazispar mérfagmentumot kaptam, mely a
VvmybAla allélt mutatjg(13. dbra) Ez a fehér allél, mely nem tartalmazza a Gretl
retrotranszpozont. ABarbera fajtat kiveve az 0sszes fajtdban megtalalhato, dgy
vizsgalt piros fajtak biztosan heterozigéta pirogsakehérek pedig homozigotak a Gretl
retrotranszpozonra nézve, tehat mindkét alléljukegtalalhat6 a retrotranszpozon.
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13. abra A VvmybA(1) primerrel végzett gélelektroforé&is képe

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpbars, 5. Bakator tiit

6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,

11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke,
16. Kéknyeti, 17. Piros kéknyaél

4.2.2.4 Vizsgalat a VvmybA(2) primerrel

A VvmybA lokusz egy masik szekvencigjara tervepetnernél hasonlo a helyzet, mint
az ebzo geélfotdn lathatd. Ez a primer egy 1080 bazisparetiéfragmentumot
eredményez14. abra) mely szintén a VvmybAla allél jelenlétére utal.Barbera
fajtat kivéve minden vizsgalt fajtanal megtalalhato.
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14. abra A VvmybA(2) primerrel végzett gélelektrofaézis képe

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpbars, 5. Bakator tiidl

6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,

11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke,
16. Kéknyetl, 17. Piros kéknyél

4.2.2.5 Vizsgalat a VvmybA(3) primerrel

A VvmybA l6kusz egy harmadik szekvencigjara tervkezerimerrel végezve a
kisérletet, harom fragmentumot kapturfk5. abra) Az 1022 béazispar meret
fragmentumot, a VvmybA1lb allél jelenlétét mutatjguamint pirosfajtaban. Ez a piros
allél vizsgélatakor kapott gélkép eredményeével rgggeik, ahol szintén &urmint

piros fajtdban jelent meg ez az allél,L#sztes pirosés aFekete muskotalyajtakon
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kival. Itt a Furmint piros ami mar elkllonitett $téfajta, referenciafajtaként szerepel.
Ezen az abréan dzsztes piroses aFekete muskotalpem szerepel, hiszen azokat mar
sikerult elktlonitentnk. A 235 bazispar mérgagmentum egy nem vart termék, mely
esetlegesen pszeudogén jelenlétére utal. A 193timéagmentum pedig a VvmybAlc
allélt mutatja aBarberg a Pinot Noir, a kétBakator, a Baratcsuha kékés sziirke
valamint aPiros kéknyel fajtdkban. Ez az eredmény szintén megegyezikas @ilél-

ra tervezett primerrel végzett vizsgalat eredméalyéahol ugyanezekben a fajtakban

sikertlt kimutatni a ,c” allélt.
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15. abra A VvmybA(3) primerrel végzett gélelektrofaézis képe

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpiars, 5. Bakator tiit

6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,

11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke
16. Kéknyeti, 17. Piros kéknyél

4.2.2.6 Vizsgalat a VvmybA(4) primerrel

A VvmybA I6kusz egy negyedik szekvenciajara tertepeimer hasznalataval harom
fragmentumot eredményezett a gélelektrofordds. abra) Az elbzé vizsgalathoz
hasonléan a nagy métiefragmentum (1252 bazispéar) szintén a VvmybAlblallé
jelenlétére utal és ugyancsakarmint pirosfajtdban van jelen. Ismét detektaltunk egy
465 bazispar ménetnem vart fragmentumot. Ezen kivil megjelent aatiél egy 423
bazispar mérétfragmentumkeént 8arbera aPinot Noir, a kétBakator, a Baratcsuha
kek ésszirke valamint aPiros keknyel fajtdkban. Ebben a vizsgalatban kaptunk még
egy nem vart fragmentumot, melynek mérete 280 périkdrul van. Ez a fragmentum
a Chardonnay a Sarga és aCsikos muskotélybarvalamint aFurmint fehérés a

Furmint valtozobanelent meg.
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16. dbra A VvmybA(4) primerrel végzett gélelektorfaézis képe

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpiars, 5. Bakator tiit

6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,

11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke
16. Kéknyeti, 17. Piros kéknyél

4.2.2.7 Vizsgalat a VvmybA(5) primerrel

A VvmybA l6kuszra tervezett 6todik primerparral wétt vizsgalat eredménye lathato
az 17. abran A gélelektroforézis soran kaptunk egy 967 bazispaéreti
fragmentumot, mely az &6 két primerparhoz hasonléan a VvmybA1lb allélt mjated
Furmint piros fajtanal jelent meg. Ezen kivil kaptunk egy 13&ig@ar méret
fragmentumot, ami a varttal ellentétben mindegyiksgalt s#l6fajtaban megjelent.
Giannetto és munkatarsai 2008- ban veégzett vizegaddapjan ez a 138 bazispar
mérefi fragmentum a VvmybAlc allél jelenlétére utal. Miveizsgalatunkban a
fragmentum minden gksfajtandl megjelent, valosirithet, hogy nem a VvmybAlc

allélrol van sz6.
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17. &bra A VvmybA(5) primerrel végzett gélelektrofaézis képe

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpbars, 5. Bakator tiitl

6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,

11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke,
16. Kéknyei, 17. Piros kéknyél
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4.2.3 A Gretl retrotranszpozon LTR szekvenciajanak
vizsgalata

Ez a primerpar az antocidn bioszintézist szabalyaginbe beépél Gretl
retrotranszpozon LTRLong Terminal Repeptszekvencigjara tervezett primer. A
gélelektroforézis soran sok fragmentum jelent m@@. abra) Ez annak a
kovetkezménye, hogy ilyen hosszan isid#tlszekvencidk a genomban nagy szamban
taldlhatok és a primer kapcsolédott tobb ilyen seekiahoz is. A még el nem
kilonitett fajtdkat Osszehasonlitva nem lathatéérédt a kapott fragmentumok
mintazataban, igy ezzel a kisérlettel nem tudtakil@hiteni a még hasonlonak vélt
fajtakat.

M1 23 4567 8 9101112131415 16 171819 1 4 2 3 20 2

—
—
_—
—
=
—_
—
—_—

R F o e I I I -

18. abra A Gretl retrotranszpozon LTR szekvencidjaa tervezett primerrel végzett
gélelektroforézis képe

1. Barbera, 2. Pinot Noir, 3. Chardonay, 4. Lisztiess, 5. Lisztes fehér,

6. Bakator piros,7. Bakator t6d8. Gohér piros, 9. Gohér fehér, 10. Gohér véltoz6

11. Piros Muskotaly, 12. Fekete muskotaly, 13g&&nuskotély, 14. Csikos muskotaly, 15. Furmimgir
16. Furmint fehér, 17. Furmint valtozo, 18. Baratws kék, 19. Baratcsuha sziirke, 20. Kékinyel

21. Piros kéknysil

4.2.4 CAPS marker vizsgalatok

A hagyomanyos primer hasznalata soraffoetlulhat, hogy bar ugyanolyan méret
fragmentumot kapunk, de az szekvenciaban céeltdyenkor hasznalhatok a CAPS
markerek, melyek tartalmaznak egy restrikcidés enainvégzett emésztési lépést. A
CAPS markereket Walker é€s munkatarsai 2007- berzetegvizsgalatai alapjan
alkalmaztuk.

4.2.4.1 Vizsgalatok a 20D18CB9 markerrel

A vizsgéalatban a 20D18CB9 primer hasznalata utamég emésztetlen DNS egy 577
bazispar mérétfragmentumot adoftl9. abra)
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19. dbra A 20D18CB9 primerparral végzett gélelektrorézis képe emésztés éit

1.Barbera, 2. Pinot Noir, 3. Chardonay, 4. Bakptors, 5. Bakator t(i
6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,
11. Furmint fehér, 12. Furmint valtozé, 13. Barateskék, 14. Baratcsuha szirke

A PCR termékek Ddel restrikcios enzimmel toéteaameésztését koviatn a referencia
fajtak kozul aBarberdbanegy 329 és egy 248 bazispar mérétagmentumot, a
Chardonnayfajtaban pedig egy 329 és egy 213 bazispar fadéragmentumot, mig a
Gretl retrotranszpozon inszerciéra heterozidgéiteot Noir szléfajtaban 329, 248 és
213 bazispar ménetfragmentumokat, kaptur(R0. abra). A Bakator piroses aBakator
tldsszini fajtdkban megjelentek a 329, a 248 és a 218 hd@zisgreli fragmentumok,
azaz heterozigétdk. A Gohér fajtdkban, a Muskotdign, valamint a két Furmint
fajtaban pedig két fragmentum jelent meg, egy 328g¥y 218 bazispar méiiet

A még el nem kulonitett fajtak kdzulBaratcsuha kélésBaratcsuha szirkéjtakban
taldltunk kilénbséget. Maratcsuha kékamely az egyik allélon tartalmazza a Gretl
retrotranszpozont agy ,viselkedett, mint a retmosgpozont nem tartalmazé
homozigotaBarbera A Baratcsuha szirkeamelynél hasonléan csak az egyik allélon
talalhatd retrotranszpozon olyan mintazatot mutaint a Chardonnay mely a
retrotranszpozont mindkét allélon tartalmazza. Bpjan egyérteliien elkulonithet a
két sdlofajta, azonban a molekularis hétteret ezzel a dlasal nem tudtuk
megmagyarazni.
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20. abra A 20D18CB9 primerparral végzett gélelektriorézis képe emésztés utan
1.Barbera, 2. Pinot Noir, 3. Chardonay, 4. Bakptors, 5. Bakator t(i

6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,
11. Furmint fehér, 12. Furmint valtozo, 13. Barates kék, 14. Baratcsuha szirke

4.2.4.2 Vizsgalatok a 103K2CB10 markerrel
Walker 2007-ben publikélt cikke alapjan polimeraandreakciot végeztink a

103K2CB10 primerparral. Az azt kovetélelektorforézissel egy 735 bazispar méret
fragmentumot kaptunil1. abra)
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21. 4bra A 103K2CB10 primerparral végzett gélelektoforézis képe emésztésdat

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpbars, 5. Bakator tiit
6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valt@z&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,
11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke

A termék Tagl emésztését kofeh minden vizsgalt fajtaban két fragmentum jelent
meg. A Gretl retrotranszpozont nem tartalmBadberdbanegy 610 bazispar, valamint
egy 424 bazispar meétetragmentum jelent me@1. abra). A tébbi fajtdban, amelyek a
retroelemet legalabb az egyik allélon tartalmazegly, 424 bazispar meteés egy 209
bazispar merétfragmentum lathatd. Az emésztés soran &@pt még egy 83 bazispar,

valamint egy 19 bazispar méiefragmentum, melyek kicsi méreteik miatt nem
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detektalhatok. Ezzel a markerrel végzett kisértethem sikerllt kilonbséget talalni a

szol6fajtak kdzott.

22. dbra A 103K2CB10 primerparral végzett gélelektoforézis képe emésztés utan

1.Barbera, 2. Chardonay, 3. Pinot noir, 4. Bakpbms, 5. Bakator tiid
6. Gohér piros, 7. Gohér fehér, 8. Gohér valtez&arga muskotaly, 10. Csikos muskotaly,
11. Furmint piros, 12. Furmint fehér, 13. Furmiattezo, 14. Baratcsuha kék, 15. Baratcsuha sziirke
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4.0sszefoglalas

Kutatasunkban céluliztik ki, hogy mikroszatellit vizsgalatokkal el nekiilonithet
Kérpat-medencei $¥bogyd szinvariansokat kilonboztessink meg az a@mtoci
bioszintézisben szerepet jatsz0 Myb transzkripéadsorok szekvencigjara tervezett,
valamint retrotranszpozon alapu markerekkel.

Mikroszatellit vizsgalattal sikerilt Ujabb bogyasearians séléfajtakat talalni, a
Kéknyeli és aPiros kéknyel valamint aBaratcsuha kékésBaratcsuha szirkéajtakat
(4. tablazat)

A vizsgalatok soran sikerilt megkulonboztetninkisztes pirosfajtat aLisztes fehér
fajtatol a piros allélra tervezett primerpar segfitsvel. A Lisztes pirosfajtanal
megjelent 851 bazispar méidragmentum utal a VvmybAlc allél jelenlétére, naig
Lisztes fehéfajtanal nem jelent meg a fragmentum, ami arr§ btagy mindkét allélon
tartalmazza a Gretl retrotranszpozont, tehat hayotzifehér fajtg12. abra)
Megkulonboztettik még #iros muskotalyta Fekete muskotalyfajtatol. A Piros
muskotaly fajtdndl megjelent d.isztes pirosfajtahoz hasonléan a 851 béazisparral
hosszabb méngt fragmentum, mely a VvmybAlc allél jelenlétére utdtzzel
ellentétben aFekete muskotalyfajtanal egy 1625 bazispar mérefragmentumot
talaltam, mely a VvmybAlb allél jelenlétére utfl2. abra) Ez az allél nem
tartalmazza ugyan a retrotranszpozont, mivel aagddott, azonban az allélban maradt
a transzpozon 3’ LTR szekvenciaja, mely nem okamkdidvesztést, azonban ennek
tulajdonithatd a nagyobb méietfragmentum megjelenése. ARiros muskotaly
valoszirileg aSarga muskotalybd@lakult ki a Gretl transzpozon kivagodasaval.
Tovabba elkuldnitettiik Burmint pirosszl6fajtat aFurmint fehérésvaltozofajtatol. A
Furmint pirosfajtdnél egy 1652 bazispar mérdtagmentum utal a VvmybAlb allél
jelenlétére, amely delécioval alakult ki a VvmybAalkelbol (12. abra) A Furmint
fehérfajtat aFurmint valtozotokovabbra sem tudtuk elktloniteni.

CAPS markerekkel végzett vizsgélatban sikertlt éikiienink aBaratcsuha kékajtat

a Baratcsuha szirkét A heterozigtaBaratcsuha kélka homozigétaBarbera hoz
hasonlo mintazatot mutatott, mid3aratcsuha szirka homozigota fehé&hardonnay
hoz hasonlitott(20. abra) A két fajta egyértelien elkilonithei, azonban a

molekuléris hattér megfejtéséhez tovabbi vizsg&ktkell végezni.

34



Végul elkilonitettik a fehér bogydstinKéknyeli szlofajtat a Piros kéknyel
szl6fajtatol. Az elkulonités a piros allélra tervezptimerpérral tortént meg. Riros
keknyel szl6fajtanal megjelent egy 851 bazispar mérétagmentum, amely a
VvmybAlc allél jelenlétére uta(12. abra) A fehér szifi Kéknyeli szdléfajtanal
egyaltalan nem jelent meg szines allél, igy az tmgdte a Gretl retrotranszpozonra

nézve, tehat mindkét allélon tartalmazza a retmete

Jovebeni tervek

A még el nem kulonitett bogyoszinvariansokat reargzpozon alapu markerekkel
megkulonboztetni, szilkkség esetén pedig szekverididig nem sikerilt elkildniteni a
Sarga muskotalyd Csikos muskotalytoh Bakator pirosfajtat aBakator tudiszinitsl, a
Gohér pirosfajtat aGohér fehéwl és aGohér valtozotgl valamint aFurmint fehér

fajtat aFurmint valtozoétal

Célunkban all tovabbi vizsgalatokat végezniGahér piros fajtan, amely minden
esetben fehér bogyoju@afajtanak mutatkozik.

Szeretnénk RNS-t izolalni a &dbogydk héjabdl és megvizsgalni &srban a két
Furmint, valamint a hdrom Gohér fajtat, meufetdulhat, hogy ezeknél a fajtdknal az

expresszio meértekében van eltérés.
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8. Melleklet

8.1 A vizsgalataimban szerefdl s#l6fajtak

S 4t
aPinot Noir

L
i

‘e ‘_
Lisztes pirosa&ll L ¥ isztes fehér___.

ea®

Gohér valtozo

43



Furmint fehér
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EPiros kéknyeli
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Furmint valtozo6
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eretel

t-medencei sélofajtak mikroszatellit mé

arpa

7

8.2K

tsai, 2009)

acs és m

7

(Galb

Allels size (bpd o roderosaraliies Joous

Coltivar Scufn® VizaedT ArZAGT Wrzagll Tizazlll e MAMDZS AVMD2E VAD3T
Alzpfiermo 185:183 174174 o 191:197 137243 250:25% 153259 138:134 o211
Aprofeher 185:187 167-169 183197 137:237 250-250 T48:260

Agasfark 185782 161:174 191:193 245:245 2136:243

Bakarka 185:183 165:167 193:197 237241 248:260

Bakator kék 125133 159-174 : 193:197 : 134:243

Bakatar pires P ER] 1&89:165 191:197 101:197 237:241 145:245 134:248

Bakator tidoszini 185:183 159:165 191:197 191:197 237:241 145:245 134:243

ETRIoe 0 TOI 105 LR To30s P TR T PE M

Balafant 185102 150-174 207207 101:197 132243 145:253 18:349

Balint 185102 169:174 100:207 191:193 241:143 245:253 118:234

Bénati fizling 185183 159-161 191-207 101:203 237243 145:153 136:236

Berezi 1851835 161:163 181:197 101:193 137143 143:345 136:268

Betyarizald 185-183 159-161 197-203 191-197 231-737 145:259 116-260

Bihari 185:185 161:165 191:103 101:191 237:145 143:253 143:158

Bogdanyi dinks 185185 161:165 100:190 181:19 237-137 243:343 134:360

Bosegszan: 185:185 169-:174 191:207 1981:203 137:243 145: 345 118:236

Cuakorszald 185:183 159:161 101203 237:141 243:253 118:234

Catri-csumi 1§5:185 165:174 101:197 131:145 134:168

Caokaszald 1851835 159-165 187:197 237237

Csomorika 185:183 158:161 101:197 23T:243

Craiger 185:185 165174 101:197 237:145 T 209
Digrnjen 185185 159-161 191:193 137142 20209
Erde: 185:185 165:174 191:197 137243 01:211
Ezezjd 185:183 159:165 191:203 231:137

Fodrosleveln 185:183 158:161 101:197 231:237

Funming 18502 159-174 191:191 243:245

Figeszdid 185102 159:174 1909:207 240:252 191:193 237243

Flignomy 185:192 159:165 203:107 230:354 181:197 237:237

Crergely 185185 165:174 191:207 : 187203 237:142

Cromer feber LEERE Tol:1%4 191 B 3

Cohér piros 185182 161:174 191207 183:193 241:143

Cohér viliozd 185102 161:174 191:207 193:193 241:243

Ao n: g p e gy TS T TS FoC 8 g

Halapi 185:185 159:174 1839:19% 191:193 237:241 244087

Hanwuszolo 185:183 169:171 191:191 191:193 237:243 250:350

Izsaki 185185 159-169 100:207 107203 237245 M350

Tardonary 185185 159:165 190:207 107197 245:248 244050

Tuhfark 185:185 150:174 109207 191:193 243:145 20257

Enadarka 185:183 165:174 T 101:193 237:241 250:250

Eeklo piras 1851335 161:161 197-197 191:191 231:132 250-357 118:244

Kiralyleauyka 185-183 174174 197207 191-191 231243 244:250 128360

NWW_FHB.HZW 185-185 163-174 207-2a7 103:197 237-241 250-35% 234:260

Eolouar 185:102 159-174 198207 193:203 131:243 24250 144:248
Konacskrages 185185 159-15% 191:191 191-191 241-245 250:357 X36:248

Foaos 185:185 159:161 191199 103:193 231143 257287 T36:248

Eodis 185:183 165:174 197207 191:193 141:245 257259 118:149

Eiverszald 185183 : 158-174 199:107 101:197 237243 T46:260

Ednidinks 185183 208:214 161:147 191:197 191:197 23T 245 24050 1341:248

Lamyszald 185:185 208:211 159:174 191:191 191:191 137:243 250:357 X15:134
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Tab. 2 continued

Allele size (bp) in microaatellite locus

Ol Senllvwe®  Vrzagd! | VIZAGE!  WrZAGT9®  Vrzaghy | Vrzaslll | VVMD2I®  VYMDZS  UVMDIE  VVUMDAL | VVMDIG®
Ligyleveli 02214 7614 101197 191:197 T[T 230:250 3153 136:236 201:200 234250
Leanvka 202:208 165:174 105:107 191:197 132:243 250:250 201:207 166:276
Liszies feher 205.208 T50: 161 O&197 HL43 230:237 FRITSET] 2 276268
Liszies piros 208208 130:161 103197 24143 130:257 134148 20 276:288
Magyarka 183:192 2083 163:174 48234 191:181 1312137 244°350 160:278 207:207 164-258
Wézes fehér 183:192 208:214 161:14 254:262 197:197 237243 256:257 207:207 266:276
Mustos 183:185 208:214 161:174 46:232 191:191 131245 244-250 207:211 254:276
Pattyesszdld 185:185 202:208 160:174 230:232 191:193 237241 244:244 200:211 254:288
Pécai dinka 185:185 202:208 163:174 15225 191:193 3Tl 244:244 209:200 254:288
Pécsi szagos 185:185 208:211 150:150 154:258 191:191 13737 257:267 209:200 264:288
183:183 202:205 155:160 M8:230 191:203 371 230:250 201:207 234:372
183:185 159:169 101:199 230:254 191:191 237:241 244-250 207:221 254:264
18180 Hnk : PR BRL 91101 FEEEE 0067 109313 134364
PR 163:103 180T AT 191:191 pATEAE £ Jaasdal L K ERE il e 2702508
Polyhos 183:185 163:174 101:199 2152:262 191:197 31243 244-259 35 209:200 254:288
Pozsonyl 183:192 161:174 207:207 34234 191:197 315 44:359 145:150 207211 164:264
Puzesin 183:185 150:169 101:187 250:238 191:197 173 250-250 153:183 201:209 254:276
Rakszals 183:183 150:165 109:199 254:234 191:197 13TE M4:244 1343 100:221 154:266
Rékafarki 185:185 120:161 203:207 240:246 191:193 371 236-250 4345 207:211 264276
Rézzaszbla 185:185 163:169 197:199 146:254 191:197 237:237 244:350 130:250 211:221 264:264
Sarfehér 183:192 174:174 207:207 _ 191:193 245:245 244:350 145:250 207:207 164:264
Sarga Huskotaly JLEREH 17 ; : 3 p: : 309213 pERELA
mﬂﬁﬁom FEAR L) J B R LY 1HD Pl B ] g P S ) ol I W L._____mdu S0 A0
Somszdld 183:185 199:203 103:197 132143 244-230 M43:253 193:209 152:256
Szagos bajnir 183:185 208208 191:207 197:107 FRpA ] 250-230 143:253 207211 264:288
Szelazirdy 185:192 202:208 101:207 152154 191:191 BLUS 244:250 1451283 207:200 264:264
Szeredi 185:183 202:202 190:109 752:252 101:103 MBS 250:257 143:280 109:200 254276
Szerémi 183:185 202:208 101:207 252:238 191:191 137243 250:250 143:253 207:209
Szdkeszsls 185185 2023 101:191 354:260 191:107 230:239 244:350 143:250 209:213
Totika 183:183 202:214 109:207 51234 191:193 BTl 145:180 207:207
Tikszold 183:185 208:214 203:207 40:262 191:193 B3nul MEE 207:211
Tulipiros 183:185 208:208 191:207 52:2354 191:193 B M35 207:200
Tilkérszsls 183:185 202:214 199:207 46:267 191:103 AR BR T 343 200:211 254-264
Uréimi diuka 183183 214214 101:207 6734 103:203 137237 143250 207:209 166:276
Veékomyheqi 185:185 202:208 101:207 6:267 191:191 143:245 250:250 143:243 200:211 264:278
qaamﬂmaa 183:185 208:214 101:199 254:262 191:193 BT 244-250 143:245 209:221 254:264
Z3ld dinka 183:183 302:208 150:174 101:207 154:254 191:101 B3RS 244:257 13243 209:211 264:264
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