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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

A (adenine): adenin

ABA (Abscisic Acid): abszcizinsav

AFB (aflatoxin): aflatoxin

Avr (Avirulence): avirulencia

Aw (Active Water): aktiv viz

C (cytosine): citozin

CA (Ciklopiazon Acid): ciklopiazonsav

cDNS (complementary DNA): komplementer DNS
CIT (Citrinin): citrin

CREA-VE (Consiglio Per La Ricerca In Agricoltura E L’analisi Del L’economia Agraria- centro
di ricerca in Viticoltura ed Enologia): Agrarkutatasi és Agrargazdasagi Elemz06 Tanacs-Sz6lészeti
¢és Boraszati Kutatokézpont

CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation): Nemzetk6zosségi
Tudomanyos ¢€s Ipari Kutatasi Szervezet

DAO (Diamine Oxidase Activity): diamin-oxidaz-aktivitas

DD (Degree Day): h6foknap

DNS (Deoxyribonucleic acid): dezoxiribonukleinsav

DON (Deoxynivalenol): deoxinivalenol

ELISA (Enzyme-Linked ilmmunosorbent Assay): enzim kapcsolt immunszorbens vizsgalat
ET (Ethylene): etilén

ETI (Effector Triggered Immunity): effektor molekuldk altal elidézett immunvalasz
ETS (Effector-Triggered Susceptibility): effektor molekulak altal kivaltott érzékenység
EU (European Union): Eurdpai Unio

FB (fumonizine B): fumonizin B

FEM (Fondazione Edmund Mach): Edmund Mach Alapitvany

Florida AM (Florida Agricultural and Mechanical University): Floridai Mezdgazdasagi és
Mechanikai Egyetem

G (guanine): guanin
GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry): gazkromatografia-tomegspektrometria

HPLC-MS (High-Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry): nagy hatékonysagt
folyadékkromatografia-toémegspektrometria

HR (Hypersensitive Response): hiperszenzitiv valaszreakcid
IA (Immunoaffinity): immunaffinitas

IFV (Institut Francais de la Vigne et du Vin): Francia Sz6lészeti és Boraszati Intézet
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INRA (Institut National de la Recherche Agronomique): Orszagos Agrondmiai Kutato Intézet
ISR (Induced Systemic Resistance): indukalt szisztémas rezisztencia

JA (Jasmonic Acid): jazmonsav

JKI (Julius Kiihn Institut): Julius Kiihn Intézet

MAB (Marker assisted backcrossing): marker tamogatott visszakeresztezés

MAMP (Microbe Associated Molecular Pattern): mikrobahoz kétheté molekularis mintazat
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases): mitogén aktivalt protein kinaz

MAS: (Marker Assisted Selection): marker tamogatott szelekcio

MLF (Malolactic Fermentation): malolaktikus fermentacio

MRNS (messenger Ribonucleic acid): hirvivo ribonukleinsav

NIV (Nivalenol): nivalenol

OEM: Oltalom alatt all6 eredetmegjeldléssel ellatott boraszati termékek

OFJ: Oltalom alatt 4116 foldrajzi jelzéssel ellatott boraszati termékek

OIV (International Organisation of Vine and Wine): Nemzetkdzi Sz6lészeti és Bordszati Szervezet
OTA (Ochratoxin A): ochratoxin A

PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern): patogénhez kothetd molekularis mintazat
PCR (Polymerase Chain Reaction): polimeraz lancreakcio

PRR (Pattern Recognition Receptor): mintazat felismerd receptor

PTI (PAMP Triggered Immunity): PAMP molekulak altal eldidézett immunvalasz

QoI (Quinone outside Inhibitor): kinonon kiviili inhibitor

QTL (Quantitative Trait Locus): mennyiségi tulajdonsagokat meghatarozé lokuszok

RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed): élelmiszerekre és takarmanyokra vonatkozo
gyors riasztorendszer

RNASeq (RNA sequencing): RNS szekvenalas

RNS (Ribonucleic acid): ribonukleinsav

Rpv (Resistance to Plasmopara viticola): Sz616 peronoszpoéra elleni rezisztencia
SA (Salycilic Acid): szalicilsav

SAR (Systemic Acquired Resistance): szisztémas szerzett rezisztencia
SPE (Solid Phase Extraction): szilard fazisu extrakcid

T (thymine): timin

TLC (Thin layer Chromatography): vékonyréteg kromatografia

UC Davis: University of California, Davis - Kaliforniai Egyetem, Davis
UV (Ultra Violet): ultraibolya

ZEA (Zearalenon): zearalenon



1 BEVEZETES

A Kerti sz616 (Vitis vinifera L.) termesztése évezredek ota zajlik (Michel et al., 1993), gazdasagi
¢és kulturalis szempontbol nagy jelentdséggel bir. A termesztett sz616t kiilondsen jo iztulajdonsagai

miatt kiilonféle moédokon (csemegesz616, gylimoleslé, bor) hasznaljak fel.

A Kerti sz616 mindségének és termésjellemzdinek javulasat a sz6l6termesztés kezdete Ota segitik
a nemesitok az orokitéanyagok kombinalasaval. Ez magéaba foglalja a ndvények védelmét is az
Eurépaban a 19. szazad ota jelen 1év6 korokozok ellen. A sz616t vilagszerte szamos, gombak altal
okozott betegség tamadja meg, amelyek jelentds terméskiesést és szOlomindség romlast
eredményezhetnek (Ramsdell és Milholland, 1988). A lisztharmat (Erysiphe necator) 1845-ben, a
filoxéra (Daktulosphaira vitifoliae) 1863-ban és a peronoszpora (Plasmopara viticola) 1878-ban,
a feketerothadas (Guignardia bidwellii) 1885-ben jelent meg az eurdpai sz6l6termesztésben. Az

Eurdpaban termesztett sz616 nagyon érzékeny ezekre a korokozokra (Topfer et al., 2011).

A feketerothadas a vilag sz6l6teriiletein jelen van. Megfelelé novényvédelem hianya mellett és az
olyan sz¢lsOséges iddjarasi viszonyok kialakulasakor, mint példaul egy tilnyomdan paras, meleg
év a sz616 feketerothadasanak megjelenésére kell szamitanunk. A korokoz6 stlyos fertézés esetén
nagy terméskiesést okozhat, valamint ronthatja a bor mindségét (Ellis et al., 1986; Funt et al.,
1990; Reddick, 1911). Kiilondsen veszélyeztetettek a meleg, nedves, kevésbé széljarta teriiletek.
Jarvanyos években a feketerothadds miatt akar 5-80%-kal is csokkenhet a betakaritott sz616
mennyisége (Ramsdell és Milholland, 1988). A stlyosan érintett sz6l6iiltetvényekben esetenként
100%-os termésveszteség is el6fordulhat (Rinaldi et al., 2013).

A sz016 feketerothaddsa régota ismert hazankban is, jelentds gazdasagi karokat azonban nem
minden éveben okozott. 2010-t61 fokozodik jelenléte hazank sz616termé vidékein (Dula, 2012). A
betegséggel kapcsolatos tapasztalatok hianya miatt a védekezés és a megeldzés lehetdségei
korlatozottak, a rezisztenciaval kapcsolatosan kevés informacioval rendelkeziink (Dula, 2016),
ezért a szO16 rezisztencia-kutatasban az elmult par évben kiemelt figyelmet kap a feketerothadassal

szembeni ellendllosag genetikai hatterének kutatasa is.

A korokozokkal szembeni védekezés altalanos és legjobb megoldasa a rezisztencianemesités
(Barna, 1963). Az europai fajtak szinte kivétel nélkiil fogékonyak a betegségre (Demaree et al.,
1937; Barrett, 1953; Hausmann et al., 2017). Az Gjonnan eldallitott, magas foku lisztharmat ¢és

peronoszpoéra rezisztenciaval rendelkez6 fajtak tobbsége is fogékony a feketerothadas fertdzésére.
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Ez a betegség az organikus/bio szdlétermesztésben sulyos novényvédelmi problémat okozhat,
gyakran megoldhatatlan feladatot jelent, ezért a feketerothadas elleni rezisztenciat be kell épiteni

az 0j, innovativ rezisztens fajtakba.



2 CELKITUZES

Munkédm sordn elsddleges célom a sz6l6 és a feketerothadas kapcsolat bioldgiai hatterének
megismerése Volt, ehhez a sz6l6 feketerothadasara adott transzkriptom szintli valaszanak
vizsgalatat terveztiik. A Guignardia bidwellii fert6zésre feliil- vagy alul expresszald gének

azonositasaval segiteni szeretnénk a markerfejlesztést, a marker-timogatott szelekciot.
Megoldand6 elméleti problémak, tudoméanyos célok:

e A sz016 feketerothadasra adott transzkriptom szintii valaszanak vizsgalata
o Fert6zott és mock (kontroll) inokulalt, ellenall6 és fogékony névények teljes RNS
szekvenalasa 11j generacids szekvenalassal a kiilonbozoképpen kifejezddd gének
azonositasa érdekében
o A koérokozd és a novény kozti kapcsolatban specifikus szerepet betoltd gének
azonositasa

A tudomanyos célok elérése érdekében megvaldsitando feladatok:

o Fertdzési kisérletek bedllitasa, a fertdzések elvégzése
o Uj generacios szekvenalas konyvtarainak létrehozasahoz megfeleld mindségii teljes RNS
kivonatok készitése
e A szekvencia adatok feldolgozasara alkalmas pipeline kidolgozésa, adaptalasa
e Fiziologiailag aktiv vegyliletek vizsgélata fert6zott mintakbol:
o A feketerothadt sz616bogyok kémiai sszetételének vizsgalata
o Az egyes biologiailag aktiv vegyiiletek kialakulasanak vizsgalata a feketerothadas
hat4séra
o Mindezek alapjan célunk volt meghatarozni, hogy mekkora szazalékos aranyban
fertdzott fiirt dolgozhaté fel €s hasznalhatdo a mindségi bor készités soran, azaz,

egyaltalan milyen mértékii rothadas esetén nem kell valogatni



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A sz616 feketerothadasa
3.1.1 A korokozé megjelenése, elterjedése

A sz6l6 guignardias feketerothadasat a Guignardia bidwellii (Ellis) Viala et Ravaz
pszeudotéciumos gomba okozza. A koérokozd Eszak-Amerikaban 8shonos. Az altala okozott
veszteségeket elészor 1804-ben irtak le Kentucky-ban (Reddick, 1911). Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban jelentds mértékii karokat eldszor 1848-ban okozott Ohidban, majd 1867-ben az
orszag tobb nyugati allamaban is (Scribner, 1886). A sz616 feketerothadasat valoszintileg fertézott
szaporitdanyaggal vihették be a vilag mas bortermeld régidiba, igy juthatott el Europaba és Dél-
Amerikaba (Ramsdell és Milholland, 1988). Eur6paban eldszor Dél-Franciaorszagban szamoltak
be a feketerothadasrol 1885-ben (Viala és Ravaz, 1886). Ezt kovetden a betegség gyorsan elterjedt
a szomszédos sz6lotermd vidékeken, Németorszagban és Olaszorszagban (Reddick, 1911).
Olaszorszagban 1891-bdl szarmazik az elso jelentés a betegségrol, amiben leveleken megfigyelt
tiinetekrol szamoltak be (Martelli, 1891). Késébb, mikor Olaszorszag északkeleti régidinak
sz6l6teriiletein is megjelent, azt feltételezték, hogy a korokozd a szomszédos kelet-eurdpai
orszagokbol érkezett, valoszintileg a volt Jugoszlavia teriiletérdl, ahol a betegség mar 1935 6ta
ismert volt (Rui, 1935). Németorszagban a feketerothadas jelenlétét az 1930-as években
dokumentaltak (Liistner, 1935), de csak a 20. szazad végén jelentettek nagyobb jarvanyokat
(Harms et al., 2005). 2002 ota Németorszag északi bortermé teriiletein is egyre inkabb
megfigyelhetd volt a feketerothadas (Harms et al., 2005). Svéajcban, Ticinéban 1988-ban
szamoltak be a betegség sulyos kitorésérél (Jermini és Gessler, 1996). A 21. szazad elején a
korokoz6 fokozott eléfordulasarol szamoltak be Németorszag, Svajc, Ausztria, Luxemburg
(Rinaldi et al., 2013) és Romania teriiletér6l (Tomoiaga és Comsa, 2010). Eurdpaban a betegség
2010 ota a melegebb, mediterran orszagokban, Olaszorszagban és Portugalidban is gyakrabban
jelenik meg (Rinaldi et al., 2013). Eszak-Amerika és Eurdpa mellett a sz616 feketerothadésat
megfigyelték mar Dél-Amerikéban és Azsiaban is, igy szinte globalis elterjedéssel rendelkezik

(Wilcox, 2003).

Eddig csak elvétve figyeltek meg a Guignardia bidwellii koérokozot Ausztralia fobb
sz6lotermesztési régioiban, de felismerve jelentdségét az ausztral boripart fenyegeté kiemelt

veszélyek kozé soroljak (Sosnowski et al., 2012).
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aab.12155?casa_token=BMdEC0DoTN4AAAAA%3AdTe7QegA9eY2IlHmCJvs5GVOIvqs05W4sz-kdEJBOFpmXd9I4GbWrRImYoEzJscon6PctHfzIa_h4qs#aab12155-bib-0055
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aab.12155?casa_token=BMdEC0DoTN4AAAAA%3AdTe7QegA9eY2IlHmCJvs5GVOIvqs05W4sz-kdEJBOFpmXd9I4GbWrRImYoEzJscon6PctHfzIa_h4qs#aab12155-bib-0064

Magyarorszagon a korokozot elséként Kecskemét kornyékén talaltdk meg 1999 nyaran, majd
Pécsen, Sopronban, Tokaj-Hegyaljan figyeltek fel rd, de mar ugyanebben az évben a Balaton
felvidéken is elterjedt (Mikulas és Tomcsanyi, 1999). A sz6l6 guignardias feketerothadasa a
magyarorszagi borvidékeken igazoltan jelen van, eddig tobbszor okozott jelentdés mértékii
gazdasagi karokkal jard jarvanyt. A 2010-es évben sulyos feketerothadas epidémia Iépett fel az
Eszaki-kozéphegység borvidékein, amely nem érkezett varatlanul, hisz 2005 6ta évrél évre
fokozddik a fertézés mértéke a borvidékeken (Vaczy et al., 2012). 2014 6ta jelentdés méretii
kartétellel jelentkezett a hazai tiltetvényekben (Dula et al., 2016).

3.1.2 Gazdandvénykore

Gazdanovény korébe a Vitis, Parthenocissus, Cissus és Ampelopsis nemzetségek kiilonb6z6 fajai
tartoznak (Kovics, 2000; Wikee et al., 2011). Az eurdpai termesztett sz616, a Vitis vinifera (Linné)
a leginkabb fogékony, érzékenyek tovabba a Vitis labrusca (Linné), Vitis rotundifolia (Michaux)
¢és Vitis arizonica (Engelmann) fajok. Tovabbi alternativ gazdandvényei a Vitis amurensis
(Ruprecht), a Vitis californica (Bentham), a Parthenocissus quinquefolia (Linné), a
Parthenocissus tricuspidata (Siebold et Zuccarini), a Cissus spp. fajok. A kartétel a
Parthenocissus tricuspidata és a Parthenocissus quinquefolia fajokon nem jelentds (Eyres et al.,
2006). Az amerikai alanysz6l6k, a Vitis riparia (Michaux), a Vitis rupestris (Scheele), a Vitis
candicans (Engelmann) és a Vitis cordifolia (Michaux) csaknem ellenalloak (Sosnowski és Tan,
2017). A sz616 feketerothadasa tamadja még a Parthenocissus-okhoz hasonldan falak befuttatasara
tiltetett vadsz616t, a borostyanszélot (Ampelopsis spp.) is (Linhart és Mezey, 1885). Wilcox (2003)
szerint az Osszes Vitis vinifera (Linné) faj a fert6zoképesség szempontjabdl veszélyeztetett
kategoriaba sorolhatd, azonban a fajok fogékonysagaban eltérések lehetnek. A feketerothadéssal
fertdzott Vitaceae csalad tagjai kozott érzékenységi kiilonbségek mutatkoznak, Kong (2009) e
szerint az érzékenységi Szint szerint osztalyozza a fajtakat. A fajtak érzékenységében mutatkozo
kiilonbségek oka lehet a foldrajzi elterjedés is, mivel az egyes teriileteken a korokozé kiilonb6z6

rasszai zavartalanul kialakulhatnak (Kong, 2009).
3.1.3 A korokozo és biologiaja

A sz0l6 guignardias feketerothadasat a Guignardia bidwellii (Ellis) Viala et Ravaz
pszeudotéciumos gomba okozza. Piknidiumos alakja a Phyllosticta ampelicida (Engelmann) van

der Aa. A gomba az Ascomycota torzsbe, a Dothideomycetes osztalyaba, a Botryosphaeriales
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rendbe, a Botryosphaericaceae csaladba ¢és a Guignardia nemzetségbe tartozik (Schoch et al.,
2006).

A korokozo egy hemibiotrof endoparazita, amely ivartalan és ivaros életcikluson megy keresztiil
(1. &bra). A gomba piknidium vagy pszeudotécium formaban telel 4t a ndvény szamos részén,
kiilondsen a gylimolcsmumidkon, riigyekben, vesszdalapban, a tokén vagy a talajon maradt
fert6zott novényi részeken. Tavasszal a piknidium konidiumokat, a pszeudotécium pedig
aszkosporéakat hoz Iétre. Ezek okozzak a fiatal levelek vagy bogydk elsddleges fertdzését (Wilcox
et al., 2015). Ily modon a gomba a fertézott névényi maradvanyokban 2 évig is fennmaradhat
(Sosnowski et al., 2012). A tavaszi es6zések felszabaditjak az atteleld strukturdkban talalhato
aszkosporakat és konidiumokat. Az aszkosporak lassan csiraznak (a csirazas 36—48 orat vesz
igénybe), majd behatolnak a fiatal névényi sejtekbe. Fert6zés csak heves, tartds esézések és 15

oranal hosszabb ideig tarto levélfeliilet nedvesség esetén lehetséges (Miiller et al., 1930).

Koriilbeliil 14 nappal késObb barnas elvaltozasok figyelhetok meg a leveleken, amelyeken a fekete,
ivartalan termotestek, a piknidiumok jelennek meg (Hoffman et al., 2002; Dula, 2012). A
piknidiumok korkords alakban a fertdzott hajtdsokon vagy bogydkon is megtaldlhatok. A
piknidiumokban aszexudlis spordk, piknokonidiumok képzddnek, amelyek a ndvény minden
részét megtadmadhatjak (Agrios, 2005). Ahol egy levél vagy bogyo megfertdzddik, ott piknidiumok
képzddnek, amik konidiumokat termelnek, hozzajarulva a nyari es6zések soran az ismétlddo
fert6zési ciklusokhoz (Wilcox et al., 2015). A nekrozis tilnyomorészt azokon a szdveteken
jelentkezik, amelyek a novekedési fazisban vannak (Jabco et al., 1985). A fertézés julius végén
kezd csokkenni és augusztus végén eltiinik (Spotts, 1980).

A gazdaszervezet feketerothadds korokozo altali sikeres fert6zéséhez a konidiumok kotddése
elofeltétel (Kuo és Hoch, 1996), tovabba megfeleld hdmérséklet és paratartalom sziikséges (Spotts,
1977).

Az aszexualis sporak tapadasat a ndvényfeliilet nedvességének viselkedése hatarozza meg. Erds
Osszefliggés van a csirazasi sebesség ¢és a novényi feliilet hidrofob jellege k6zott (Shaw et al.,
2006). Ugyanakkor a Ca?" jelenléte is dontden befolyasolja a sporak csirdzasat. Ha az
ioncsatornakon keresztiil nem jut Ca?* a sporaba, akkor a csirdzas nem megy végbe (Shaw és Hoch,
2000).

A fert6zés lokalizaldsan kiviil fontosak a kornyezeti feltételek is. A feketerothadas fertdzéshez
folyamatosan nedves levélfeliiletre van sziikség, minél alacsonyabb a hémérséklet, annal hosszabb
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ideig (1. tdblazat). A nedves levélfeliilet egyben azzal is jar, hogy a levélen kialakulo vizeseppek

megfolynak és ekkor a sporakat is magukkal viszik.

1. tadblazat: A feketerothadds fert6zéshez sziikséges folyamatos levélfeliilet-nedvesség id6tartama a
hémérséklet fiiggvényében (Dula, 2012)

Hoémérseklet (°C) Folyamatos levélfeliilet
nedvesség (h)
10 24
13 12
15 9
18 8
21 7
24 7
27 6
30 9
32 12

A csirdzas soran egy apresszorium képzddik, amelynek segitségével a gomba a kutikulan keresztiil
behatol a levélbe és addig nd a fels6 epidermisz sejtfalai kozott, amig a sejtek koriilbeliil 14 nap
mulva 6ssze nem omlanak (Luttrell, 1946; Ullrich et al., 2009). A kérokozo biologiajarol mar sok
ismeret felhalmozddott. Ullrich és munkatarsai (2009) mikroszkopos vizsgalatokkal kovették a
gomba ¢letciklusat a novényen és a ndvényben. Arra vonatkozodan, hogy csiratomlék novekedése

a fogékony és az ellenallo genotipusok levelén mennyire eltérd, még nem kozoltek eredményeket.
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1. abra: AGuignardiabidwellii korokozd ivaros ésivartalan fert6zési ciklusanak menete (Wilcox, 2003
nyoman)

3.1.4 A Guignardia bidwellii altal okozott tiinetek

A koérokoz6 a sz616 novekvo zold részein (levél, hajtas, fiirt) mutat tiineteket, azonban nem egyenld
mértékben (Molitor és Berkelmann-Loehnertz, 2011). A leveleken tavasszal és nyar elején 1-2
héttel a fertdzés utan apro, kerekded vagy kissé szegletes, barnas-vordses foltok valnak lathatova
sotét szegéllyel (2. dbra). Az eredetileg krémszinii elvaltozasok fokozatosan sotétednek és végiil a
levél fels6 oldalan vorosesbarna szint kapnak (Kong, 2009). A levél szinén talalhat6 foltok szélén
fekete, esetenként koncentrikus korokben elhelyezkedd piknidiumok (atmérdje 59-196 um)
jelennek meg. Egy levélen tobb folt is kialakulhat, melyek néha &sszefolynak. Olykor a levélnyél
is fert6zddhet. Ekkor ovalis barna foltok mutatkoznak rajtuk, benniik piknidiumok fejlédhetnek.
A hajtasokon nagyobb, sotétebb, ovalis, enyhén besiipped6 foltok jelennek meg, a szakadozott
borszovet feliiletén piknidiumok lathatéak. A kacson és a fiirtkocsanyon is kialakulhatnak apro

foltok (Molitor et al., 2015).
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2. abra: Guignardia bidwellii okozta tlinet Kékfrankos
sz0616 levelén (Sajat felvétel, 2020)

A korokozoé jelentdségét noveli, hogy teljes fiirtpusztulast okozhat, bar a fiirt ritkan fertézodik
teljes egészében (3. abra). A flirt koran, akar a sapka lehulldsa utan roviddel megfertézédhet. A
legnagyobb kar a sz6l6észemeket éri, ahol eldszor fakoé szinti foltok jelennek meg, melyek rovid
idon beliil (24-48 ora alatt) megbarnulnak. A bogydok néhany nap alatt dehidratalodnak, felsziniik
rancosodik, végiil a termés 1-2 hét alatt szénfeketére mumifikalodik. A toppedt bogyok feliilete
érdes tapintast a borszdovet alatt képz6do fekete piknidiumok tomegétdl. Jellemzd, hogy a fiirt
bogydit a korokozo nem egyszerre timadja meg, ezért a beteg fiirton szabalytalanul valtakoznak
az egészséges, a betegség kezdetét tikkrozd, a rancosodni kezdd, végiil az dsszetdppedt, elszaradt
bogyok. A mumifikalt bogyok altalaban erésen kotédnek a flirthéz (Wilcox és Hoffman, 2015). A
sz016t6kék az id6jarasi koriilményektdl fliggben a viragzas utan 1-5 héttel a leginkabb fogékonyak
a feketerothadasra (Hoffman és Wilcox, 2002).
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3. abra: Feketerothadas tiinet Danubius
sz6l6fajta fiirtjén (Sajat felvétel, 2020)

3.2 A szol6 feketerothadasa elleni védekezés lehetdségei

A sz06l6 novényvédelmét a feketerothadas ellen integralt modon kell végrehajtani, kiemelten
kezelve a természetes szabalyozd tényezOk alkalmazédsat. Az integralt betegség-kezelésben
elétérbe kertilnek azok a megeldzd intézkedések, amelyek pozitivan befolyasoljak a ndvények
allapotat és az agrodkoszisztéma stabilitasat. Kiilonosen olyan megel6zd 1épésekre van sziikség,
amelynek célja a novekedés optimalizaldsa és ezaltal a sz6londvény megbetegedésre vald

hajlamanak csokkentése, a fertdzés terjedéséhez sziikséges kedvezo feltételek korlatozasa.

3.2.1 Agrotechnikai megoldasok

Az integralt sz6l6termesztés soran fontos a megfeleld agrotechnikai intézkedések alkalmazasa,
melyek korlatozzak a betegség terjedésének lehetségeit. igy a feketerothadas elleni védekezésben
a terméhely megvalasztasa, a fajta, a sorirdnyok kialakitasa, szellds tOkeforma és iiltetvény
kialakitasa, a zoldmunkék idében torténd elvégzése, az iiltetvény, és az azt koriilvevo teriilet
gyommentesen tartdsa, valamint a metsz€s utan keletkezett novényi maradvanyok azonnali

megsemmisitése nyjthat védelmet (Glits €és Folk, 2000).
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Egyéb termesztési gyakorlatok szerint az els6dleges fertdzési forrds csokkentésére ajanlott a
mumifikalodott flirtok eltavolitasa a téli metszés soran (Gadoury, 1993). Becker és Pearson (1993)
25-35%-kal csokkentette a fiirtfert6zés sulyossagat, amikor a bogyomtmidkat eltavolitottak a
vesszOkrél. Emele és munkatarsai (1999), valamint Hoffman és munkatarsai (2004) szintén
megfigyelték, hogy a gylimolcsfertdzés jelentésen megnd, mikor a mumidkat a tékén hagytak,
Osszehasonlitva azokkal a parcelldkkal, ahol ezeket eltavolitottdk. Emiatt ajanlott a fertdzott
mumiak talajba forgatasa, foként azokban a szOldiiltetvényekben, amelyekben gyakran 1ép fel
feketerothadas fert6zés, vagy amelyeket organikusan miivelnek (Myers, 2006; Sosnowski et al.,
2012). A széloteriiletek fertézésének csokkentése érdekében az elhagyott szOlGiiltetvényeket

kezelni kell, vagy fel kell szamolni (Harms et al., 2005; Gessler és Jermini, 2009).

A sz616novény betegség irdnti fogékonysagat csokkenti a kiegyenstlyozott tapanyagbevitel és a
nitrogéntuladagolas keriilése. Tovabba minden olyan intézkedés fontos, ami korldtozza vagy

megakadalyozza a sz616bogyok, fiirtok fizikai karosodasat.

3.2.2 Kémiai védekezés

A vegyszeres védekezésre a peronoszpora ¢€s lisztharmat ellen is alkalmazott hatéanyagcsoportok
altalaban eredményesen alkalmazhatok. A feketerothadas ellen jovahagyott peszticidek a
strobilurinok, triazolok és ditiokarbamatok hatdéanyagcsoportjaba tartoznak (Molitor, 2009). Az
alkalmazott hatéanyag és kijuttatasuk idézitése befolyasolja a feketerothadas elleni kiizdelem
hatékonysagat (Ramsdell és Milholland, 1988; Emele et al., 1998; Hoffman et al., 2002). A
Guignardia bidwellii elleni védekezés szempontjabol a legkritikusabb idészak a nagyjabol 10 cm-
es hajtashossztol kezdve a bogydk zsendiiléséig tart (Ramsdell és Milholland, 1988). Emele ¢€s
munkatarsai (1998) kéthetes idokozonként végeztek fungicides kezelést a virdgzas eldtti 4. héttdl
a viragzas utani 8. hétig. Megfigyelték, hogy a viragzas utani elsd 4 hét a kritikus idészak a fertdzés
visszaszoritasa szempontjabol. Hoffmann ¢és munkatarsai (2004) a gombadlészerek
alkalmazasanak kiilonb6z6 stratégiait értékelte a feketerothadas altal stlyosan érintett amerikai
szOloiiltetvényeken. A kezeléseket 25 cm-es hajtashosszon, kozvetleniil a viragzas elétt, valamint
2 és 4 héttel a viragzas utan hajtottak végre, amivel a korokozot sikeriilt teljesen visszaszoritani.
Gessler és Jermini (2009) megerdsitették, hogy két, jol idozitett permetezés megfeleld
gombadldvel elegendd ahhoz, hogy a fiirtokon teljes mértékben megeldzzek a fertdzeés kialakulasat
¢és elkeriiljek a termésveszteségeket. Harms és munkatarsai (2005) megfigyelték, hogy az 5-7
kiteriilt levél allapottol kezdddo, a flirtzarodasaig tartd fungicides kezelés megfelelé védelmet

biztositott a feketerothadés ellen. Ramsdell és Milholland (1988) szerint a feketerothadas elleni
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gombadld szerek alkalmazasa nem sziikséges, ha a sz6l6bogyoban mar tobb mint 5% cukor

halmozddott fel.

Az organikus sz6l6iiltetvényekben réz alapu készitményeket vagy réz és kén vegyiileteket, példaul
Bordoéilé-keveréket alkalmaztak a feketerothadas megel6zésére, valamint a lisztharmat és a
peronoszpora visszaszoritasara (Dufour, 2006). A réz- és kénvegyiileteket preventiv jelleggel lehet
alkalmazni ugy, hogy a fertézési periddus el6tt jelen legyenek a névény felszinén. Luttrell (1946)
megallapitotta, hogy négy Bordoilé-keverékkel végzett kezelés (kettd viragzas elétt, egy a kotddés
utan és egy, amikor a gylimolcsok zoldborsd nagysaguak) elegendd volt a termésveszteség
elkeriilésére. Hoffman és Wilcox (2003) mesterségesen fert6zott dugvanyokkal végzett in vitro
kisérletben értékelték a miklobutanil és az azoxistrobin fertdzés utani aktivitasat. Megfigyelték,
hogy mig az azoxistrobin esetében a fertdzés utani hatékonysag 60% volt, a miklobutanil a
fertézést kovetd 6 napban alkalmazva a 1éziok kialakulasat teljesen megakadalyozta.
Ditiokarbamatok (mankoceb ¢és metiram) alkalmazasakor 77-98%-0s, strobilurinoknal
(azoxistrobin, krezoxim, piraklostrobin és trifloxistrobin) 95-100%-0s, az azolok (penconazol,
tebukonazol, fluquinkonazol, miklobutanil) alkalmazasanal 91-100% ko6zotti hatékonysagot

figyeltek meg (Harms et al., 2005).

Rinaldi és munkatarsai (2012) azt feltételezték, hogy a korokozo hirtelen terjedése azokon a
tertileteken, ahol kordbban szinte ismeretlen volt, sszefiiggésben lehet a fungicidek alkalmazasi
intervallumainak valtozasaval, az alkalmazott fungicidek tipusaval vagy az elhagyott
szolotiltetvények novekvo szamaval. A betegség novekvo el6fordulasa miatti aggodalom
nemrégiben arra késztette az eurdpai kutatokat, hogy novényvédelmi elérejelzé rendszereket

hozzanak létre a betegség jobb kontrollja érdekében (Molitor et al., 2016; Onesti et al., 2016).

3.2.3 A korokozo elorejelzése

Védekezés szempontjabol fontos tényezd a betegség eldrejelzése, amelyhez ismerni kell a

lappangasi 1d6t, valamint a fertézéshez sziikséges kornyezeti faktorokat.

Maurin és munkatarsai (1991) kifejlesztettek egy el6rejelzési modellt, hogy megdvjak a szolét a
Guignardia bidwellii fertézésekkel szemben Franciaorszagban. A modell a relativ paratartalom, a
csapadékmennyiség ¢€s a hOmérséklet adatait hasznalja a feketerothadds kockazati szintjének
elorejelzésére, két tesztév soran képes volt elérejelezni a betegség kialakulasa szamara kedvezd
id6szakokat. Amerikéban az elérejelzéshez kidolgoztak egy szabadfoldi koriilményekre érvényes

héfoknap modellt, mely a napi kdzéphdmérsékletet veszi alapul (a hdmérséklet minimumabol és

18


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aab.12155?casa_token=BMdEC0DoTN4AAAAA%3AdTe7QegA9eY2IlHmCJvs5GVOIvqs05W4sz-kdEJBOFpmXd9I4GbWrRImYoEzJscon6PctHfzIa_h4qs#aab12155-bib-0054

maximumabol szamitva) 7°C és 26°C hdmérsékleti kiiszobbel. A fert6zéstdl az ujabb inokulum
kialakuldasdhoz sziikséges iddtartamot hdfoknapokban (DD) hatdroztdk meg a tenyészidd
kiilonboz6 szakaszaiban. Meghataroztak, hogy a levéltiinet megjelenéséig 196-248 DD sziikséges,
valamint a levélfoltokbol torténd spora kiszordédas 400 DD értéken érte el a maximumot
(Northover et al., 1997). Smith (2009) egy tanacsad6 rendszert dolgozott ki a sz616 novekedési
stadiumahoz kapcsolodo érzékenység alapjan. A rendszer alkalmazasa atlagosan koriilbeliil 45%
-kal csokkentette a fungicid kezelések szamat. Smith (2012) tovabb fejlesztette a rendszert egy
masodfoku egyenlet kidolgozasaval, amely kiszamitotta a feketerothadas fert6zéséhez sziikséges
pards Orak szamat (relativ paratartalom > 85%) a napi hdémérséklet fiiggvényében.
Magyarorszagon a feketerothadas fertdzések elérejelzéséhez a BASF altal miikodtetett elérejelzési

rendszer ad informaciot (https://defenso.hu/szolo)

3.2.4 A sz0l0 rezisztencianemesitése

Uj rezisztenciaforrasok azonositasa és felhasznalasa elengedhetetlen a rezisztencianemesitéshez.
Az azonositott rezisztenciaforrasok segitségével tamogathatjuk tobbek kozott a feketerothadésra
tolerans vagy rezisztens szOlofajtak nemesitését ¢és ezaltal novelhetjik a  sz016

védekezbképességét.

A 57616 rezisztencianemesitése Eszak-Amerikaban indult el, az ott Gshonos, helyi kérositoknak
ellenallé sz6l6fajtak szelektalasaval. Az amerikai fajok mind az egymas kozotti, mind az europai
fajtakkal valo keresztezésével fajhibrideket, igynevezett interspecifikus hibrideket allitottak eld.
A Vitis vinifera L. Eurazsiaban a jelenlegi novényvédelmet meghatarozo korokozok (lisztharmat,
peronoszpora, sziirkerothadas, feketerothadas stb.) nélkiili kdrnyezetben fejlédott ki, ezért alig
képes ellenallni ezeknek a szamara ismeretlen betegségeknek, amelyek az amerikai hibridek

vesszdivel érkezhettek Europaba.

Ezek a kartevok €s korokozok dramai modon megvaltoztattdk az eurdpai sz6ldtermesztés sokezer
éves gyakorlatat. Megjelenésiik kdvetkeztében jelentds nemesitési tevékenység indult meg. A 109.
szazad elso felében az Amerikaban eldallitott filoxéra, peronoszpora és lisztharmat ellen ellenallo
Vitis labrusca fajtak Eurdpaban direkttermd néven valtak ismertté. Ezek a direkt termdék
(Delaware, Elvira, lzabella, Othello, stb.) neviiket onnan kaptak, hogy a filoxéra elterjedését
kovetden sajat gyokéren is megéltek, szemben az eurdpai fajtakkal, amik csak oltvanyként voltak
termeszthetok. E fajtak nagy része kozepes bormindséget mutatott, magas rezisztencia-

jellemzokkel kombinalva (Reynolds, 2015).
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A 19. szazad végén a kartevok és korokozok elleni kiizdelemben megkezdett tevékenységek
mellett elkotelezett sz6lészek is megkezdték sajat nemesitési programjaikat a direkttermd fajtak
mindségének javitasa és a filoxéra okozta problémak megoldasa érdekében. A nemesitési
tevékenység évtizedekig tartd folytatasa kovetkeztében, Husfeld volt az elsd, aki bebizonyitotta,
hogy az ellenallo képesség és a mindség kombinalhatod (Alleweldt, 1977). A 19. szazad végén, a
20. szazad els6 felében az alanynemesitéshez és a gombabetegségekkel szemben ellenalld
fajtaknal amerikai sz6l6fajokat hasznaltak rezisztenciaforrasnak. Az alanynemesitésben
els6sorban a V. riparia, V. rupestris, V. berlandieri, valamint a V. cinerea és a V. monticola fajokat
hasznaltak fel (Alleweldt és Possingham 1988). Az &zsiai génallomany, amely nehezen
hozzaférhetd volt, szintén felhasznalhaté az ellenalldo képesség javitdsara. Kiilonosen a V.
amurensis-t alkalmaztak a nemesitési programokban, de mas kelet-azsiai sz616fajokrol is kideriilt,
hogy szamos korokozoval szemben jelentés mértékii rezisztenciaval rendelkeznek (He és Wang,
1986, Wan et al., 2007). A 19. szazad kozepéig foként francia sz6lénemesitok (Seibel, Couderc,
Seyve-Villard, Baco) foglalkoztak az észak-amerikai szolofajtak és az eurdpai  fajok
keresztezésére alapozott ellenallo fajtak létrehozasaval. A legismertebbek koziilik a Baco 1,
Couderc 503 (Szazszoros), Seyve-Villard 5276 (Seyval blanc), Seyve-Villard 12375 (Villard
blanc), Seyve-Villard 18315 (Villard noir). Az altaluk 1étrehozott szamos fajtat franko-amerikai
hibrideknek nevezziik. Ezekre a hibridekre alapozva indult a 20. szazad masodik felében a
rezisztencia nemesités tjabb korszaka, tobbek kozott Magyarorszagon is. Ebben az idében olyan
fajtak sziilettek, mint a Poloskei muskotaly, Teréz (Hajdu és Esik, 2001), a Csillam, Duna
gyongye, Palatina, Viktoria (Kozma et al., 1986), vagy a Bianca, Medina, Nero és Zalagyongye
fajtak (Csizmazia és Bereznai, 1968). Ezeknek a hibrideknek a betegség-ellenallosaga elmaradt az
amerikai vad fajok gombabetegségekkel szembeni rezisztencidja ugyanis poligénes 6roklddési, és
a rezisztencia szintje a rezisztenciat befolyasold gének egyiittes jelenlététol fiigg. A keresztezés
soran a gének véletlenszerli kombinacidjanak csak kicsi az esélye olyan nagy ellenallosagu utodok

eloallitasara, amik még a mindségi elvarasoknak is megfelelnek (Boubals, 1961).

A klasszikus nemesitésben az utdédokat fenotipusuk alapjan valasztjak ki. Az értékelés azonban
nagyon iddigényes és koltséges. A hagyomanyos fenotipizalés a leveleken vagy levélkorongokon
t6rténd természetes vagy mesterséges fertdzés utani rezisztencia értékelésén alapul. Altalaban a
peronoszporaval szembeni részleges rezisztencia in vitro sziirése a levéllemez biolodgiai
vizsgalatain (Bavaresco és Eibach, 1987), valamint a rezisztencia mértékének vizualis pontszam

alapjan torténd értékelésén (OIV-skala: OIV 452-1 szerint) alapul. A sz616 Plasmopara viticola-
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tol eltérd gazda-patogén rendszerekben, a rezisztencia-komponensek mérése hatékonyan
tdmogatja a részleges rezisztenciat mutatd ndvényi genotipusok értékelését, egy olyan
rezisztenciat, amely a fertézési ciklus tobb szakaszat érinti (Schwanck et al., 2016). A rezisztencia-
komponensek elemzése a rezisztencia fenotipusos elemzésén alapszik, amely klasszikusan
magaban foglalja a sporafert6zések hatékonysagat, a latens periddus idétartamat (azaz a fertdzéstol
a sporulacio kezdetéig eltelt id6), az elvaltozas méretét és a sporak termelését (Van der Plank,

1963; Zadoks, 1972).

Bar a hagyomanyos nemesitést alkalmaz6 hibridizacios folyamat tobb évet igényel, de a genetika,
a marker tamogatott szelekcido (MAS), a genetikai kapcsoltsagi térképek, a Vitis vinifera L.
genomszekvencia elérhetdsége €s a rezisztencia gének ismerete mind segitik a nemesitoket az 1j
rezisztens fajtak kivalasztasaban. Ezen modszerek mellett a hatékony fenotipizald eszkozoknek is

dont6 szerepiik van (Eibach et al., 2007; Topfer et al., 2011).

A marker tamogatott szelekci6 (MAS) egy modern eszkdz, amelyet a nemesiték a kivant
tulajdonsagokkal tarsitott bizonyos genotipusu utédok sziirésére hasznalnak (Boopathi, 2013a). A
csemegeszOloben a MAS-t alkalmaztak az utddok magtalansaganak kivalasztasara (Karaagac et
al., 2012). A MAS-nak szamos el6nye van a hagyomanyos névénynemesitési megkozelitésekkel
szemben. Csirandvényeken is elvégezhetd, hogy csokkentse az utddok genotipizaldsanak idejét
(Boopathi, 2013b). A hagyomanyos nemesitési programokban az egymast kdvetd nemzedékek
kozott eltelt id6 koltséges és korlatozo tényezd lehet. Ez kiilondsen igaz a hosszu életi, éveld
novényekre, mint példaul a sz6l6, amelynek gylimolesét az liltetés utdn 3-7 évig nem lehet
értékelni (Myles et al., 2011). A MAS alkalmazhat6 a novény korokozokkal szembeni, kornyezeti
feltételektdl fliggetlen rezisztenciajanak értékelésére is. Ehhez az értékes rezisztencia tulajdonsagu
jelolteknek rendelkezésre kell allniuk (Boopathi, 2013b). Ez fontos, hisz az a cél, hogy a
sz6l0nemesitési program javitsa a gombarezisztenciat (Reisch et al., 2012). Az egy populéciora
kifejlesztett markerek nem feltétleniil vihet6k at mas genetikai hattérbe (Boopathi, 2013b; Myles
et al., 2011). A MAS sokféle modon beépithetd a ndvénynemesitési programokba. A marker
tdmogatott génpiramidalds az a folyamat, amikor tobb kiilonbozd (két vagy tobb forrasbol
szarmaz0) allélt visznek a genomba ugyanazon célbol (példaul egy adott korokozoval szembeni
tobb kiilonboz6 rezisztencia gént). Az utdodpopulaciokat genotipizaljak és szelektaljak, hogy az
Osszes kivant markert hordozzak-e az egyedek (Boopathi, 2013b). A kérokozok képesek attdrni
egy rezisztencia gént, ezért a génpiramidalas széles spektrumu, de elsdsorban tartos

ellendlloképességet tudnak biztositani azaltal, hogy a korokozoban kialakuld esetleges
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rezisztenciatord mutacid a masik rezisztencia génnek kdszonhetden nem jelent szelekcios elényt
a rezisztenciatord torzs szamadra, ezért a populacidgenetika torvényei szerint a gomba populéciobol
par nemzedéket kovetden akar el is tlinhet. A leghatékonyabb génpiramidalasi programokban a
rezisztencia géneket tobb QTL-lel (quantitative trait locus - mennyiségi tulajdonsagokat
meghataroz6 lokuszok) kombinaljak, amelyek tovabbi biztositékot adnak a magas szintii tartos
rezisztencia kialakitasahoz (Collard és Mackill, 2008). Az azsiai sz6l6faj, a Vitis amurensis
rendelkezik pl. a peronoszpora ellenallo képességet meghatarozo Rpv10 és Rpvl2 rezisztencia
lokuszokkal, és arra hasznaltak, hogy ezt a rezisztenciat az észak-amerikai vadfajokbdl szarmazé
Rpv3 l6kuszokkal kombinalva fokozzak az ellenalld képességet Vitis vinifera fajtakban (Venuti et
al., 2013; Schwander et al., 2012; Di Gaspero et al., 2012).

A legtobb gombarezisztencia és sok mas agrondmiai tulajdonsag kvantitativ tulajdonsag (Doligez
et al., 2002). A sz616 genom szamos olyan gént hordoz, amelyek Osszefiiggenek a rezisztenciaval
(Velasco et al., 2007). A rezisztenciat okozd QTL azonositasaval lehetéség van 6sszehasonlitani
a rezisztencia lokuszokat a referencia genommal. Ezenkiviil a QTL régi6 szekvenalasaval és az
azt kovetd gén annotacioval a védekezési mechanizmusokban fontos génjeldltek nyerhetok. A
sz616 két legfontosabb korokozojaval (lisztharmat és peronoszpora) szembeni rezisztenciajaval
kapcsoltan mar nagyszamu QTL-t azonositottak, és kapcsolt molekularis markereket fejlesztettek
ki. Ezen markerek koziil sokat mar sikeresen alkalmaznak a rezisztencia tulajdonsagok korai
kivalasztasahoz (Eibach et al., 2007). A feketerothadassal szembeni ellenallas kvantitativ jellemzo.
Az expresszid nemcsak két formaban, hanem fokozatosan valtoz6 fenotipusokban fordul el
(Mackay, 2001). A feketerothadas ellenallo képesség tekintetében QTL-elemzéseit Rex mar 2012-
ben elvégezte. Munkajaban sikeresen igazolta a feketerothadas rezisztencia QTL-k jelenlétét a
‘Borner’ fajtaban. A QTL-eket térképezés segitségével a 14-es és 16-os kromoszoman helyezték el,
majd a kozeli kapcsolt markerek fejlesztésébe kezdtek. A Guignardia bidwellii korokozoval fert6zott
térképezési csaladot a fogékony Vitis vinifera L. hibrid, a V3125’ ("Schiava grossa’ x ‘Rajnai rizling’)
és a rezisztens ‘Borner’ keresztezésébodl allitottak el6. Az elvégzett rezisztencia tesztelések és
szabadfoldi fert6zések segitségével készitett genetikai térkép alapjan megallapitottak, hogy az egyik
QTL a 14-es kapcsoltsagi csoportban helyezkedik el (Rgbhl). Ez 21,8%-ban magyarazza a fenotipusos
variaciot (LOD 10.5). Egy masik QTL pedig a 16-os kapcsoltsagi csoportban helyezkedik el (Rgb2;
LOD 4.2), ami 8,5%-at magyarazza a fenotipusos variaciot. A térképezési csaladban megfigyelt két £6
QTL és tobb kis QTL egyiitt arra enged kovetkeztetni, hogy az ellenall6 ‘Borner’ fajta a Guignardia
bidwelli-vel szemben poligénes rezisztenciaval rendelkezik (Rex et al., 2014). Ugyanakkor Farkas és
munkatarsai (2018) vizsgalatai alapjan a differencidlt expressziot mutatd gének kozott egy sem
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Osszefliggést talaltak a feketerothadassal szembeni QTL és a lisztharmattal szembeni ellenallas,

valamint a fitoalexinek szintézise k6zott (Dalbd, 1998).

A peronoszporaval (Plasmopara viticola) szembeni rezisztencia forrasok felfedezése oOta
(Munson, 1909; Olmo, 1971) szamos nemesitési programot fejlesztett ki annak érdekében, hogy
olyan sz6lohibrideket hozzanak létre, amelyek a vad szdlofajok betegségellenallo génjeit
kombinaljak azokkal a kivant agronémiai és sz616mindségi tulajdonsagokkal, amelyeket a Vitis
vinifera L. fajtak hordoznak. A 20. szazad elejétél szamos betegségellenallo, jo termésmindséggel
rendelkez6 szO16fajta lett kivalasztva nemesitok altal (Golodriga, 1978; Alleweldt, 1980; Bouquet,
1980; Kozma, 2002). Néhany intézmény vilagszerte aktivan részt vesz ezekben a nemesitési
programokban. Tobbek kozott a Cornell Egyetem, az UC Davis és a Florida AM Egyetem az
Egyesiilt Allamokban, tobb tudomanyos intézmény Kindban, a CSIRO Ausztrilidban, a
Krasznodari Egyetem Oroszorszagban, a JKI Gelweilerhof Németorszagban, INRA ¢és IFV
Franciaorszagban, az Udine Egyetem, a FEM és CREA-VE Olaszorszagban, valamint a Pécsi
Tudomanyegyetem Magyarorszagon (Bavaresco, 2019). A rezisztens genotipusok hasznalata
azonban még mindig kis teriiletre korlatozodik. Jelenleg a rezisztens sz6lohibridek a vilag

sz0l6termesztési feliiletének korilbelil 6% -at teszik ki.

Bar kezdetben a nemesitési programok eredményeként eldallitott fajtak bormindsége nem volt
kielégitd a boraszok szamara, a kitartd nemesitési munka a komplex rezisztencia kialakitasa
mellett a borminéség jelentds javulasat hozta. Az Europai Unidban (EU) az 1308/2013/EK
rendelet kimondja, hogy lehet termeszteni rezisztens fajtakat asztali és OFJ borok eldallitasahoz,
de OEM borok esetében csak Vitis vinifera L. a megengedett. Ebben a tekintetben, az EU-ban a
helyzet nem egységes. Példaul Németorszag az 1j, betegségekkel szemben ellenallo fajtakat az
Vitis vinifera L. fajhoz sorolja, ellentétben Olaszorszaggal és Franciaorszaggal. Ez a helyzet
minden bizonnyal belathat6 idon beliil meg fog valtozni. Az interspecifikus rezisztens fajtakat nem

szarmazasuk, hanem kizarolag mindségiik alapjan kellene megitélni (Myles, 2013).

3.2.5 Potencialis rezisztenciaforrasok a sz6lo feketerothadassal szemben

Napjainkban a sz6l6 rezisztenciakutatasok tobbnyire a vad Vitis fajokra iranyulnak. Ezek a
novények a korokozokkal vald koevolucio eredményeként értékes ellenalld képességért felelds
géneket hordoznak. Rezisztencia-forrasként elsdsorban az észak-amerikai Vitis fajok, valamint
ezek rezisztencidjat még hordozé interspecifikus hibridek johetnek szamitasba (Barrett, 1955;
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Hausmann et al., 2017). A feketerothadassal szemben ellenallo sz6l6fajtak és szol6fajok a 'Borner'
(Vitis riparia Gm x Vitis cinerea Arnold), az *Illinois 547-1" (V. rupestris B38 x V. cinerea B9) a
‘Merzling' (Seywal x Freiburg 379-52) ¢és a 'Seibel 7053' (Seibel 5163 x Seibel 880) (Dalbd et al.,
2001; Kiss et al., 2017). Mar a 2010-es hazai jarvany utan kideriilt, hogy az id. Dr. Kozma Pal és
munkatarsai altal a Kertészeti Egyetemen nemesitett ’Csillam’ sz6lofajta magas foka
feketerothadas ellenalloképességgel rendelkezik. Az eredeti forrasok szerint Rayon d’or (Seibel
4986) x Kékfrankos sziilok keresztezésébOl szarmazd fajta feketerothadassal szembeni
kiemelkedd levél és fiirt rezisztenciajat részletes fajtadsszehasonlito vizsgalatok igazoltak (Roznik
et al., 2017a) és a fajtat bevontak a PTE SZBKI rezisztencianemesitési programjaba (Roznik et
al., 2017b; Kozma, 2019). Németorszagban a ’Borner’ (Rex et al., 2014) és a ’Villard Blanc'
(Hausmann et al., 2017) rezisztenciaforrasok felhasznalasaval a lokuszok térképezésére is sor
keriilt. A keresztezett V3125 x *Borner’ populaciot olyan molekularis markerek kifejlesztésére
hasznaltak, amelyek korrelalnak a feketerothadassal szembeni rezisztencidval. A V3125
tenyészvonal a két hagyomanyos Trollinger és Rajnai rizling fajta keresztezésébdl szarmazik,
amelyek jo borminéséget nyujtanak, de érzékenyek a feketerothadasra. A *Borner’ a Vitis riparia
Gm183 és Vitis cinerea Arnold hibridje, és filoxérarezisztens alanyként hasznaljak (Hafner, 1998;
Schiller, 1966). Mindkét fajrol ismert, hogy a feketerothadassal szemben ellenallo (Demaree et
al., 1937). A rezisztencia bioldgiai alapjai, a gazda patogén kapcsolat részletei még nem kelléen

feltartak (Pirrello et al., 2019).

3.3 A sz616 védekez6mechanizmusai a kérokozok ellen (névény-patogén interakciok)

A noveények evolucidjuk soran kiilonb6z6 mechanizmusokat fejlesztettek ki, hogy alkalmazkodni
tudjanak a szdmukra kedvezdtlen abiotikus és biotikus kornyezeti hatdsokhoz. Ezek egyfeldl
lehetnek a sz6ldndvényen, sz616ndvényben permanensen jelen 1évo passziv védelmi eszkozok,
masfelol kialakulhatnak dinamikusan funkcionalo, szabalyozhatd védelmi rendszerek, amelyeket
indukalt rezisztencidnak neveziink. Ezek a rendszerek kiilsd stresszhatasokra stimulalodnak,
amelyre a megfelel sejtvalaszt generaljak. Mindezt a sejtfelszinen vagy a citoplazmaban talalhato
receptoroktdl kapott és a sejtmagban elhelyezkedd transzkripcids mechanizmusba atvitt ingerekkel
teszik lehetdvé, kiillonféle jelatviteli utak segitségével. Az indukalt rezisztencia olyan jelatviteli
utakat kontrollal, amelyek konstitutiv modon, gyorsan reagalnak a korokozokra a fert6zés helyén
(Dangl et al., 1996). Ezek a struktirak olyan védelmi mechanizmusokat foglalnak magukba, mint
a hiperszenzitiv reakcio, a sejthalal (Venuti et al., 2013; Zyprian et al., 2016), a kalloz és lignin
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felhalmozas (Dai et al., 1995; Gindro et al., 2003) az oxidativ stressz (Low és Merida, 1996), a
fitoalexinek szintézise (Pezet et al., 2004; Gindro et al., 2006), a sejt nekrozis (Bellin et al., 2009;
Zini et al, 2015), a peroxidaz aktivitas indukcidja (Toffolatti et al., 2012), a fenolos vegyiiletek
felhalmozodasat a fert6zés helyeit koriilvevé novényi szovetekben (Alonso-Villaverde et al.,
2011), valamint szamos enzim fehérje termelése (Dangl et al., 1996). Az indukalt rezisztencia
legismertebb formai novényekben a szalicilsav (SA) indukalta Szisztemikus Szerzett Rezisztencia
(SAR - Systemic Acquired Resistance), a jazminsav (JA), illetve az etilén (ET) jelatviteli utakhoz
kapcsolodo Indukalt Szisztemikus Rezisztencia (ISR - Induced Systemic Resistance), valamint az
abszcizinsav altal medialt szignalat, amely leginkabb az abiotikus stressztényezok ellen hatékony.
Barmely novény-patogén kolcsonhatds eredménye az érzékenység és a rezisztencia tényezok
ugynevezett cikk-cakk modell (4. abra) a leginkabb elfogadott (Jones és Dangl, 2006). Ennek
alapjan a novényi immunrendszer sejtjei a korokozokra jellemz0, altalaban konzervalt szerkezeti
mikroba felszini elicitorokat (PAMP - Pathogen Associated Molecular Pattern) és a mikrobakhoz
kapcsoloddo molekularis mintazatokat (MAMP - Microbe Associated Molecular Pattern)
detektadlnak mintazatfelismerd receptoraik (PRR - Pattern Recognition Receptors) révén

(Rajamuthiah és Mylonakis, 2014).
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4. abra: A novényi immunvalasz ugynevezett Cikk-cakk modellje Deak et al. (2018)
nyoman. PTI: effektor molekulak altal el6idézett immunvalasz; ETS: effektor molekulak
altal kivaltott érzékenység; ETI: effektor molekulak altal eldidézett immunvalasz; PAMP:

patogénhez kothetd molekularis mintazat; R-gén: névényi rezisztencia gén.

A novény kétféle velesziiletett immunmechanizmust alakitott ki - a PAMP altal kivaltott
immunitast (PTI - PAMP Triggered Immunity) és az effektor altal kivaltott immunitast (ETI -
Effector Triggered Immunity), amelyek gyors reakciohoz vezetnek a korokozoval vald hosszu tava
koevoltcid folyamataban (Jones €s Dangl, 2006). A PAMP azonositasaban féleg az ugynevezett
mintazat felismeré receptorok (PRR - Pattern Recognition Receptors) vesznek részt. Ez a
génexpresszids valtozasokhoz kothetd rezisztenciavalasz, az els§ Iépcsdje a ndvényi

rezisztencianak.

A novényi védelem az evolucio soran kialakult konzervalt szerkezetli molekuldk azonositasan
alapulva, tulajdonképpen helyi valaszreakciokkal, novényi sejtpusztulds nélkiil megfékezi a
patogéntamadast. Ennek érdekében MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) kaszkad aktivacio
torténik. A novény és korokozoja a koevoluciojuk kovetkeztében képessé valtak effektor

molekuldkkal ezt a védelmi vonalat elnyomni. Ilyenkor nem alakul ki a PTI valasz.

Amennyiben a korokozd a PTI valaszt sikeresen elkeriili, bejuttatja effektor molekuldit a
megtamadott novényi sejtekbe, amit a novény képtelen idoben felismerni. Ezen folyamat
eredménye az effektor kivaltotta érzékenység (ETS - Effector-Triggered Susceptibility). Ezutan

az effektor molekulaknak még at kell jutniuk a gazdanovény masodik immunmechanizmusan. Ez
26



az effektor molekulak altal kivaltott immunvalasz (ETI). Ezek, a PTI-vel szemben, teljesen

specifikus felismerési reakciok, amik altalaban hiperszenzitiv reakcidohoz vezetnek.

P¢éldaul a bakterialis avirulencia gének (Avr) termékeit hatékonyan felismerhetik a névényi
rezisztencia gének (R gének), ezért ezt a folyamatot gén a gén ellen (gene for gene) rezisztencianak
is nevezik. Ezt a védekezési mechanizmust mar 1athato tiinetek kisérik, amelyeket a hiperszenzitiv
valaszreakci6 (HR - Hypersensitive Response) okoz. Ez egy programozott, genetikailag
szabalyozott valasz. A koérokozo valamilyen szignalt bocsajt ki kornyezetébe, amit avirulencia
faktornak hivunk. Ennek eredményeként mérgez6 szabad gyokok és reaktiv oxigén szarmazékok
halmozodnak fel, amelyek szintén a megtamadott ndvényi sejt halalat okozzak sejtnekrdzis
formajaban. Ha ezt az avirulencia faktort a gazdandvény észlelni tudja, akkor rezisztens valaszt
ad, inkompatibilis kdlcsonhatés alakul ki, a n6vény nem mutatja a betegség tiineteit. Ha a névény
nem tud rezisztencia valaszt adni, akkor betegség alakul ki, mas sz6val kompatibilis kdlcsonhatas
1ép fel. Ha van olyan képessége a ndvénynek, hogy rezisztencia valaszt tud adni, tehat rezisztencia
génnel rendelkezik, akkor a rezisztencia gén kolcsonhatasba 1ép az avirulencia faktorral kivaltva

a novénybol az immunvalaszt (Nirmala et al., 2007).

A korokozo életmddja fontos szerepet jatszik a gazdandvény reakciojaban (Barna et al., 2012). Az
alapjan, hogy a novényi kérokozok milyen stratégiakat tudnak alkalmazni a megtamadott névény
elpusztitasara, illetve arra, hogy felhasznalhassak az altala termelt Szerves anyagokat sajat célra,

megkiilonboztetlink biotrof, hemibiotrof és nekrotrof életmodot.

A nekrotrof korokozok az elhalt sejtekbdl nyerik a tdpanyagokat, mig a biotrof korokozoknak €16
sejtekre van sziikségiik taplalkozasi igényeik kielégitéséhez. A két véglet kozott felismerhetd egy
harmadik taplalkozasi tipus: a hemibiotréfok. A hemibiotrofok mindkét életmodot adaptaljak. A
fertdzés kezdetén biotrof életmddot folytatnak, majd a patogenezis elérehaladtdval nekrotrof
¢letmddra valtanak (Newton et al, 2010). A fent ismertetett modell els6sorban a biotrof

korokozokkal valo kapcsolatot irja le.

A Guignardia bidwellii a sz616 feketerothadasat okozé gomba hemibiotrof organizmus.
Fertdzésének lefutasa két részre oszthatd. Az elso, biotrof szakaszban nem lathato kiilsd jele a
fertdzésnek, amig az €16 sejtek kozott novekszik és fejlédik a gomba. A fertdzést kovetd 12-14.
naptol, ahogy siirlibbé valnak a gomba szovetek, a kornyezd szovetek nekrotizalddnak. Ezt koveti
a masodik (bomlasi) szakasz, amikor a gomba az elhalt, nekrotizalt n6vényi részeken fejlodik
tovabb. Tehat a gomba képes endotrof és nekrotrof koriilmények kozott is fennmaradni (O'Connell

etal., 2012).
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A szalicilsav (SA) és a jazminsav (JA) kiilonboz0 a jelatviteli utat aktivalnak a rezisztenciavalasz
soran, melyek szabalyozzak és befolyasoljak a kiilonb6zd valaszok nagysagat (Kunkel és Brooks,
2002). A biotrof és hemibiotrof korokozok elleni rezisztencia folyamatokban az SA szignaluat
jatszik fontos szerepet (Grant és Lamb, 2006). A nekrotrof korokozok elleni indukalt ndvényi
védelemben JA jelatviteli ut kiemelt jelentdségli (Beckers és Spoel, 2006). A JA antagonista hatasa
a SA-fiiggé valaszokra jol ismert (Creelman és Mullet, 1997). Ugyanakkor szamos kisérlet
eltér6 védelmi valaszt célszerii inditani (Doares et al., 1995). Bizonyos helyzetekben pedig
szinergisztikus moédon mikodik a két szignal rendszer (Mur, 2006). Valdjaban a korokozok nem
mindig sorolhatok be teljesen egyik vagy masik életmodba. Raadasul a természetben gyakran
eléfordul, hogy egy novényt tobbféle biotikus és abiotikus stressz ér egyiddben, ezért a
rezisztencia valaszok joval dsszetettebbek. A ndvényi védelmi véalaszokban szerepet jatszik még
az abszcizinsav (ABA - Abscisic acid) hormon, amely mind pozitiv, mind negativ védelmi
regulator szerepet is betOlthet. Hatasat Ggy fejti ki, hogy egy szimultan hidrogén-peroxid
felhalmozodast segit el6 egy MAPK kaszkadon keresztiil (Xing et al., 2008). A klasszikus stressz
hormonok mellett egyre tobben vizsgaljak mas, a fejlédésben, novekedésben, vagy a szoveti
differencialodasban jelentés hormonok hatasat, mint az auxin, amely a stresszhormonok altal
kivaltott expresszids valaszokat szabalyozza, illetve tovabbi mas hormonok (brasszinoszteroidok,

citokininek, gibberellinek), amelyek szerepe még nem teljesen ismert (Bari és Jones, 2008).

3.4 Az RNS szekvenalas technologiaja

A fehérjék ¢és nukleinsavak szekvencidinak meghatarozdsa a molekularis biologia egyik
legfontosabb feladata. A DNS nukleotid sorrendjének meghatarozasahoz kiilonb6z6 technikakon

alapulo modszereket dolgoztak ki.

Az elsé DNS-szekvenalasi modszert Frederick Sanger fejlesztette ki (Sanger, 1975), amiért 1980-
ban Nobel-dijat kapott. A Sanger-féle klasszikus lancterminacids technika radioaktivan jelolt DNS
primer, egyszali DNS templat, DNS polimerdz, valamint a dezoxi- és radioaktivan jelzett
didezoxinukleotidok segitségével szekvenalt DNS-t. fgy csak 500 bazist lehet manualisan
leolvasni egyszerre. 1986-ban Smith és munkatarsai bevezették a DNS-darabok fluoreszcens
jelolését (Smith et al., 1986). A négy kiilonb6zé bazishoz (A, C, G, T) eltérd szinti fluorofort
kovalensen kotottek, igy egyszerre lehetett elvégezni a szintézist egy kozds csében. A

gélelektroforézis utdn kapott kromatogrambdl szamitégép hasznalatdval nyerték ki a
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szekvenciakat. Az 1994-ben kifejlesztett 3’ végén moddositott dezoxinukleotid-trifoszfat lehetdvé
tette a bazisspecifikus termindcidt, valamint a 3’ protektiv csoport hatékony fotolitikus
eltavolitasat (Metzker, 1994). 1995-ben a korabbiaknal megbizhatobb fluoreszcens jeloléfestéket
fejlesztettek ki, amely az energiatranszfer révén optimalisabb abszorpciods és emisszios értékekkel
birt (Ju et al., 1995). Kheterpal és munkatarsai 1996-ban egy, a szekvencialeolvasast
automatikusan végzo, 4 szinli konfokalis kapillaris array olvasét hasznaltak szekvendldsaikhoz
(Kheterpal et al., 1996). Megindult az adatfeldolgozasi folyamatokhoz sziikséges szoftverek

fejlesztése €s tesztelése is (Ewing €s Green, 1998).

Az elmult évtizedekben az élet molekularis alapjair6l, a DNS és RNS néven ismert épitdelemekrol
sz616 ismereteink rendkiviili mértékben megndttek. A fizika, a kémia, a biologia és az informatika
technikai attorései elésegitették az 1j technolégiak kifejlesztését. Igy a hatalmas mennyiségii adat
szisztematikus elemzése valt az egyik legfontosabb feladatta. A 2000-es évektdl a DNS-
konyvtarakbol klonalisan amplifikalt DNS-molekuldkat eltéré modszerek segitségével szekvenald
Uj generacios szekvenalasi technologiak (NGS: Next-Generation Sequencing) jelentek meg. Ez
dramai moédon megnovelte a genetikai informéciok hozzaférhetdségét, hatalmas mennyiségii
genomi adatot generalva. Az NGS egy mindenre kiterjed6 kifejezés, amelyet kiilonbozo
szekvenalasi technologiak leirasara hasznalnak, mint példaul az Applied Biosystems, Illumina /
Solexa, a Roche 454 vagy az lon Torrent. Mindezek a modern technoldgiak lehetdvé teszik a DNS
¢s az RNS (pontosabban ¢cDNS) molekuldk nukleotidszekvencidjanak gyors meghatarozasat
sokkal hatékonyabban, mint a régebbi Sanger szekvenalasi technika tette. Az NGS segitségével
egész genomokat vagy transzkriptumokat parhuzamosan szekvenalhatunk néhény ora alatt,
viszonylag alacsony koltségek mellett. Ezért az NGS modszereket nagy ateresztoképességii (HTP:
high-throughput) szekvenalasi technolégianak is nevezik (Metzker, 2010; Goodwin et al., 2016).

Az NGS nem csak a DNS-molekulak szekvenalasat teszi lehetové, hanem egy adott idopillanatban
egy biologiai mintaban jelen 1évé RNS-transzkriptumok szekvenalasara is alkalmas. Az RNS-
szekvenalds (RNASeq) hatékony modszer az RNS populacid profilozasira €s mennyiségi
meghatarozasara (Wang et al., 2009). A jelenleg rendelkezésre 4ll6 révid leolvasasokat végzd
NGS-technikakkal, mint példaul az Illumina, nem lehetséges az RNS-molekulak koézvetlen
szekvenalasa. El6szor az RNS-t a szekvendldshoz komplementer DNS-re (cDNS) kell atirni. Az
RNS szekvenalas altalanos munkafolyamata magaban foglalja a teljes RNS kivonasat, a minta
tisztitasat egy bizonyos tipusu RNS (példaul mRNS-ek vagy mikroRNS-ek) dusitasara, és a

szekvenald konyvtar készitését.
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A konyvtar létrehozasa olyan lépéseket foglalhat magaba, mint a hosszabb RNS-molekulak
fragmentaldsa, majd az RNS reverz transzkripcidja cDNS-be, az adapterek ligaldsa a cDNS-
fragmensek 5'- és / vagy 3'-végére, valamint PCR-amplifikacio (Corney, 2013). Az RNS-Seq
kisérletbol szarmazod leolvasadsok felhasznalhatok bizonyos transzkriptumok gyakorisaganak
becslésére az egyes szekvenalt mintdkon beliil. Ha kiilonboz6 koriilmények kozott szekvenalnak,
a kapott transzkriptumok gyakorisagat tovabb lehet hasznalni a differencialtan expresszald gének

azonositasara.

Az RNS-Seq megjelenése elott az atfogd génexpresszids vizsgalatokat hibridizacion alapulod
microarray-ekkel végezték. A microarray technoldgiaval ellentétben az RNA-Seq lehetévé teszi
az 0j transzkriptumok azonositdsat is, és nem feltétleniil van sziikség szekvenalt referencia
genomra. Tovabba az RNS-Seq lehetdvé teszi a transzkriptumok genomszintli elemzését
egypontos nukleotid szinten. Ez magaban foglalja az egypontos nukleotid polimorfizmusok,

génfuziok, allélspecifikus expresszio €s alternativ splicing jelenségek azonositasat (Corney, 2013).

Az Illumina az egyik legelterjedtebb NGS platform mind a DNS, mind az RNS szekvenalas
esetében (Croucher et al., 2009; Goodwin et al., 2016). A nagy pontossag €s ateresztoképesség,
valamint a folyamatosan csokkend koltségek az Illumina platformot tették a legalkalmasabba
szamos biologiai kérdés megvalaszolasara, beleértve a génexpresszids vizsgalatokat és a

(meglehetdsen kis) genomok és transzkriptumok 6sszeallitasat.

A folyamat a kovetkezoképpen zajlik: A szekvenalni kivant DNS-t, vagy akar a teljes genomot
fragmentaljak. A dupla szaltt DNS két végén a ragados végeket eltiintetik, és egy adeninnel toldjak
meg az 3’ végeket. Ehhez egy adapter DNS-t ligdlnak, mely egy timin talnyul6 véggel rendelkezik.
Majd a ligalt DNS-darabokat szelektaljak és egyszalusitjdk NaOH-dal. Ezt kdvetden a mintat
felviszik egy szekvenaldo lemezre, ahova az adapterrel komplementer oligonukleotidokat
(primerek) horgonyoznak ki. A DNS fragmentumokat ezekhez hibridizaltatjak. Ezutan
klasztereket képeznek az egyes szalak kozott az ugynevezett hid-amplifikacios (bridge
amplification) modszerrel és felszaporitjak a meghatarozni kivant DNS-szakaszt. A templathoz
egy primert ligalnak, majd a reakcidhoz egyszerre adjak hozza a négy fluoreszcensen jelolt €s
terminalisan blokkolt nukleotidot. Ha egy nukleotid komplementer modon ko6tédik a templat
szalhoz, akkor egy specifikus fluoreszcencia szin keletkezik és az Ujonnan hozzdadott bazis
azonosithatd. A kovetkezd ciklus eldtt a fluoroforokat lehasitjak és kimossdk a be nem épiilt

nukleotidokkal egyiitt, és az egyes nukleotidok 3’-OH csoportjat regeneraljak. Minden
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szekvenalasi korben a read-eket egyszerli szoveges karaktersorozatokként elmenti egy FASTQ
fajlba (Cock et al., 2010) tovabbi feldolgozas céljabol.

A legujabb technoldgidk segitségével ma mar elegendd néhany nap ¢€s egyetlen késziilék ahhoz,
hogy egy él6lény teljes genetikai allomanyat megszekvenalhassuk. A Vitis vinifera diploid
kromoszémakészlettel rendelkezik (2n = 38), és haploid genomja koriilbeliil 475 Mb méretii
(Lodhi és Reisch, 1995), amelyet Jaillon és munkatarsai (2007) szekvenaltak.

3.5 Mikotoxin termelé gombak, jelentdségiik

A sz016t szamos gomba €s gombaszerli szervezet képes megtadmadni, amelyek befolyassal vannak
a bogyodra, mindségromlast okoznak, ezaltal befolyasoljak a bor izét. A kérokozok tdmadéasa miatt
a fert6zott novényi szovet elpusztul, nekrotizacid kovetkezik be. Mikor a levelek feliiletét a
gombads betegségek megtamadjak, a sz616 asszimilacids képessége csokken, ennek kdvetkeztében
a bogyd mindsége IS csokken. A leveleken kiviil a legtobb sz616n eléforduld koérokozd a
viragzatokat, a fiirtoket és a bogyokat is megfert6zi, igy csokkentve a hozamot. A bogyon 1évo
fertdzések a gylimolcsszovet bomlasat eredményezik. A bogyok fertdézés altali mindségére
gyakorolt tényleges hatasai azonban annak érési szakaszatol fliggenek. Egyes korokozok
enzimatikusan kozvetleniil elpusztitjdk a gyiimdlcsszovetet, masok gatoljak az érést. Szamos
gomba aromakat vagy mikotoxinokat termel. A szélobetegségek kedvezd koriilmények kozott
gyorsan terjedhetnek, és tobbé-kevésbé sulyos jarvanyokat okozhatnak. A szdlébetegségeket
okozo korokozé gombak mellett a bogydkat mindeniitt jelenlévd epifita gombak is kolonizaljak,
amelyek tapanyagforrasként a bogyokbol kiszivargd cukrot €s aminosavakat hasznaljak. A sz616
korokozoi éltalaban feloszthatok nagy gazdasagi jelentdségii korokozokra, amelyek dominansak,
példaul peronoszpora (Plasmopara viticola), lisztharmat (Erysiphe necator), sziirkerothadas
(Botrytis cinerea), feketerothadas (Guignardia bidwellii) és a csak lokalisan vagy ideiglenesen
el6forduld korokozokra (Fischer és Kassemeyer, 2003). A sz6l6bogyot kolonizald gombak és
oomycétak némelyike artalmatlan epifitanak tekinthetéek, masok tulajdonképpen patogén gombak
antagonistainak (Schoene és Kohl, 1999; Li et al., 2003). A gombak egy része mikotoxinokat
termel, amelyek tobbé-kevésbé mérgezéek az emberre, egyesek pedig élesztére mérgezo
vegyiileteket szabadithatnak fel. A képz6dott metabolitok hatassal vannak érzékszerveinkre,

negativan befolyasolhatjak a mustot és a bort (Kassemeyer, 2017).

A mikotoxinok (,,mycos” (gorog) gomba és ,,toxicum” (latin) méreg szavakbol) a mikroszkopikus

gombak, elsésorban a penészgombak tobbnyire extracellularisan kivalasztodé mésodlagos
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metabolitjai (Richard, 2007), amelyek nagyobb mennyiségben rendszerint a gombak szaprofiton
novekedése kdzben képzddnek és erds fizioldgiai, illetve patoldgias hatasuak a magasabb rendi
¢lélényekre nézve (Bennett et al., 2003). El6fordulasuk természetes, ezért potencialisan

elkeriilhetetlen vesz¢Elyt jelentenek (Brise et al., 2013).

Az élelmiszerekben és takarmanyokban talalhatd leggyakoribb mikotoxinok az aflatoxinok
(AFBI1, AFB2, AFGI1, AFG2 ¢és AFM1), a citrinin (CIT), a ciklopiazonsav (CA), a fumonizinek
(FB1, FB2 ¢s FB3), az ochratoxin (OTA, OTB ¢és OTC), a patulin, a trichotecének (foként
nivalenol (NIV), deoxinivalenol (DON), T-2 toxin (T2) és HT-2 toxin (T2)) és a zearalenon (ZEA)
(Van der Gaag et al., 2003).

Az ¢élelmiszereket szennyezd anyagok koziil a mikotoxinoknak stlyos kdvetkezményei vannak
mind az emberi és allati egészség, mind a gazdasag szempontjabol. Az élelmiszerekre és
takarmanyokra vonatkozo gyors riasztorendszer (RASFF) éves jelentése szerint 2012-ben a
mikotoxinok jelentették a f6 veszélyt az Eurdpai Uniodban. Ezenkivil o6ridsi gazdasagi
veszteségeket okoznak a gabonatermelésben, valamint az élelmiszerek ¢és takarmanyok

forgalmazasaban (Windels, 2000).

Az ismert mikotoxinok tobbségét az Aspergillus, Penicillium, Fusarium ¢és Alternaria
nemzetségek fajai termelik. Egy bizonyos mikotoxint kiilonboz6 fajok termelhetnek, egy bizonyos
torzs pedig kiilonboz6 mikotoxinokat. Ezek a masodlagos metabolitok olyan vegyiiletek, amelyek
bioszintetizalddnak és kivalasztodnak tobbféle metabolikus iton, de nem elengedhetetlenek a

szervezet ndvekedéséhez vagy tuléléséhez (Betina, 1989).

A penészgombak okozta élelmiszerromlasnal viszonylag alacsony viztevékenység (aW) és
alacsony pH-érték jellemz6. A gombaval szennyezett f6 élelmiszercsoportok a gabonafélék és
ezek szarmazékai, a diofélék és a gylimolesok (Cast, 2003). A RASFF legutobbi jelentése szerint
a diofélek, , gylimolesok, zoldségek, gydgynovények, fliszerek és gabonafélék voltak a leginkabb

érintett ¢lelmiszerkategoridk.

Az emberek mikotoxinokkal torténd fertézése foleg a ndvényi vagy allati eredetli szennyezett
¢lelmiszerek lenyelésével torténik. A fertdzés alternativ moddja lehet a szennyezett porok
belélegzése vagy a borrel valod érintkezése. Azokat a betegségeket, amelyeket a mikotoxinok
okoznak emberekben vagy dallatokban mikotoxikézisoknak nevezzikk. Mig az allati
mikotoxikozisok tobbségét kisérleti uton meghataroztak, az emberi mikotoxikozisok kevésbé

ismertek (Smith, 1985).
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A gombandvekedést ¢és a mikotoxintermelést mind a gomba-egyed kdlcsonhatdsa
(torzsvaltozékonysag, életkor, stb.), mind a kolonizalt szubsztrat belsé jellemz6i (vizaktivitas,
hidrogénion-koncentracié (pH), tapanyag-Osszetétel, gombaellenes vegyiiletek, stb.) ¢és a
kornyezet, amelyben ndvekszik (homérséklet, relativ paratartalom, fény, levegddsszetétel,
napsugarzas, stb.) befolyasolja. A fajok kozotti genetikai  kiillonbségek miatt egyes
penészgombakbdl hidnyozhatnak bizonyos mikotoxinok eléallitasdhoz sziikséges funkcionalis
gének, mig masok rendelkeznek ezzel (Nicholson et al., 2003). Val6jaban ugyanazon fajon beliil
is lehet toxint termeld és nem termeld torzseket talalni (Cabafies et al., 2013). Hasonloképpen
nagyon gyakori, hogy a kiillonb6z6 torzsek eltérd mennyiségben termelik ugyanazt a mikotoxint.
A kiilonboz6 szubsztratokbdl izolalt fajokban vagy kiilonbozd évszakokban eldforduld torzsek

eltérhetnek toxigenicitasukban (Dobson et al., 2006).

A penészgombak novekedését ¢és mikotoxintermelését befolydsold legfontosabb tényezdk a
hémérséklet és a vizaktivitds. Ami a homérsékletet illeti, a gombak szaporodasi tartomanya
altalaban széles, 10-35 °C. Néhany faj képes novekedni ezen tartomany alatt vagy felett is (Pitt és
Hocking, 2009). Az Aspergillus és a Penicillium nemzetségek sporai alacsonyabb vizaktivitas
mellett tobb évig képesek fennmaradni (Carlile és Watkinson, 1996). Tovabbi fontos tényezd,
amely befolyasolhatja a novekedést és a mikotoxin termelést, a kémiai Osszetétel és a pH-érték. A
legtobb penészgomba toleralja a 4 és 9 kozotti pH-értéket, de legjobban a semleges pH-érték
kozelében nd és sporuldl (Cole, 1981). A savas koriilmények kedveznek, a lagos koriilmények
pedig rossz hatassal vannak az aflatoxinok, az fumonizinek és a trichotecének termelésére
(Woloshuk és Shim, 2013). Nemcsak a szén és a nitrogén forrasa, hanem azok mennyisége,
valamint a fémek koziil a cink jelenléte is befolyasolja a mikotoxintermelést (Woloshuk és Shim,

2013).

Az a fiziokémiai kornyezet, amelyben a gomba novekszik is nagyban befolyasolja a mikotoxinok
termelését. A mikotoxinogén gombakat aecroboknak tekintik, de fakultativan anaerob koriilmények
kozott is novekedhetnek (Taniwaki et al., 2009). Figyelembe véve a 1égkori gazok okozta hatast,
a mikotoxin képzddés szabalyozhatd a 1égkor CO2-dusitasaval vagy az O2 csokkentésével, mig a
gombdk novekedését ez nem befolyasolja (Taniwaki et al., 2009). A fény nagyon fontos tényezd
a penészgombak szamara. Kiilonbozo élettani reakciokat befolyasol, mint a ivaros fejlédés, az
ivartalan szaporodas, a pigmentacio, a masodlagos anyagcsere, stb. (Bayram et al., 2010).

Kimutattak, hogy a fehér fény - szemben a sotéttel - csokkentette a mikotoxintermelést (Crespo-
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Sempere et al., 2013). A fényhez hasonléan az ultraibolya (UV) sugdarzasnak is hatasa van a

crer

Kimutattak, hogy ez a hatas az id6tartamt6l, az UV hullamhossztol €s a gombafajoktol egyarant
fiigg (Fourtouni et al., 1998; Nicot et al., 1996). A mikotoxinok kapcsan felvet6dott, hogy az
aflatoxin termelése egyfajta stratégia lehet a penészgombdk részérél az UV-karosodasok
megelézése érdekében (Cary és Ehrlich, 2006)de ez a feltevés tudoméanyosan még nem

igazolddott.

A Dbiotikus kapcsolatot tekintve széles korben beszamoltak arrdl, hogy a rovarok jelenléte
elosegitheti a gombas fertdzést, kovetkezésképpen a mikotoxin szennyezddést. A rovarok
fokozhatjak a gombas fertéz¢és folyamatat azok hordozasaval, lehetdvé téve a gombak bejutasat az

¢lelmiszerekbe és a takarmanyokba (Dowd, 2003).

3.5.1 Mikotoxinok a boraszatban

A mustban, borban 1év6 kiilonb6z6 szelekciods tényezok, mint az alkohol (9-14 V/V%), a szerves

crer

mikotixin koziil mégis szamolnunk kell a patulin és az ochratoxin A jelenlétével (Magyar és
Pomazi, 2014). Mindkettd a rothaddsos folyamatok kiséré mikrobiotajaban jelenlévo, foként

Aspergillus és Penicillium fajok altal termelt toxin (Al Anati és Petzinger, 2006).
Patulin

A patulint a boraszatban nem szoktuk figyelembe venni az alkoholos kozeg és a savas pH miatt,
ennek ellenére mégis abbol a megkdzelitésbdl, hogy a sz610bdl gyiimolceslé is keésziilhet, érdemes

megemliteni.

A patulin (5. abra) egy vizben oldodo lakton, melyet poliketid anyagcsere utjan allit elé szamos

mikrogombafaj (mint az Aspergillus, Penicillium fajok) (Frisvad et al., 2007).
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5. abra: Patulin szerkezeti képlete (Bata et al., 1990)

Ezt a mikotoxint az 1940-es években fedezték fel az Egyesiilt Kiralysagban, az influenza ellen
lehetséges kezelésként. Termelését olyan nemzetségekben mutattak ki, mint az Aspergillus, a
Byssochlamys és a Penicillium. A leginkabb azonban a Penicillium expansum felelds a patulin
¢lelmiszerben torténd felhalmozodasaért (Betina, 1989). Az érintett élelmiszerek foleg az alma, a
korte, de gabonafélék, diofélék, gyokerek vagy rizomak is szennyezddhetnek. A patulin ezen feliil
megjelenhet stiritett gytimolcslevekben, piirékben (Cano-Sancho et al., 2009; Stoloff, 1975). Vifias
¢s munkatarsai (1993) megfigyelték, hogy a gylimoleshiitéhazakbol szarmazo6 alma csaknem 50%-
a tartalmazott patulint. Ezt figyelembe kell venni, amikor gylimdlcslevekhez, gyiimolcslé
koncentratumokhoz vagy egyéb termékekhez hasznaljak 6ket (Baert et al., 2006; Boonzaaijer et
al., 2005), mert neurotoxikus, immunotoxikus, genotoxikus, teratogén hatasu (Hopkins, 1993;

Wichmann et al., 2002).

A patulin a nem alkoholtartalmi gytimdlcsitalokban vagy gyiimolcsbdl eldallitott ecetekben
talalhaté meg. Az erjedés soran lebomlik, de a pasztorizacios folyamatoksoran csak mérsékelt

csokkenés torténik a patulin-szintben (Harrison, 1989; WHO / IARC, 1990).
Ochratoxin

Az ochratoxinok csoportjat 3 toxin alkotja, az ochratoxin-A, az ochratoxin-B és az ochratoxin-C,
melyeket elsdsorban néhany Penicillium és Aspergillus nemzetséghez tartozo penészgomba termel
(Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius, Aspergillus melleus,
Aspergillus sulphureus, Penicillium verrucosum) (El Khoury és Atoui, 2010). Kémiai szerkezetiik

alapjan B-fenilalaninhoz amid kotéssel kapcsolodo dihidro-izokumarin szdrmazékok.
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Toxikologiai szempontbol a legjelentdsebb ezek koziil az ochratoxin A (OTA), ami kémiai
szerkezetét tekintve (6. abra) egy hidroxi-kumarin-karbonsav szarmazék, amely peptidkotéssel

kapcsolodik az L-fenil-alaninhoz, klor-atom jelenléte mellett (Téren et al., 1996).

Az ochratoxint A-t elészor 1965-ben észlelték penészgomba anyagcseretermékek szisztematikus
vizsgalata soran Aspergillus ochraceus sziirletéb6l (Van Der Merwe et al., 1965). Kés6bb egyéb

gombafajokban is detektaltak.

Az OTA kiilonb6z6 ¢élelmiszerekben fordulhat eld, mint a gabonafélék, mogyord, kavé, kakad,
gylimolcslevek, szaritott gyiimolcsok, sor, bor (Pardo et al., 2004; Abrunhosa et al., 2001).
Sz6l6ben és mustban jelenlétét elészor 1996-ban bizonyitottak (Zimmerli és Dick, 1996).
Biologiai hatasa alapjan stilyos maj-, vesekarositd, valamint immunrendszer represszald valamint

potencialisan teratogén, karcinogén tulajdonsagu (O'Brien és Dietrich, 2005).

Kimutattak gabonafélékben (Scudamor et al., 2003), sz6l6ben és szarmazékaiban (Zimmerli és
Dick, 1996), kavéban (Taniwaki et al., 2009), kakadban és szarmazékaiban (Bonvehi, 2004),
sertés- és baromfihus-termékekben (Matrella et al., 2006), tejben (Boudra et al., 2007),
fiiszerekben (Aziz et al., 1998), di6félékben (Bayman et al., 2002), édesgydkérben (Arifio et al.,
2009) és novényi olajokban (Ferracane et al., 2007). A hus és allati termékek OTA-szennyez6dését
a szennyezett takarmany fogyasztasa okozza. Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA)
2002-ben tanulmanyt végzett az étkezéssel bevitt OTA tartalom értékelésére. Becslések szerint az
étrendben az OTA legalabb 50%-a gabonafélékbdl szarmazott, a masodik legnagyobb beviteli
forras (13%) pedig a bor volt (Miraglia és Brera, 2002).
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6. abra: Az ochratoxin A kémiai struktaraja (Bata et al., 1990)

Foldiinkdn északrol dél felé haladva novekvd tendencia figyelheté meg az ochratoxin A
vezetett, hogy az ochratoxint termeld gombak altal okozott sz6l6fertézés sokkal gyakoribb a déli
teriileteken (Majerus et al., 2000). Tehat az ochratoxin mennyisége fiigg attol, hogy a borvidék
milyen foldrajzi szélességben fekszik (Battilani et al., 2006). Hidegebb éghajlaton a fekete
Aspergillus fajokat nem izolaltak a sz6l6n, bar az ochratoxin A-t kimutattdk a borokban.
Kovetkezésképpen hidegebb éghajlaton a Penicillium fajok felelosek az OTA-szennyezédésért
(Serra et al., 2006). Nemcsak foldrajzi, hanem technologiai 6sszefliggést is mutat a borok OTA
koncentracidja. A vorosborok ochratoxin A tartalma magasabb, mint a fehér vagy a rozéboroké
(EU Report, 2002). Feltehetoleg a must sz6l6héjjal torténd maceralasa miatt, ami eldsegitheti az

OTA sz0616héjbal torténd kivonasat (Blesa et al., 2006).

Az élelmiszeripari termékeknél toxin hatarértékeket vezettek be. A 466/2001/EK rendelet és
modositasai szabdlyozzak az ¢€lelmiszerekben eléforduld ochratoxin legmagasabb hatarértékeét,
amely borokban és/vagy mas sz6ldmust alapt italokban 2,0 pg/kg (Commission Regulation,

2006).

crer

a tényez6t lényeges ¢élelmiszer-biztonsagi veszélyforrdsanak kell tekinteni. Megel6zésében

kulcsszerepet jatszik a megfeleld névényvédelem és fitotechnika.
Ochratoxinok bioszintézise

Altalaban a mikotoxin-szintetizalo gének csak bizonyos koriilmények kozott aktivalodnak. A

novekedési paraméterek erésen szabalyozzak ¢ket. Az OTA bioszintézisének ttvonala (7. abra)
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bar még nem minden gombafajban tisztazott, de feltehetleg az izokumarin-csoport (pentaketid
forma) egy poliketid-szintézis utvonalon keresztiil acetatbol és malonatbol all 6ssze (Moss, 1998).
Az OTA heterociklikus része szerkezetileg hasonlé a melleinhez, mely egy kozonséges
gombavegyiilet. A kloratom egy klor-peroxidaz enzim segitségével kapcsolodik az izokumarin
vazhoz. A fenilalanin a sikimisav-utvonalbol szarmazik. Az izokumarin-vazhoz egy karboxil-

csoporton keresziil kapcsolodik (Moss, 1998).

A Kklor-peroxidaz, OTA- szintaz, poliketid-szintazok az OTA-bioszintézisben résztvevd gének,

melyek a folyamatban szerepet jatszé enzimeket kodoljak (Dobson et al., 2006).

SE OH 0
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Ochratoxin A
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7. abra: Egyszer(sitett ochratoxin-bioszintézis titvonal (Moss, 1998). A szamokkal ellatott nyilak a
fobb enzimatikus 1épéseket jeldlik: 1. Gytirtivé zarodas, 2. Aldol-csoportok dehidratalasa, 3.
Oxidacid, 4. Klortartalmu oldallanc 1étrehozasa.

3.5.2 Mikotoxinok detektalasa

Szamos modszer alkalmazhat6 a mikotoxinok analitikai elemzésére. Manapsag a leggyakoribbak

az ELISA, a TLC, a HPLC-MS és a GC-MS modszerek.

A vizsgalatok berendezésigényét elsOsorban a sziikséges elemzési szint hatdrozza meg. A
Vékonyréteg-kromatogréﬁa sok esetben j() minéségi elvalasztast eredményez egy bizonyos
alkalmatlan. A kivant mintdban 1év0 toxinok mennyiségi meghatarozasahoz miiszeres mérésre van
sziikség, amelyek koziil a leggyakoribb technikak a GC-MS vagy HPLC-MS vagy HPLC-MS /
MS (Peltola et al., 2001). Az egyszeriit GC meghatarozas sok esetben nem megfelelé6 modszer az
alkalmazott detektorok (FID, ECD) kimutatasi hatarai miatt, de a kapcsolt technika (MS)

alkalmazasaval a detektaldsi hatar teljesen megfelelé szintre hozhaté. Altalanosan hasznalt
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technika a HPLC-MS technika, amely a mikotoxinok szinte teljes spektrumat képes kimutatni
(Klotzel et al., 2005).

Barmely analitikai kimutatasi modszer 1ényeges 1épése a minta elokészitése. A kimutatasi modszer
alapja a minta el6készitési eljarasanak megfeleld megvalasztasa, ezért elengedhetetlen a pontos
kidolgozés. A mikotoxinok kimutatdsdra haszndlt mintakészitési technikdk szilard-folyadék,
folyadék-folyadék extrakcion és toxin-visszanyerésen alapulnak szilard fazisu extrakcios (SPE) és
immunaffinitas (IA) oszlopokkal ellatott mintakbdl. E technikak hatranya sok esetben a draga SPE
vagy IA oszlop. Elonyiik, hogy konkrétan csak a vizsgaland6 toxint vonjak ki a mintabol, ami
szintén hatranyos lehet, ha a toxinok egymasra gyakorolt szinergetikus hatasat vizsgaljak egy
mintdban. Az SPE ¢és IA oszlopok masik hatranya, hogy az oszlopok fizikai, kémiai tulajdonsagaik
nem adszorbedljdk a toxint a mintdbol, és ezért nem kotik meg a minta teljes toxinmennyiségét

(Degelmann et al., 1999).

3.6 Fiziologiailag aktiv vegyiiletek jelentésége

A sz6lébogyoknal technoldgiai szempontbol harom részt kiilonithetiink el. Ezek a bogyohéj, a
bogyohus és a magok. A bogyohus kipréselésével 1étrejovo must kiillonb6zd szerves és szervetlen
molekulak és ionok valddi és kolloid vizes oldata. A sz6lobogyo egyéb alkotoival valo egyiittes
aztatas soran tovabbi anyagok kioldasa torténhet meg. A bormindség és megbizhatdosag érdekében
fontos, hogy mar a sziiret el6tt tisztaban legyiink az emberi szervezetre hato egyes anyagok varhato

mennyiségével. .

3.6.1 Biogén aminok

A biogén aminok Kis molekulatomegli alifas, aliciklusos vagy heterociklusos szerves
nitrogénvegyiiletek, jelenlétiik 1étfontossagu a szervezetiinkben. Természetes alkotoi a kiillonb6zo
¢lelmiszereknek, szerepilk van az ételek izvilaganak kialakitasdban. Megtalalhatok a
szO6lomustban, de kialakulhatnak az alkoholos €és a malolaktikus erjedése kozben, valamint a bor
érlelése soran is. Biogén aminok az aminosavak dekarboxilezddése soran jonnek létre (Guo et al.,
2015). Nagyon valtozatos csoportot alkotnak, az egyes tagok szerkezete rendkiviil eltérd (gytiriik,
elagazo lancok, kémiai csoportok, stb.) lehet. A csoport néhany tagja (hisztamin, Szerotonin) a
szervezetben ingeriiletatvivoé anyagként mitkodik, mig masok testiink alkalmazkodo- és védekezo

mechanizmusaiban, az idegrendszeri- és keringési folyamatokban vesznek részt (adrenalin,
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tiramin, stb.) (Nyitrainé Sardy, 2004; Kallay, 2010). Nagy mennyiségli jelenléte a borban

egészségiigyi problémakhoz, allergiahoz hasonl6 tiinetekhez vezethet.

A borban a legfontosabb biogén aminok a tiramin, triptamin, a putreszcin, a hisztamin, a kadaverin,

a-alanin, pB-alanin, szerotonin, a feniletil-amin, a spermin és a spermidin.
A molekulaszerkezet alapjan a kovetkez6képp csoportositjuk dket (Silla-Santos, 1996):

e alifas diaminok (kadaverin, putreszcin)

e alifas poliaminok (agmatin, spermidin, spermin)

e aromas szerkezeti monoaminok (adrenalin, dopamin, fenil-etil-amin, noradrenalin,
tiramin)

e heterociklusos szerkezetli monoaminok (hisztamin, szerotonin, triptamin)

A biogén aminok az ¢élelmiszerekben aminosav dekarboxilezésébdl szarmaznak (8. abra),
kiilonféle mikroorganizmusok altal felszabaditott exogén enzimek aktivitasa révén (Erdag et al.,

2018).

Az aromas ¢és heterociklusos aminok gytiriik szerkezetében kiilonboznek. Az aromds aminok
benzolgylrit tartalmaznak, mig a heterociklusos aminok moddositott gytirlis szerkezettel
rendelkeznek (kettds gytriik, nitrogénnel szubsztitualt gytriik stb.). Ezeket az aminokat tartjak a
legmérgezObbnek. Az alifas aminoknak két vagy tobb aminocsoportja van. Ezeket az aminokat
kevésbé veszélyesnek tartjak (del Rio et al., 2019). A szerkezeti kiilonbségektdl fiiggetleniil a
biogén aminok altalaban rendkiviil stabilak (Veciana-Noguéset al., 1997). Bizonyos alifas aminok
nitritek jelenlétében reakcidsorozaton mennek keresztiil, hogy nitrozaminokka valjanak. Ennek a
reakcionak a mechanizmusa kevésbé ismert, de feltételezik, hogy az aminok, mint példaul a
kadaverin, gylriikké polimerizalddnak, amelyek aztan nitrittel egyesiilnek a nitr6zaminok
képzddéséhez (Mitacek et al., 1999). A nitr6zaminokat erés rakkeltoknek tekintik, strukturalis
karosodast okoznak azaltal, hogy kétddnek a DNS-molekulahoz. Ezek a véltozasok mutacidkhoz
és végiil rak kialakulasahoz vezethetnek (Song et al., 2015). Bar ismert, hogy ezek a vegyiiletek

rakot okozhatnak allatokban, az emberre gyakorolt hatasokat még nem vizsgaltak alaposan.
A biogén aminok képzddésének lehetséges formai (Kallay, 2010):

e Aminosavak enzimes dekarboxilezédése
e Nagy molekulatomegii vegyiiletek nitrogéntartalmt részének hidrolizise

e Nitrogénmentes anyagcseretermékek (aldehidek, ketonok, ketosavak) amindlasa
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e Nitrogéntartalmt anyagok metilezése

A felsorolt folyamatok koziil az aminosavak enzimes dekarboxilez6dése a legelterjedtebb. Az
aminosav-dekarboxilez6dés révén képzOodott aminok vagy normal metabolizmus utjan a
szovetekben termelddnek a fehérje-anyagcsere soran vagy a bélflora dekarboxilézai hatasara, vagy

taplalékkal és gyogyszerrel keriilhetnek magasabb rendii allati vagy emberi szervezetbe (Kallay,

2010).

A biogén aminok a sz6l6 természetes alkotoelemei. Mennyiségiik a fajtatol, a talajtipustdl, a

tragyazastol, az éghajlati viszonyoktol stb. fliggéen valtozhat.
A borban a biogén aminok négyféle modon jelenhetnek meg (Soufleros et al., 1998):

e A mustban eredetileg is jelen voltak

e Az alkoholos erjedés soran élesztok termelik

e A malolaktikus fermentacié (MLF) k6zben baktériumok tevékenységéhez kothetdek
e A bor érése soran képzédnek

Mennyiségiik az erjedés alatt novekszik, az MLF soran még nagyobb koncentracioban mérheték

(Bauza et al., 1995).
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8. abra: Egyes biogén aminok képzddésének lehetséges utjai (Kallay, 2010)

Kutatasok szerint a sz616 nem steril koriilmények kozotti, zizés el6tti taroldsa is befolyasolhatja
biogén amin koncentraciot, ami arra utal, hogy ezek a vegyiiletek a boraszati folyamat soran jelzik
a sz0106 rossz egészségi allapotaval jaro higiénia hianyat (Cecchini €s Morassut, 2010; Del Prete et

al., 2009)
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Hisztamin

A hisztamin az emberi egészség szempontjabol az egyik legmeghatarozobb biogén amin.

Dolgozatomban allergén hatasa miatt vizsgaltuk, ezért err6l az aminrol részletesebben irok.

A hisztidin aminosav dekarboxilacidja egy tugynevezett biogén amin, a hisztamin képzddését
eredményezi. A hisztamin vegyiilet két bazikus nitrogénnel rendelkezik. Egyrészt az oldallancon
talalhaté alifas aminocsoporttal, masrészt az imidazol gytriin talalhato hidrogénnel nem
rendelkezd nitrogénatommal. Az alifds nitrogén fiziologias koriilmények kozott protonadlt, az

imidazol gytrin talalhato nitrogén nem protonalt (Paiva et al., 1970).

A borban a hisztamin nemkivanatos szennyezdanyag. Az allergének és az ellenanyagok
talalkozéasakor az €16 szervezetek szoveteiben a normal fehérjebioszintézis sordn szintetizalodik.
A baktériumok tevékenysége soran is képzddhet, de taplalkozassal is bevihetd. Az €16 szervezet
az eldallitott hisztamint tarolja, vagy lebontéenzimek (hisztamin-N-metil-transzferaz, diamin-

oxidaz) segitségével inaktivalja.

Kiilonosen az olyan élelmiszerek, mint a sajtok, zoldségek, kolbaszok és halak, valamint az
alkoholos italok erjedése és érlelése soran képzodnek. A képz6dd hisztamin mennyisége erdsen
fligg a gyartdsi folyamat sordn végzett mindségiranyitastol. Az ¢élelmiszerek magas
hisztamintartalma a romlassal is Osszefiigg, ezért a hisztamin alacsony koncentracidja az
¢lelmiszerben a frissesség €s a mindség jele. A hisztamintdl eltéré biogén aminok, mint példaul
putreszcin, tiramin, kadaverin, stb. gyakran képzddnek az élelmiszerek feldolgozasa és tarolasa
soran. Ezeknek a biogén aminoknak az egyidejii el6fordulasa noveli a hisztamin toxicitasat

(Bodmer et al., 2000; Gaffner, 2002).

A hisztamin az Osszes biogén amin koziil a legfontosabb az emberi egészség szempontjabol.
Idedlis esetben ez az anyag a taplalékbol valo felvételt kovetden gond nélkiil lebomlik, azonban
egyre nd azoknak az embereknek a szama, akik drasztikus tiinetekkel reagalnak az
¢lelmiszerekben talalhato kis mennyiségii biogén aminokra. Az ilyen tipusu betegséget hisztamin-
intolerancianak nevezik. A legtobb hisztamin-intoleranciaban szenvedd embernek nincs elegendd
diamin-oxidaz-aktivitasa (DAQ), amely enzim normalis esetben minden emberben jelen van. Ez
az enzimaktivitas a biogén aminokat, mint a hisztamin, olyan termékekké alakitja at, amelyek nem
karosak. A reakcio hisztaminban gazdag étel elfogyasztasa utan kezdddik. A legfontosabb tiinetek
a viszketéssel jaro borpir, fejfajas, hanyinger, gyomorpanaszok, hasmenés és 1égzési zavarok.

Tipikus allergids tiinetei még a bevorosodott szem ¢€s az orrfolyds (Bodog, 2003). Az
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¢lelmiszerekben taldlhaté hisztamin lebontdsdnak képességét minden embernél drasztikusan
csokkenti bizonyos gyogyszerek fogyasztasa. Amennyiben alkohol és acetaldehid is jelen van a
szervezetiinkben, az nem képes a karos hatasu aminok ellen védekezni (Kallay és Nyitrainé Sardy,
2008). Mindkett6 gatolja a diamin-oxidaz enzimet, amely jelen van az emberi bélrendszerben, és
képes a hisztamin és mas biogén aminok lebontdsara. Ezért az alkoholtartalmu italok (sor, bor,

cyey

aminokat tartalmazé élelmiszerekkel kertilni kell (Gaffner, 2002).

A hisztaminrol bebizonyosodott, hogy bomlasi reakcié nélkiil ellenall a kiilonboz6 héhatasoknak
(forralasnak, a siitésnek) (Lehane és Olley, 2000).

Az ¢élelmiszerekben taldlhato hisztaminra vonatkozo tiiréshatarokat a svajci élelmiszer-eldirdsok
hatarozzak meg. A bor esetében a tliréshatar 10 mg/l. A hisztaminmentesnek tekinthetd bor
hisztamintartalma nem lehet tobb 0,5 mg/I-nél. Ismert, hogy a tejsavbaktériumok kozott talalhatok
olyan fajok és torzsek, amelyek gyakorlatilag nem, vagy nagyobb mennyiségben képesek biogén
aminokat képezni. Kiilonésen a borban a Pediococcus damnosus torzsek képesek fokozott
mennyiségl hisztamint termelni. A kismértékben, vagy nem biogén amin képz6 baktérium fajok
vagy torzsek beoltasaval csokkenthetd a hisztamin el6fordulasa a borokban és a feldolgozott
¢lelmiszerekben. Az alkoholos erjedéshez hasznalt Saccharomyces cerevisiae élesztok és a
malolaktikus erjedéshez hasznalt Oenococcus oeni baktériumok sikeres beoltasaval sokat lehet

tenni a mindségileg jo és biztonsagos bor eldallitasaért (Bodmer et al., 2000).

3.6.2 Polifenolok

A polifenolok a boraszati technoldgiai szempontbo6l rendkiviil fontos vegyiiletcsoportot alkotnak.
A bor mindségét is nagyban befolyasoljak, ezért is kell a polifenol tipusu vegyiiletekkel

foglalkoznunk.

A polifenolok a novényvilagban jelenlévo legelterjedtebb vegyiiletek. Fontos szerepet jatszanak a
novények novekedésében €s szaporodasaban, védelmet nyjtanak a biotikus €s abiotikus stressz,
példaul a korokozok és rovarok tamadasa, valamint egyéb sériilések és az UV-sugarzas ellen
(Weisshaar et al., 1998; Winkel-Shirley, 2002). A polifenolok széles korben elterjedtek az emberi
taplalkozasban, foként a novényi eredetli élelmiszerekben ¢€s italokban (gyiimolcsok, zoldségek,
diofélék, magvak, fliszernovények, fiiszerek, tea és vordsbor), és szamos érzékszervi tulajdonsagot
befolyasolhatnak, mint példdul az iz és a szin (Bautista-Ortin et al., 2013). A polifenolok étrendi
bevitelét koriilbeliil 1 g/napra becsiilik (Scalbert et al., 2000). Beviteliik 10-szer nagyobb, mint a
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C-vitamin és a 100-szorosa az E-vitamin vagy a karotinoidok bevitelének (Scalbert et al., 2005).
Ennek eredményeképpen a fenolos vegyiiletek jelenleg nagy figyelmet kapnak jotékony
egészségiigyi hatasuk miatt. Antioxidans (Droge, 2002), gyulladascsokkent6 (Castilla et al., 2006),
szivvéd6 (Zern et al., 2005), rak megel6z6 (Nichols et al., 2010) és idegrendszervédd

tulajdonsagokkal rendelkezik (Aquilano et al., 2008).

A szOl6ben és a borban talalhato polifenolokkal kapcsolatos tanulméanyok jelentds része a jotékony
egészségligyl hatasaik miatt jelentek meg. Epidemioldgiai vizsgalatok kimutattak, hogy azoknal a
személyeknél, akik rendszeresen, mérsékelt mennyiségii bort fogyasztanak, csokken a sziv- €s
érrendszeri megbetegedés, az alkoholtol tartozkodo vagy azt mértékteleniil fogyasztd egyénekkel

Osszehasonlitva (Morten et al., 1995; German et al., 2000).

Egyes kutatok gy vélik, hogy a polifenolok terdpids hatdsa a borban fokozddhat, talan a bor
alkoholkomponensével val6 additiv hatas vagy a borban talalhato polifenolok erjedési folyamat
kovetkeztében megndvekedett bioldgiai hozzaférhetdosége miatt. A borok mellett szamos
bizonyiték alatdmasztja a szO6l6bol, szO6lolébol késziilt gyilimolceslevekbdl, szélomag-,
sz6l6héjkivonatokbol szarmazod egészségiigyi elonyoket (Fitzpatrick et al., 1993; Castilla et al.,
2006; Pérez-Jiménez et al., 2008). Bar a kémiai 6sszetevokben a sz616 és a bor bizonyos mértékben

eltérnek egymastol, hasonld terapias hatasokrol szamoltak be.

A polifenolok olyan természetes eredetli szerves vegyiiletek, melyekre jellemz6é a nagyszamu
fenolgytrii jelenléte, hozza kapcsolodd hidroxilcsopottal (Bravo, 1998). A polifenol vegyiiletek
szarmazasuk, bioldgiai funkciojuk és kémiai szerkezetiik alapjan osztalyozhatok (Crozier et al.,
2006). Peri és Pompei (1971) csoportositasa alapjan nem flavonoid-fenolokat, flavonoid-fenolokat

¢s tanninokat kiilonbdztetiink meg.

Nem flavonoid-fenolok, egyszerii fenolok. Szinte kizarolag bogyohusban talalhatok, féleg észter
tipust vegyiiletek formajaban. Erzékszervileg jellemzd réjuk a kevésbé 6sszehlizd iz. A sz6l6,
valamint a bor benzoesav- és fahéjsav-szarmazékokat tartalmaz. A benzoesav-szarmazékok a p-
hidroxi-benzoesav, protokatechusav, vanillinsav, veratrumsav, szalicilsav, gencizinsav. A

fahéjsav-szarmazékok koziil jelentds a p-kumarsav, kavésav, ferulasav.

A polifenol tipust vegyiileteknek két geometriai izomerje van, melyek koziil a transz-sztilbén a
természetben megtalalhatd. A cisz elrendezddés labilis a fenilcsoportok sztérikus gatlasa miatt.

Gyakran eldfordul glikozidos formaban is, ahol a rezveratrolhoz f-glikozidos kotéssel egy
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cukormolekula kotédik. Ez a piceid-alak, mely a glikozidos kotés felbomlasaval rezveratrolla

alakul. Az egészséges sz6l6bogyodban legtobbszor a piceid-forma fordul eld (Keita et al., 2004).

A flavonoid-fenolokra jellemz6 a keserti, 6sszehizo iz és a barnulasi hajlam, mely a bor fenolos
anyagaira vezetheto vissza (Singleton és Esau, 1969). Ennek a csoportnak a képviseldi a katechin-
, a leukoantocianin- és az antocianin-monomerek, amelyekbdl a procianidinek épiilnek fel. A
gytriikon eléfordulo eltéré szamu és elhelyezkedésti hidroxilcsoportok, azok metilalésa, illetve a
flavonoidok glikozidos alakban val6 el6forduldsa eredményezik az alapvegyiiletek nagy szamat.
A flavonoid-fenolok antioxidans és redukalo hatassal is birnak, hajlamosak a polimerizaciora.
Elettani szempontbol fontos szerepet jatszanak a kardiovaszkularis megbetegedések

megeldzésében.

A hidrolizalhat6 tanninokat (galluszsav, digalluszsav, ellagsav, penta-galloil-gliik6z) a sz616 nem

tartalmazza. A tolgyfahordds tarolés és csersavas derités sordn keriilnek a borokba.

A nem hidrolizalhat6 tanninok (procianidinek, kondenzalt tanninok, tannin-flavonoidok) szerepet

jatszanak a bor tisztasagaban, stabilitasaban, felelosek lehetnek a fanyar, 0sszehtiz6 izérzetért.

A sz6l6 kiemelkedden gazdag fenolos vegyiiletekben (Kallay, 1998). A polifenolok a sz416
kiilonb6z6 részeiben eltérd mindségi és mennyiségi Osszetételben taldlhatdbak meg. A sz6l6bdl
szarmazd polifenolok foként a magokban (60%) és a héjban (30%) koncentralodnak, és kisebb
mértékben a gyiimdlcshiisban és a szarban (kevesebb mint 10%) (Kennedy, 2008). A bogyohéjban
vizsgalt tanninok feltehetdleg mar a fejlddés korai szakaszaban kialakulnak. Mennyiségiik kis
mértékben valtozik a zsendiiléstdl a sziiretig (Adams, 2006). A borészati szempontbol jelentds
procianidinek és katechinek a bogyohéjban, magban, kocsanyban fordulnak eld a legnagyobb
koncentracioban. Az egyszerli fenolok (kavésav, p-kumarsav, ferulasav, stb.) a bogydhtsban

talalhatoak (Chira et al., 2008).

A legtobb élelmiszer polifenolok komplex keverékét tartalmazza, 6sszetételiik az élelmiszerekben
eltérd. Egyéb tényezdk, mint példaul a fajta, termdhely, kdrnyezeti tényezdk, feldolgozas, tarolas,
extrakcios modszerek, stb. befolyasoljdk a ndvényi €lelmiszerek polifenoltartalmét. Az érettségi
a fenolsavak mennyisége csokken az érés soran, mig az antocianinok koncentracidja né (Manach
etal., 2004). A borok fenolosszetétele elsésorban az alkalmazott sz616-feldolgozasi és borkészitési

technoldgia fiiggvénye.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Mesterséges fertozés

A feketerothadésra adott ndvényi valaszreakcioban, az ellenalloképesség kialakitasdban részt vevo
gének azonositasdhoz komplex kisérleti rendszert épitettiink fel, amelyben Osszehasonlitottuk
egyrészt a fertdzott és kontroll (mock inokulalt) ndvények RNS populacidit, masrészt pedig
figyelembe vettiik azokat a reakcio-kiilonbségeket is, amelyet ellenalldo és fogékony fajtak

mutatnak (9. abra) a feketerothadas fert6zés hatasara.

‘ Feketerothadas fert6zott ‘ | Mock inokulalt |
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9. abra: A sz6l0 feketerothadasra adott génexpresszids valaszanak
vizsgalatanal figyelembe vett expresszios kiilonbségek

4.1.1 A mesterséges fertozéshez felhasznalt novényanyag

A Magyarorszagon termesztésben levd Csillam fajta pedigréjében szerepel a feketerothadéssal
szemben nagyfoku rezisztencidt mutatd Merzling fajta rezisztens nagysziilje, a Rayon d’or
(Seibel 4986), amely feltehetden a Vitis rupestris dseitél orokolte az ellenalloképességét. A
betegségekkel szemben altalanosan érzékenynek mutatkozo Csaba gyongye fajta megfeleld

fogékony kontrollnak igérkezik.

A Csaba gyongye szaporitoanyagot Balatonboglarrol, a Csillam vesszéket a Sods Istvan Boraszati
Technikum ¢és Szakképzd Iskola szigetcsépi telephelyérdl gyhjtottiik be a kényszernyugalom

iddszakaban.
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A novényeket kétriigyes dugvanyokrdl neveltiik laboratoriumi koriilmények kozott altaldnos

virdgfold és perlit 1:1 aranyu keverékében.

4.1.2 A fertozés menete

A fertézési rendszer beallitdsa soran az egyik legnagyobb kihivéast annak megoldéasa jelentette,
hogy pontosan onnan tudjunk mintat venni, ahol a konidiumok csirdzasa, a hifa novekedése
torténik, hiszen csak ekkor szamithatunk az RNS szintli valasz egyértelmii tettenérésére. A
hagyomanyos fert6zési modszerek arra iranyulnak, hogy az adott fajta/levél fogékonysagat
teszteljék, vagyis a kialakul6 tiinet helye nem szempont. Ezen feliil, mivel a kisérletben a korai
valaszra voltunk kivancsiak, a tiinetek kialakulasat — ami akar egy honapig is eltarthat — nem vartuk
meg. A fenti problémak kikiiszobolése érdekében a fertézést szlirOpapir korongra vitt
sporaszuszpenzioval végeztiik és a korongot mintavételig (legfeljebb 72 6ra) a levélen hagytuk. A

mintavétel soran igy pontosan a fertdzés helyrdl szarmazé szoveteket tudtuk begytjteni.

A novényeket 100%-os relativ paratartalom és 36 oOran keresztiil fenntartott folyamatos
levélfeliilet-nedvesség mellett 27°C-on inkubaltuk a fert6zés eldsegitése érdekében. A vizcseppek
megfolyasanak megakadalyozasa érdekében a fert6zni szandékozott fiatal leveleket

megtamasztottuk, hogy kozel vizszintesen alljanak (10. dbra).

A mesterséges fertézésekhez hasznalt Guignardia bidwellii izolatumot az egri Sz6lészeti és
Boraszati Kutatointézetbdl Dr. Vaczy Kalman Zoltan biztositotta. Az eléallitott sporaizolatum
koncentraciéja 5x10° spéra/ml volt. A sporaszuszpenziobol 10 ul-t vittiink egy 7 mm atmérdji

steril szlirdpapir korongra, majd ezeket a korongokat helyeztiik az el6készitett szoldlevelekre.

A fertézéseket féllevél-modszerrel végeztiik (11. abra), azaz a levél egyik felére harom darab
sporaszuszpenzioval, a masik felére (kontroll) harom darab desztillalt vizzel 4titatott sziirépapir

korongot helyeztiink.
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10. abra: Fertézésre elokészitett sz016 novény. A levelek feliiletét benedvesitettiik, a ndvények koré
egyedi szigetelést helyeztiink. Novényenként két, idedlis koru és allapotu levelet kivalasztottunk és
azokat vizszintes allapotban finoman rogzitettiik.

11. 4bra: A fertdzések soran hasznalt féllevél-modszer. A levéllemez egyik felén Guignardia
bidwellii-vel atitatott levélkorongok, a masik felén (narancssarga szinnel megjeldlve) mock
korongok talalhatoak.
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A fertdzéseket és a kontroll kezeléseket mind az ellenalld, mind pedig fogékony ndvényeken,
harom bioldgiai ismétlésben végeztiik. A bioldgiai ismétlések soran feljegyeztiik a leveleket is,
igy az adatelemzésnél informacioval rendelkeztiink arr6l, hogy melyik fert6zott mintanak

pontosan melyik az a mock fert6zott parja, amely ugyanarrdl a levélrdl szarmazik.

4.1.3 Mintavétel

A mintavétel soran a fert6zési folyamat korai 1épéseire koncentraltunk, ezért a fertdzés eldtt (0
Oras minta), majd azt kovetéen 6, 18, 36 és 72 draval vettiink mintat. Minden mintavétel esetében
harom korongot félretettiink az érzékeny fajtan tortént fertdzésekrdl, hogy festési eljarassal a
fert6zés megtorténtét igazolhassuk, a kérfolyamatot nyomon kovethessiik.

A mintavételi rendszert a 2. tablazat ismerteti. Hirom levélkorong ad ki egy RNS mintat, minden
kezelésrdl 6 bioldgiai ismétlést szedtiink. Ezek koziil nem keriil mind szekvenalasra, a megmarado

mintak esetleges megismételt kivondsokhoz, illetve a validalashoz sziikségesek.

2. tablazat: Sz616 feketerothadas fert6zés mintavételi stratégiaja. BR: Black rot — feketerohadas fertézott
minta, Mock: steril desztillalt vizzel kezelt minta. hpi: hour past inoculation = x éraval a fert6zés utan

Mintavétel Csaba gyongye  Csillam

idépontia BR  Mock BR Mock

0 hpi 3x6 3x6

6 hpi 3x6 3x6 3x6  3x6
18 hpi 3x6 3x6 3x6  3x6
36 hpi 3x6 3x6 3x6  3x6
72 hpi 3x6 3x6 3x6  3x6

A kivagott levélkorongokat mikrocentrifuga csdvekbe tettiik €s azonnal fagyasztottuk folyékony

nitrogénben (snap-freeze), majd a mintakat -80°C-on taroltuk feldolgozasig.

Az RNS-kivondshoz szedett fertézott mintdkbol parhuzamosan etanolba is tettiink egy-egy

levélkorongot a tripankékkel torténé gombaspecifikus festéshez.
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4.1.4 Guignardia bidwellii festés tripankékkel

A Guignardia bidwellii fertézést eredend6en sz616 lisztharmat festésre optimalizalt tripankék
festéssel mutattuk ki. A festék specifikusan festi a gomba sejteket, illetve az elhalt n6vényi sejteket

IS.
Sz616 feketerothadas festési protokoll:

— Feltisztitas

A festeni szandékozott leveleket meg kell tisztitani a klorofillt6l, hogy a fénymikroszkdépban a

gombaszdveteket tanulmanyozhassuk.
« A fert6zott levélkorongokat Petri-csészébe helyezett sziirépapirra rakjuk sziniikkel
folfelé, majd etanol:ecetsav 1:1 ardnyu keverékét pipettazzuk rajuk. A szlir6papir béven
alljon savas etanolban, de a levelek ne tudjanak elmozdulni.
« A feltisztitds optimalis id6tartama 2 nap, de egy nap utdn mar lehet a festéssel
probalkozni. A feltisztito oldatot reggel és este cseréljiik frissre.

— Festés tripankékkel
* A feltisztitott levelekrdl a savas etanolt leszivjuk és helyette 1% HCI-t pipettazunk ra,
majd fél oraig szobahdmérsékleten inkubaljuk.
» Az inkubdci6 alatt elkészitjiik a tripankék festéket (0,5 g/l sosavas glicerolban. 25%
glicerol, 0,5% HCI).
* A levélkorongokat mikrocentrifuga csovekbe helyezziik és ramérjilk a tripankék
festéket, majd fél oran keresztiil inkubaljuk szobahdmérsékleten.
* A tripankéket egy gylijtébe leszivjuk, majd a levelekre sosavas glicerolt (25% glicerol,
0,5% HCI) pipettazunk és a festési hatteret ebben mossuk Kki.
* F¢l ora elteltével a levélkorongokat targylemezre rakjuk, 50%-os glicerolt cseppentiink
ra és fed6lemezzel lefedjiik.

Kiilonb6z6 iddpontokban vizsgalt feketerothadas konidiumok csirdzasi ardnyat Csilldm és Csaba

gyongye fajtakon a Welsch féle t-probaval végeztiik.

4.2 RNS Kkivonas

A feketerothadassal szembeni ellenalloképességben szerepet jatszd gének azonositasa sordn olyan
géneket kereslink, amelyek transzkripcios szintje jelentésen megvaltozik a fertézés hatasara.

Ennek megfeleléen olyan stratégiat valasztottunk, amely — a leglijabb generacios nukleinsav
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szekvencia-meghatarozasi modszerek nyujtotta lehetéségeket kihasznalva — a teljes hirvivé RNS

populécid szekvenalason keresztiili mennyiségi meghatarozasan (RNAseq) alapul.

Az RNS kivonas megfeleld6 modszerét eldkisérletekben optimalizaltuk a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem Sz6lészeti Tanszékén. Alapvetden két olyan modszert adaptaltunk,
amelyekkel kordbban a Tanszék laboratériumaban sz6l6bol mar sikerrel vontak ki RNS-t. Az
egyik modszer egy specialis vegyszeres modszer, alapja az Invitrogen (Life Technologies) Plant
RNA Purification Reagent. Elénye, hogy gyors modszer és joO mindségli RNS-t ad, amely
tartalmazza a kisRNS frakciot is, ugyanakkor viszonylag koltséges. A masodik modszer az RNS
molekuldk LiCl-os kicsapasan alapul. Ez a mddszer gazdasagos, megfeleld mindségli RNS
kivonatot ad, ugyanakkor a LiCl-os kicsapas miatt a kivonatok nem, illetve kisebb aranyban
tartalmazzak a kisRNS frakciot. Végiil a -80°C-on tarolt mintakbol a Gambino és munkatarsai
(2008) altal kozolt LiCl-os kicsapason alapuld protokoll laborunkban moédositott valtozatat

hasznaltuk.

Az alkalmazott sz616 RNS kivonas protokollja:

Sziikséges anyagok:

o Extrakcios puffer:
o 2% CTAB (hexadecyltrimethylsmmonium bromide)
o 2,5% PVP (polivinilpirrolidone K40)
o 100mM Tris-HCI (pH 8.0)
o 25mM EDTA
o 2M NaCl
o Frissen, hasznalat el6tt hozzdadva 2% B-mercaptoetanol (20 ul/ml)

e O9M LiCl

e SSTE
o 1M NaCl
o 0,5% SDS

o 10mM Tris-HCI (pH 8.0)
o ImM EDTA (pH 8.0)
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Az RNS kivonas menete

150/200mg anyagot homogenizalni eppendorf-ban, vagy dorzscsészében

az extrakcios puffert 65°C-ra tessziik melegedni (felhasznalas el6tt adjuk hozza a 20ul/ml
B-mercaptoetanolt)

a homogenizalt mintdhoz hozzaadunk 850 ul elémelegitett extrakcios puffert és 17 ul B-
mercaptoetanolt, atontjiik 2 ml-is eppendorf csovekbe, utana erdsen vortexeljiik

10 percre 65°C-ra rakjuk, idonként vortexeljiik

hozzaadunk 850 ul kloroform:isoamilalkohol (24:1) razva, dontogetve keverjiik
centrifuga 10000 rpm, 10 percig, 4°C-on

1j 2 ml-is eppendorf csdvekbe mériink 800 pl kloroform:isoamilalkohol (24:1) és ramérjiik
a feliiluszot a mar lefugalt mintakrol, dontdgetve keverjiik

centrifuga 10000 rpm, 10 percig, 4°C-on

uj 1,5 ml eppendorf csovekbe mériink 250 pl 9M LiCl amelyre mériink kb.450 pl feliilaszot
a mar lefugalt mintakrol (FU: LiCl= 2:1) Ovatosan, finoman déntve keverjiik a mintakat
30 percig jégen tartjuk

centrifuga 13000 rpm, 20 percig, 4°C-on

ledtjiik a feliiluszot és a csapadékra mériink 450 pl 65°C-ra elémelegitett SSTE-t. Vortex
¢és ramériink 450 pl kloroform:isoamilalkoholt, dontogetve keverjiik

centrifuga 10000 rpm, 10 percig, 4°C-on

0j 1,5 ml csovekbe mériink mintdnként 280 pl izopropanolt (0,7 térfogat) és 30 ul 4 M
NaAcetat (pH 5,2) amelyre kb.400 ul feliilluszot pipettdzunk a mar lefugalt mintakrol,
forgatva keverjiik, 5-10 percig inkubaljuk szoba hén

centrifuga 13000 rpm, 20 percig, 4°C-on, lednteni a feliiltiszot

a csapadéekot atmossuk 500 pl 70% hideg etanolal

centrifuga 13000 rpm, 5 percig, 4°C-on

szaritani szoba hdn kb.10 percig (speed vac-ban ne szaritsuk)

visszaoldani 25 pl steril MQ vizben

Az RNS kivonatok mennyiségét és mindségét denaturadldo agardz gélelektroforézissel, illetve

spektrofotometrias méréssel ellendriztiik.
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4.3 Teljes RNS szekvenalas

Az RNS szekvenalast a Debreceni Egyetem szekvenalo cége, az UD Genomed Kft. végezte. A
szekvenalashoz az lllumina vallalat technologiajat (SBS, Sequencing By Synthesis) hasznaltuk,
amely milliés nagysagrendben allit elé 100 bazispar hossz egyedi szekvenciakat, amelyeket a
szaknyelv leolvasasnak, ,read”-nek nevez. Az RNS kivonatokbol elkészitett szekvenald
konyvtarakat llluminaHiScanSQ platformon szekvenaltuk. A nyers read-ek mindségellendrzését

FastQC szoftverrel (Wingett és Andrews, 2018) végeztiik.

4.4 Adatelemzés, bioinformatika

Az 1) generacios szekvenalasi (NGS) modszerek elemzése soran az egyik legnagyobb kihivast az
eldallitott nagy mennyiségii adat elemzése jelenti. A mRNS szintek meghatarozasahoz két kiilon
stratégiat kombinaltunk. Egyrészt kihasznaljuk azt, hogy rendelkeziink teljes sz6l6 genommal: a
szekvencia-szakaszokat raillesztjiik a referencia genomra, illetve az azon azonositott referencia
MRNS-ekere. Masrészt a szekvendlasi lefedettség lehetdve teszi azt is, hogy a rovid szakaszokbol
de novo — azaz eldézetes informaciok, referencia genom nélkiili — elméleti mRNS molekulakat
épitsink. Az egyes mMRNS-ek egymashoz viszonyitott lefedettségének mértékébdl

kovetkeztethetlink az adott gén expresszios szintjére, mikodésének aktivitasara.

Az RNS szekvenciak elemzése soran els6 1épésben a kapott eredményeket feldolgoztuk. A mRNS
szintek meghatarozasahoz egyrészt elvégeztiik a read-ek referencia genomra torténd illesztését,

masrészt az RNS readek de novo illesztését is.

Az illesztés sikerességét €s mindségét nagyban javithatjuk, ha pontos informécionk van a
konyvtarak inzertméret-eloszlasarol. Ehhez eldszor minden mindségsziirt read-et illesztettiink a
referencia-genomra, majd ezen illesztések alapjan meghataroztuk az inzert méretet. A szekvencia
olvasatok referencia genomra torténd illesztését bwa (Li és Durbin, 2009) szoftverrel végeztiik, az

inzert méret statisztikahoz a picard tools (Broad Institute, 2018) csomagot hivtuk segitségiil.

Az egy-egy gén kiilonbozd transzkriptjeire illeszkedd Osszes szekvenciaolvasat nyers szamat
HTSeq szoftver (Anders et al., 2014) segitségével hataroztuk meg. A differencialtan expresszald
gének azonositdsdhoz a szekvencia konyvtarak normalizalasat az EDASeq programmal (Risso et
al., 2011), az expresszids szintek elemzését az edgeR (McCarthy et al., 2012) programmal
végeztiik. A GO dusitasi teszthez a ShinyGO alkalmazast (GE et al. 2020) hasznaltuk.
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4.5 Feketerothadt sz6lobogyok kémiai osszetételének finomanalitikai vizsgalata
45.1 Vizsgalt novényanyag

Hat kiilonb6z6 sz6lofajta fekete rothadt bogyoit vizsgaltuk. Ezek a Borotardl (Koch Boraszat)
begylijtott Bacska, Danubius, Hibernal, Palatina, Panonija rezisztens szO6l6fajtak, valamint
Villanybol (Koch Boraszat) gyujtott Kékfrankos sz6lofiirtok voltak. A mintak mindegyike
feketerothadt volt. A mintael6készitésnél a fertézott fiirtokrol csak a teljes mértékben feketerothadt
bogyokat valogattuk le és hasznaltuk fel. Kontroll mintanak egészséges fiirtrdl szedett bogydkat

hasznaltunk fel.

4.5.2 Vizsgalt 6sszetevok
A bogyo-extraktumokban a kdvetkezd 0sszetevok mennyiségét vizsgaltuk:

— cukor
— glicerin
— gliikkonsav
— galakturonsav
— borkdsav
— almasav
— sikiminsav
— tejsav
— citromsav
— borostyankdsav
— fumarsav
— kaftarsav
— 0Osszes polifenol
— katechin
— epikatechin
— leukoantocianin
— teljes antioxidans kapacitas
— biogén aminok:
— tiramin
— Szerotonin

— hisztamin
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— melatonin
— rezveratrolok:
— transz-piceid
— transz-rezveratrol
— cisz-piceid

— cisz-rezveratrol

453 Az osszetevok vizsgalatara alkalmazott mérési modszerek

Az OsszetevOk vizsgalata soran els6 lépésként sziikség volt a feketerothadt bogyokivonat
elkészitésére. A kivonatkészités az alabbiak szerint tortént: 20 mg mintat 60 ml metanollal (12
V/V% metanol viz elegye) turmixoltuk, majd 30 percig aztattuk. 2 perc centrifugalas utan a
feliiluszot 2x50 ml kloroformmal extrahaltuk. A koroformos extraktot rotadeszten, vakuumban

szarazra paroltuk. A szaraz maradékot 2 ml eluensben oldottuk fel.

Alapanalitikai vizsgalatok

Az analitikai vizsgalatot a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Boraszati Tanszék kutatéi
laboratoriumaban, az altalanos boraszati analitikai gyakorlatnak megfeleléen végeztiik el. A
mustok redukalé cukortartalmat Rebelein-modszerrel, az MSZ 9479-1980 szabvéany alapjan
hataroztuk meg. A glicerintartalmat, az almasavtartalmat, a citromsavtartalmat, illetve
tejsavtartalmat Boehringer-Mannheim enzimteszttel, a borkésavtartalmat a MSZ 9489:1978

szerint spektrofotometridval hataroztuk meg.

Spektrofotométeres vizsgalatok

A spektrofotometrias vizsgalatokat MOM Spektromom 195 tipusu késziilékkel végeztiik a Magyar
Agrar- és  Elettudomanyi Egyetem Boraszati Tanszék kutatolaboratoriuméban. Az
osszespolifenol-tartalmat Folin-Ciocalteu-fenolreagenssel mértem meg (Singleton-Rossi, 1969),
¢és galluszsav-egyenértékben kifejezve kozlom. A leukoantocianinok mennyiségét, vas(Il)—
szulfatot tartalmazd sosav-butanol, 40:60 ardnyt elegyével torténd melegités utan
malvidin-3,5-digliikozid-egyenértékben kifejezve adom meg. A katechin és epikatechin tartalmat,

alkohollal higitott borban kénsavas vanilinnel reagaltatva, 500 nm-en, spektrofotométeresen
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mértiik (Rebelein, 1965). A TAK-érték meghatarozasat a kovetkez6képpen hajtottuk végre: a
mintdkat desztillalt vizzel tizszeresére higitottuk. Egy 50 ml-es mérélombikba 6sszemértiink kb.
30 ml desztillalt vizet, 0,5 ml higitott bormintat, majd 2,5 ml Folin-Ciocalteu-fenolreagenst és 8
percen beliil 7,5 ml 20%-0s Na,COs-oldatot adtunk hozza. Osszeraztuk és desztillalt vizzel

szemben 765 nm-en mértiik az abszorbanciat.

NMR-spektroszkopia

A gliikonsav, galakturonsav, sikiminsav, borostyankdsav, fumarsav és kaftarsav meghatarozasa H
NMR technikaval tortént (Godelmann et al., 2013). H NMR spektrumok rogzitése 26,85 °C-on
Bruker AVANCE 400 spektrométerrel és 400’54 ASCEND magnet rendszerrel (Bruker,
Karlsruhe, Germany) proton NMR modban, 400.13 MHz frekvencian. A célzott vizsgalathoz valo
minta eldkészités és vizsgalati paraméterek a kovetkezOk voltak: pH allitds pH 3,1-ra automata
BTPH rendszerrel, deutérium és tetrametil- szilan adagolasa, relaxacios késés 4 s, mintavételi id6
3,98 s, spektralis szélesség: 8223,68 Hz. Az adatok NMR Wine-ProfilingTM 3.1 Analysis
Reportban keriiltek rogzitésre. Az NMR vizsgilatokra a Dyagnosticum Kft. Szerencsi

laboratoriumaban kerilt sor.

Kromatogridfia

A rezveratrolok (transz-piceid, transz-rezveratrol, cisz-piceid, cisz-rezveratrol) minéségi és
mennyiségi meghatarozasat nagyteljesitményili folyadékkromatografias eljarassal (HPLC)
végeztik a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Boraszati Tanszék kutatoi
laboratoriumaban. A rezveratrolok meghatarozasanal Kallay és Torok (1997) modszere szerint
jartunk el. A bogyokivonatok az el6készités utan kozvetlenill injektalhatéak voltak a HPLC-

késziilékbe. A rezveratrol meghatarozasa izokratikus modon tortént.

A rezveratrolmérés koriilményei és a késziilék beallitasai:

HPLC-késziilék HP Series 1050

kolonna LiChrospher® 100, CN 5um (Merck, Germany)
detektor HP Series 1050
folyadékaram 2 mL/min
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hémérséklet 30°C
hullamhossz 306 nm

eluens 5:5:90=acetonitril:metil-alkohol:viz

A biogén amin-tartalom HPLC-moédszerrel torténé meghatarozasa a Magyar Agrar- és
Elettudoméanyi Egyetem Boraszati Tanszékén tortént (Kallay és Nyitrainé Sardy, 2003). A
méréshez a must szlirése 0,45 um atmér6jii membransziirén tortént, ezutdn borat-puffer
jelenlétében OPA-val (orto-phtal-aldehid) 1éptettiik reakcioba (Bauza et al., 1995; Lethonen,
1996). Az OPA-reagens a kovetkez6 modon késziilt: 45 mg OPA-t 0,5 ml metanolban oldottunk,
majd 0,1 ml merkaptoetanolt adtunk hozza. A borat-puffer készitésekor 1 g HsBO3z-hoz 38 ml
desztillalt viz lett hozzaadva. A pH-érték 40 g/100 ml KOH oldattal 10,4-es értékre lett beallitva.
Az OPA-reagens ¢és a puffer a vegyitést kovetden négy perccel késébb az elegybdl 20 pl lett a
HPLC-berendezésbe injektalva.

A kromatografias koriilmények az alabbiak voltak:

HPLC késziilék HP 1050 tipusu HPLC

kolonna Nukleosil 100 C-18 200*0
detektor HP 1046 A Fluorescens detektor
folyadékaram 1 ml/min.

hémérséklet 30°C

hullamhossz Aex: 340 nm; Aem: 440 nm
eluens A-oldat: 0,08 M ecetsav

B-oldat: acetonitril (HPLC-mindségi).

Az elvélasztas hatékonysaganak novelését a gradiens elucios technika segitette. A komponensek
standard mintakkal lettek azonositva. A kalibralast kalibracios egyenesek készitésével végeztiik
el, illetve az egyes vegyiileteket az elucids id6 alapjan azonositottuk. A szerotonint (kalibracios
egyenes: X=0,014Y+0,0897) kivéve az egyes biogén aminok hisztaminban (kalibracios egyenes:
X=0,051Y-2,113) lettek kifejezve. A mérési hiba +6 %.
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Az OTA tartalom HPLC-moédszerrel torténd meghatarozasa a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem Boraszati Tanszékén tortént. A bogyokivonatok az elékészités utan kozvetleniil

injektalhatoak voltak a HPLC-késziilékbe.

A kivontok ochratoxin A meghatarozasat nagyteljesitményti folyadékkromatografias eljarassal
végeztiik. A kalibracios gorbét OTA-ra (Sigma Aldrich, CAS Number: 303-47-9) vettiik fel.

Az OTA mérés koriilményei és a késziilék beallitasai:

HPLC-késziilek HP Series 1050

kolonna LiChrospher® 100, CN 5um (Merck, Germany)
detektor HP Series 1050

folyadékaram 1 mL/min

homérséklet 30°C

hullamhossz Aex=333 nm; Aem=460 nm

eluens 5:5:90=acetonitril:metanol:viz

A kapott adatok kiértékelését egytényezds varianciaanalizissel, valamint Tukey-Kramer probaval
végeztem, annak érdekében, hogy el tudjam donteni, hogy 95%-0s megbizhatdsagi szinten van-e

szignifikans kiilonbség a mintadk kozott.
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5 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1 Feketerothadas érzékenység vizsgalata

A sikeres feketerothadas fert6zés szempontjabdl donté a megfelelé6 hémérséklet és a megfeleld
ideig tartd folyamatos levélnedvesség (relativ paratartalom), amely mesterséges fert6zés esetén,
zart rendszerben biztosithatd. Hairom novény (harom biologiai ismétlés) elegendd egy genotipus
teszteléséhez. Reprodukdlhatd mesterséges viszonyok kozott fertdztlink, igy vizsgéalataink
eredménye, a gombasporak csirdzasa kozti kiilonbség kizarolag a vizsgalt fajtdk eltérd
fogékonysaganak tulajdonithato. A levél és a fiirtrezisztencia mértéke azonban egy fajtan beliil is
eltéré lehet, igy az eredmények csak a ’Csillam’ fajta levélrezisztencidjaval hozhatok

Osszefiiggésbe.

A fajtak vagy interspecifikus keresztezések utddnemzedékeinek feketerothadassal szembeni
ellenallosagat mesterséges fert6zési kisérletekben tobben vizsgaltak (Spotts, 1977; Rex et al.,
2014; Roznik et al., 2017b). A kiértékelés a fertdzés utan 2-3 héttel a fertézott részeken megjelend
tiinetek alapjan tortént. Akar a fert6zott levelekbdl kimetszett levélkorongok nedveskamraban
tortént inkubaldsa utani (Spotts, 1977), akar festése utani (Ferrin és Ramsdell, 1977; Kellner et al.,
2015) vagy kozvetlenill a levélen végezett mikroszkopos vizsgalatok mindig csak a sporak
szamanak, a gombasporak csirazasanak ellenérzésére vagy a gomba jelenlétének kimutatdsara
iranyultak. A csiratomlok eltéré novekedési iitemét fogékony és ellendlld fajtan korabban nem

vizsgaltak.

5.1.1 A szolo-feketerothadas kapcsolat vizsgalata sziiropapirkorongos fertézéssel

Sikeresen megfestettilk a sziir6papirkorongok alatti levélkorongokat és felvételezni tudtuk a
csirazott és nem csirazott spordkat, valamint a hifandvekedés elérehaladtat. A megfestett
levélkorongok mikroszkopos ellendrzése minden esetben igazolta a fert6zések sikerességét. A
sztereo mikroszkopon 40x-es, illetve 100x-os nagyitasban vizsgalt levélkorongok alapjan a
fogékonynak talalt Csaba gyongye szOl6fajtanal a fertézést kovetd 18. o6rdban a gomba sporak
csirdzasnak indultak (12. abra), 36. 6raban pedig jelentdsebb csiratomld ndvekedést mutattak (13.

abra).
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12. abra: Csirazo sporak a fertdzést koveto 18. 6raban

13. abra: Csirazo sporak 36 oraval a fertdzést kovetden

5.1.2 Guignardia bidwellii konidiumok csirazasi aranya

Vizsgaltuk a megfestett levélkorongokon talalhatdo konidiumok csirazasi aranyat (3. tablazat).
Csillam fajta esetében a fertézés sikeres volt, de a gombasporak csirazasa idoben jelentdsen
eltoloédott a Csaba gyongye fajtahoz képest (14. abra). A Csaba gyongye fajtanal mar a fert6zést
kovetd 6. oraban jelentds mértékben, 77,8%-ban csiraztak a spordk. A fertdzést kdvetd 18. draban
pedig mar 99% felett volt a csirdzasi szazalék, valamint jelentds csiratomlé ndvekedés volt

megfigyelhetd.
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3. tablazat: Kiilonbozo idopontokban vizsgalt feketerothadas konidiumok csirazasi aranya Csillam és Csaba

gyongye fajtakon

6hpi 18hpi |  36hpi 72hpi

Csaba gyongye 3,22 715,4444 759,7778 763,5556
Csillam 2,55 128,5556 470,4444 565
p-érték 0,698 6,49E-10 0,003473 3,47E-08
t 0,39627 30,163 3,4695 10,323
df 13,708 8,4686 14,862 14,915
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14. abra: Kiilonboz6 iddpontokban vizsgalt, csirazott feketerothadas konidiumok szama Csillam és Csaba
gyongye fajtakon. A feltiintetett hibasavok a szorast mutatjak.

5.1.3 Csiratomlé novekedés

A fogékonysag ¢és ellenallosag jellemzésére a csiratomldk hosszdnak mérése viszonylag gyors
modszer lehet. Megfelelden elokészitett novények €s megfeleld laboratoriumi koriilmények esetén
két nap alatt kiilonbséget lehet kimutatni egyes fajtak vagy nemesitési anyagok fogékonysagat
illetéen. Mivel a vizsgalatokat csak két fajtan végeztiik egy rezisztencia tesztelési modszer

kifejlesztéséhez tovabbi fajtak bevonasa sziikséges.
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Csaba gyongye

Csillam

6 hpi

18 hpi

36 hpi

72 hpi

15. abra: Csiratomld novekedés dsszehasonlitasa kiilonbdz6 idépontokban a Csillam és Csaba gyongye
fajtakon

A csiratomlé novekedésének vizsgalata soran kapott eredmények a két fajta kozott 1évo jelentds
kiilonbségre mutattak ra (15. abra). A csiratomlok hossza a fertézés utan 18 o6rdval a fogékony
"Csaba gyongye’ fajta levelén atlagosan 120pum hossztiak, mig az ellendllo *Csillam’ fajta levelén

atlagosan 40um hosszusaguak voltak. A feketerothadas rezisztens ’Csillam’ fajta levelein
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igazolhatoéan [t (98,9) = 11,83, p < 0,001] lassabb a Guignardia bidwellii csiratomléinek

novekedése, mint az érzékeny *Csaba gyongye’ fajtan (16. abra).

250
200
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100 Csaba gyongye

50

,

sz816fajtak

csiratomlé hossz (um)

16. abra: Feketerothadas spordk csiratomlhossz atlagdnak dsszehasonlitasa Csillam és Csaba gyongye
szOl6fajtaknal (18 hpi). A feltiintetett hibasavok a szorast mutatjak.

A szlirGpapir-korongos fert6zési modszer megbizhato, kevés fert6z6 anyagot igényel. Alkalmas a
novények megfert6zésére és a tlinetek kivaltasara. Az alkalmazott fél-levél modszer jol
hasznalhat6 a fajtak kozotti kiillonbségtételre, valamint ez a fert6zési rendszer jol alkalmazhato
volt a sz616-feketerothadas kapcsolat RNS szintli vizsgalata soran is. A fent bemutatott modszert
hasznaltuk tobbek kozott annak az RNAseq kisérletnek a beallitasahoz, amelyben a sz616 novény
¢és a feketerothadast okozd gomba kozotti kapcesolatot jellemezziik. A fogékony és rezisztens
mintakrol fertdzott és kontroll levélfeliiletrdl, 4 kiilonb6z6 iddpontban szedett mintak teljes RNS

profiljat meghataroztuk 0j generacios szekvenaldssal Illumina platformon.

5.2 A feketerothadas fertézésre adott RNS szintii valaszreakcio
5.2.1 Az RNS szekvenalas eredménye
Minéségellendrzés

A nyers szekvencia olvasatok szamat a 4. tablazat tartalmazza. A minéségellendrzés alapjan a
szekvenalas mindsége minden esetben kiemelkedd, esetenként a read végén egy-két bazis
mindsége 30 ala esik (Phred based quality value) (17a abra). Az egyes poziciokban talalhato bazis-

eloszlas a legtobb esetben figyelmeztetést ad, mivel az els6 12-14 bazis esetén tapasztalhatdo némi
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aranytalansag (17b abra). Ez a jelenség a konyvtarkészités sajatossdganak kdszonhetd. Szintén
tobb esetben generalt hibat a szekvencia-duplikacidkat vizsgalod elemzés (17¢ abra), ami annak
koszonhetd, hogy RNAseq mintakrol van szo, vagyis természetes, hogy bizonyos — magasan

expresszalo — génekrol tobb szekvencia szarmazik.

4. tablazat: A sz6lo RNS szekvenalasbol visszakapott nyers szekvencidk szama (forward és reverse
olvasatok egyiitt).

Csillam Csaba gyongye
Fert6zott Mock Fert6zott Mock
Oh 57.398.796 39.217.300
13.126.472 10.220.442
48.983.682 | 22.929.206

6h  51.150.878  59.762.676  60.017.568  46.501.644
48.424.468  13.774.650 45144016  12.094.798
41493646  47.769.144  12.143.068  10.159.862
18h  11.402.696  24.659.228  21.707.624  50.631.236
58.139.482  46.529.030  50.513.822  44.984.250
41.160.156  15.586.444  42.107.530  20.709.472
36h 55.199.368 51.371.456  56.075.874  65.733.734
21.378.520  22.184.292  35.366.838  36.957.502
21.696.924  31.647.092  22.731.576  33.102.948
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sequence Duplication Level

17. abra: Nyers FastQC eredmények (Csillam fajta, Oh, forward read-ek). a: bazisok minésége (Phred
based quality score). b: a bazisgyakorisag a kiilonb6z6 szekvencia poziciokban. c: Szekvencia-
duplikaciok. d: K-mer tartalom

Majd minden mintaban vannak kiemelked6 gyakorisagi K-mer-ek (17d abra). Az els6 12—14 bazis
esetén a konyvtarkészités miatt (ahogyan a bazisonkénti szekvencia-eloszlasnal is) a K-mer-ek
jelenléte elfogadhatd, ugyanakkor a read-ek kozepén is rendszeresen megjelennek kiugrdan nagy
gyakorisag K-mer-ek. A K-mer szekvenciak nem fednek at az esetlegesen detektalt
tulreprezentalt szekvenciakkal. Ellentmonddsos, hogy amig a magas K-mer gyakorisag
tulreprezentalt szekvencidkra utal, azokbol a legtobb esetben nincsen sok, vagy egyaltalan nincsen.
Elképzelhetd, hogy a jelenség oka egyrészt az RNAseq mintdkkal magyarazhatd, mésrészt azzal,
hogy a FastQC program a szamitasi id6 kordaban tartasa érdekében a K-mer elemzésnél csak a

read-ek els6 20%-at vizsgalja.

A mintak egy részénél a program detektalt feliilreprezentalt szekvencidkat is. Ezek egyrészt
kiilonboz6é adapterek, masrészt ismeretlen szekvencidk. Az ismeretlen szekvencidk esetében a

blast keresés minden esetben a grip24 gént hozta ki talalatnak.

A nyers szekvencia olvasatok mindségellenérzése alapjan sziikséges az esetleges adapter
maradvanyok eltavolitasa, amivel mind a szekvencia olvasatok elején talalhato egyenlétlen bazis-

eloszlas, mind pedig a feliilreprezentalt K-mer-ekre vonatkoz6 mutatok javithatok.
Adapterek eltavolitasa

Az illumina adapterek eltavolitasahoz el6szor a cutadapt (Martin, 2011) programot hasznaltam.
Az adapter szekvenciak koziil a "TruSeq Indexed Adapter” szekvenciak mindegyike a read-parok

elsd tagja esetén volt kimutathato, mig a "TruSeq Universal Adapter" masodik tagon.
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A trimmomatic (Bolger et al., 2014) szoftverrel végeztik el a végsé mindségsziirést. A

minségészirést kovetden megmaradt szekvencia-olvasatok szamat az 5. tablazat mutatja.

5. tablazat: A sz616 RNS szekvenalasbol visszakapott trimmelt, minéségsziirt szekvenciak szama (forward
és reverse read-ek egylitt).

Csillam Csaba gyongye
Fert6zott Mock Fert6zott Mock
Oh 55.387.300 35.838.152
13.019.442 10.122.678
47.751.098 22.639.528

6h  49.435486 57.668.940 57.954.512  44.838.690
47121930 13.639.334  44.187.656  11.997.154

40.541.314  46.642.310 12.018.612  10.042.476

18h  11.296.048 24.365.296  20.987.702  49.689.626
55.864.086  44.872.044  48.024.110  43.443.082

40.123.490  15.456.354  41.018.952  20.413.468

36h  53.290.000 49.673.336  54.181.542  63.412.402
21.088.830  31.153.446  34.569.204  36.350.928

21.328.922  21.900.620 22.294.038  32.421.940

5.2.2 Azinzert méret meghatarozasa

Az inzert méretek meghatarozasa alapjan (18. abra) megallapithatjuk, hogy a konyvtarak atlagos
inzertmérete negativ értéket mutat, ami arra utal, hogy a pair-end szekvenalas soran a két oldalrol
kapott szekvenciak atfednek. Az atfedés abszolutértéke ugyanakkor nem til magas, igy folosleges
redundacia nem jellemz6. Az inzertméretek szorasa minden konyvtar esetében hasonld, ami az

el6z6ekhez hasonldan idealis konyvtarkészitésre utal.
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18. abra: Az RNS konyvtarak inzert méretének eloszlasa. A negativ értékek atfedd read-eket

jelentenek. A hibasavok SD értékek alapjan keriiltek feltiintetésre, ami nem az atfedés mértékére,

hanem az inzerthosszakra vonatkozik.

5.2.3 De novo transzkriptom épitése

A genom illesztéshez képest az RNS illesztések nehézsége abban rejlik, hogy a referencia
genomban jelen 1év0, de az érett mRNS-b6l mar kivagott exonok hianya egy-egy szekvencia
olvasat illesztésekor sok esetben csak részleges illesztést tesz lehetévé. Az alkalmazott Cufflinks
algoritmus (Trapnell et al., 2012) ezt a problémat kiemelten kezeli, tovabba a referencia alapti
illesztést kiegésziti de novo transzkriptom épitésével iS. Az eredmény az Osszes megszekvenalt
RNS alapjan — ugyanakkor a referencia genom ¢és az azon annotalt gének figyelembevételével —
1étrehozott de novo transzkriptom (6. tablazat), amelyr6l minden minta esetében megallapithato az

egyes gének kifejezodési szintje.
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6. tablazat: A de novo transzkriptom épités eredménye. Az egyes értékek exonokra vonatkoznak.

Tipus exonok szama
Ismert transzkript potencialis 1j izoformaja 589.370
Pontos talalat a referencia exonra 324.214
Ismeretlen intergénikus transzkript 11.948
Ismert exon-nal atfedd 6.060
Ismert transzkript a masik szalon 1.271
Rossz irdnyban illeszked6 read (illesztési hiba) 8
Uj exon, ismert transzkripttel kapcsolatban 4

A mar ismert 32.000 gén mellett a 42 pair-end RNS konyvtarban a splice-valtozatokon feliil
azonositottunk 4.331 0j feltételezett gént. Ezek tartalmazhatnak nagy mennyiségben hibasan
azonositott pozitiv eredményeket vagy al-géneket, ugyanakkor a legtobb génnek szabalyos intron-
exon szerkezete van és — mivel RNS szekvenalasi konyvtarrdl van sz6 — RNS szintetizalodik
beldliik.

A Cufflinks szoftverrel (Trapnell et al., 2012) 1étrehozott — a kisérletiinkre specifikus és teljes —
de novo transzkriptumot referenciaként hasznalva illesztettiik a szekvencia olvasatokat a genomra
¢és a referencia transzktiptumra TopHat (Trapnell et al., 2012) szoftverrel. Az illesztés soran az

illeszked6 olvasatok aranya kiemelkedden magas (80% folotti) volt

5.2.4 A génexpressziéo mértékének meghatarozasa
Normalizalas

A 19. abra szemlé¢lteti, hogy az egyes szekvenalasi egységeken ¢€s az egyes konyvtarakban sem
egységes a szekvenciaolvasatok szdma. Ezért az RNAseq konyvtarak gondos normalizalasa
sziikséges, mert az egyes gének hossza és GC-aranya jelent6sen befolyasolja az adott

transzkriptumra illeszkedd read-ek szamat.

A kiértékeléshez hasznalt edgeR fiiggvénykonyvtarat kifejezetten a relativ expresszidra
fejlesztették ki. Az edgeR kézikonyve (McCarthy et al., 2012) szerint ilyen esetekben kevésbé
jelentdsek azok a tényezdk (gén hossza, GC-ardny), amelyek egy adott gén esetében mintarol
mintara valtozatlanok. Kiemelkedden fontos ugyanakkor a szekvenald konyvtarak mérete (19.

abra).

A masodik legfontosabb tényezd a mintdk RNS Osszetétele. Egy-egy jelentdsen feliilreprezentalt
RNS egy adott mintdban "elnyomhatja" a tobbi gént, és latszélagos relativ expresszidjukat

csokkentheti. Az edgeR fliggvényei kozott szerepel olyan is, ami ezt a tényez6t figyelembe veszi
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(calcNoemFactors fliggvény), aminek eredménye egy modositott konyvtarméret, amit a tovabbi

fiiggvények figyelembe vesznek, igy kiilon erre normalizalni szintén nem sziikséges.

He+07 — _
4e+07 -
3e+07
2e+07
i IE N TR I| | | ||| |||
Oe+00 -
& & crERe Y rERRERE R
m o m m mm o m M omm

SrN®IWO~®©= o m&g g
I& &mﬂ: m
m m m m

FrrrrXrXy
0 (0 (0@ & o @0 @

BR
BR46

19. abra: A sz0616 feketerohadas RNAseq szekvenald csatornairol kapott, a transzkriptumokra illesz-
kedo read-ek szdma. A szinek a kiilonb6z6 szekvenalasi egységeket (un. lane-eket, csatorndkat)
jelolik.

Normalizalas GC-aranyra és konyvtarméretre

A génexpresszid mértékének meghatarozasa eldtt EDASeq szoftverrel elvégeztiik a konyvtarak
GC-aranyra ¢s konyvtarméretre vonatkozé normalizalasat. A konyvtarak kozotti read-szam beli
kiilonbségek nagyon meghatdrozéoak minden normalizalds szempontjabol. A 20-21. abrak a

normalizalas el6tti és utani allapotot mutatjak.
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20. abra: RNAseq expresszios adatok normalizalasa (0 hpi). (A) normalizalas el6tti allapot, (B)
normalizalast kdvetd allapot. A kiilonbdz6 szinek a kiilonboz6 szekvenalo lane-eket jeldlik.
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21. abra: RNAseq expresszios adatok normalizalasa (36 hpi). (A) normalizalas el6tti allapot,
(B) normalizalast kovetd allapot. A kiilonb6z6 szinek a kiilonb6z6 szekvenald lane-eket
jelolik.

A normalizalas eredményeként létrejott egy SeqExpressionSet konyvtar a nyers read szdmokkal,
normalizacios faktorokkal és normalizalt szekvencia olvasat szamokkal. Az edgeR tudja kezelni

az EDASeq normalizalas eredményeként kapott korrekcids értékeket.

5.2.5 Differencialtan expresszal6o gének

A normalizalt konyvtarak esetében végiil edgeR eszkoz segitségével kiolvastuk a — megfeleld
kontrollok figyelembevételével — differencialtan expresszalo gének listajat, azaz harom
mintavételi idopontban meghataroztuk azokat a géneket, amelyek a feketerothadas fertdzés
hatasara kifejezddésiik valtozasanak szempontjabdl eltéréen reagalnak fogékony és ellenallo fajta

esetében.

Miutan megtortént a szekvencia-olvasatok illesztése és az egyes génekre illeszkedd szekvencia-
olvasatok szamanak GC-tartalom alapu illesztése, elkészitettiink egy statisztikai modell-matrixot,
amely azonositja a két vizsgalt sz6l6fajta kozotti differencialt expressziot mutatd géneket fliggd
¢s fiiggetlen kontrollok és biologiai replikatumok alapjan. Az alkalmazott modszer kifejezetten
biologiai ismétléseket is tartalmazd RNAseq kisérletek értékelésére kertilt kifejlesztésre, negativ
binomidlis eloszlason alapuld, altalanositott loglinearis modell alapjan.

A statisztikai elemzés eredménye azon gének azonositasa, amelyek eltérden valaszolnak
kiilonb6z6 idépontokban a feketerothadas fertdzésre ellenallo és fogékony fajta esetén (7.
tablazat). A 20 legmagasabb megbizhatdsagi szinten 1€évd szignifikdns (és nem legnagyobb

mértékil) kiilonbséget mutatd gén listajat mutatjak a 8-10. tablazatok.
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7. tablazat: Kiilonbozo P-érték mellett differencialtan expresszald gének szama a kiilonboz6 idépontokban

Id6pont P<0.05 P<0.01

0 hpi TO 3753 2680
6 hpi T1 143 49

18 hpi T2 334 126

36 hpi T3 102 22

A 6 hpi szedett mintdk (8. tablazat) esetén mar lathattuk a féllevél-mddszerrel kontrollalt
kiilonbségeket, amelyek a  kiilonb6zéképpen  expresszalo  gének  kiilonbségének
megbizhatdsagaban is megmutatkoznak: a p-érték 0 hpi mintdknal 102°~10"°° nagysagrend kozott
alakult, mig a 6 hpi minta esetén 107 kériil volt.

A GO dusitds elemzés alapjan a fertdzésre adott kiilonbségben biologiai folyamatok
szempontjabol a legnagyobb mértékben a fenilpropanoid bioszintézis utvonalhoz koéthetd gének
aranya nétt meg (22. adbra), ugyanakkor az egyes folyamatok csak egy-egy génnel képviseltettek.
Szintén megndtt a védekezési valaszban, a biotikus stresszben ¢s a kiils6 hatasokra adott valaszban
szerepld folyamatok aranya, ezeket a folyamatokat mar nagyobb szdmu gén képviseli.

A GO dusitési teszt alapjan a molekularis funkciok tekintetében (23. dbra) a lidz, trihidroxi sztilbén
szintdz és kiilonbozd transzferdz utvonalak ardnya véltozott, ami részben a fertdzésre adott

valaszreakci6 sztilbénekhez valo kotddésére enged kovetkeztetni.
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22. abra: A fogékony és ellenall6 fajtaban feketerothadas fertdzés hatasara (6 hpi) eltéré expresszios

valtozast mutat6 (p<0.01) gének GO dusitas elemzésének eredménye alapjan érintett biologiai

folyamatok.
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23. abra: A fogékony ¢és ellenall6 fajtaban feketerothadas fertdzés hatasara (6 hpi) eltérd expresszios
valtozast mutato (p<0.01) gének GO dusitas elemzésének eredménye alapjan érintett molekularis

funkciok.
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8. tablazat: A statisztikailag legmegbizhatobban kiillonb6z6 expresszioju gének 6hpi iddpontban. A referencia gén a publikus referencia kodot jelenti, a de novo 16kusz
a referencia transzkriptom azonositojat mutatja. LFC (log-fold change): a kiilonbség logaritmikus alapt mértéke. A valoszinisithetd funkciot a legjobb BLAST talalat
alapjan hataroztam meg.

Referencia gén de novo 16kusz LFC P érték Kromoszoma  Funkcid

VIT_216s0039901130  XLOC_011336 -5.40894850700868  1.04836458252051e-05 chrl6 phenylalanine ammonia-lyase
VIT_216s0039901300  XLOC_011343 -5.78943835643616  1.41103605502536€-05 chrl6 phenylalanine ammonia-lyase
VIT_210s0042900840  XLOC_002156 -8.78126518478644  2.59181971702648e-05 chrl0 stilbene synthase
VIT_216s0039901280  XLOC_011342 -4.29274600307188  3.92504713407405e-05 chrl6 phenylalanine ammonia-lyase
VIT_216s0100g00770  XLOC_011775 -4.68945435186216  4.38163171294789¢-05 chrl6 stilbene synthase
VIT_216s00399g01120  XLOC_012041 -3.06407518888704  4.99073113518309e-05 chrl6 phenylalanine ammonia-lyase
VIT_214s0006¢g02555  XLOC_008367 2.54444222492397 5.04977136427249¢-05 chrl4 probable non-specific lipid-transfer protein akcs9-like
VIT_213s01069g00080  XLOC_007067 5.34307341840061 5.66061203280575e-05 chrl3 ankyrin repeat-containing
VIT_214s00839g00250  XLOC_009364 4.98735406039023 7.80922573871567e-05 chrl4 uncharacterized protein 1oc100853032
VIT_216s0100g00750  XLOC_011773 -3.30399979620808  7.89969399176127e-05 chrlé stilbene synthase
VIT_216s0100901170  XLOC_012398 -3.87244261375151  0.000369233804874871 chrl6 stilbene synthase
VIT_205s00499g00770  XLOC_023883 -3.38342335061093  0.00060323605717483 chrs proline-rich 33 kda extensin-related
VIT_216s0100g00900  XLOC_012378 -2.46017212292538  0.000869214832940767 chrl6 stilbene synthase 4-like
VIT_216s0100g01020  XLOC_012388 -2.69574415313446  0.00109912200895959 chrl6 stilbene synthase 4-like
VIT_216s0100g00830  XLOC_011777 -2.97678067870695  0.00115710164493146 chrl6 stilbene synthase
VIT_216s0100g01130  XLOC_012393 -5.9504438814809 0.00133217919625411 chrl6 stilbene synthase
VIT_216s0100g00860  XLOC_012375 -2.24387524506513  0.00137481118686157 chrl6 stilbene synthase 4-like
VIT_216s0100g00930  XLOC_012380 -2.50555739513752  0.00162081976620589 chrl6 stilbene synthase
VIT_211s0078g00290  XLOC_003345 -7.57269249208772 0.00168196365145889 chrll trans-cinnamate 4-monooxygenase
VIT_210s0003g05430  XLOC 002543 -2.07031793608576 0.00188622338276629 chrl0 reticuline oxidase-like protein
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A 18 hpi mintaknal (9. tablazat) csokkenni kezd az oxidativ stresszvalasz génjeinek szama. A

kiilonbozoképpen expresszald gének kore tovabbi antocianin bioszintézis génekkel boviilt.

A GO dusitas alapjan érintett biologia folyamatok (24. abra) koziil a valtozas mértékét tekintve
tovabbra is a flavonoid metabolizmus ¢€s bioszintézis folyamatok mutatjak a legnagyobb mértékii
valtozast, amelyet a védekezési- és kornyezeti valaszreakciok folyamatai kovetnek. Uj elemként

megjelenik az oxidativ folyamatokban résztvevo gén is.

A GO dusitas alapjan a molekularis funkciok koziil (25. dbra) a 18 6rds mintakban a fogékony ¢€s
ellenall6 fajta kozotti kiillonbségek tekintetében dioxigenaz, vitamin-, aszkorbinsav-, karboxilsav
és szénhidrat-koté funkcidk, valamint 6 6ras mintakhoz hasonldan a trihidroxi sztilbén szintaz

funkcidk aranya nétt meg.

Flavonoid metabolic process = L]
Flavonoid biosynthetic process = L] _|og1 O(FDR)
10
Defense response = L ]
8
Response to stress = L 6
4
Response to stimulus = L
Biosynthetic process = [ ] N Of Genes
« 3
Oxidation-reduction process = . * 4
® 5
® 6
Metabolic process = ® e 7
® 8
Organic substance biosynthetic process = L] ® 9
Organic substance metabolic process = @

1w
]

Fola Enn’chme;'lt

24. abra: A fogékony és ellenall6 fajtaban feketerothadas fertézés hatasara (18 hpi) eltéré expresszios
valtozast mutat6 (p<0.01) gének GO dusitas elemzésének eredménye alapjan érintett biologiai

folyamatok.
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9. tablazat: A statisztikailag legmegbizhatobban kiilonboz6 expresszidja gének 18hpi idépontban. A referencia gén a publikus referencia kodot jelenti, a de novo 16kusz
a referencia transzkriptom azonositojat mutatja. LFC (log-fold change): a kiilonbség logaritmikus alapu mértéke. A valoszinisithetd funkciot a legjobb BLAST talalat
alapjan hataroztam meg.

Referencia gén de novo 16kusz LFC P érték Kromoszoma  Funkcid

VIT_206s0004g07970  XLOC_025675 7.20296260794642  2.76118915357767e-14 chr6 expansin

VIT_216s0100g01100  XLOC_012391 -6.06173537920315  5.76904139642458¢-09 chrl6 stilbene synthase
VIT_206s0009g02810  XLOC_025105 -5.55573117749914  6.45688357530786e-09 chr6 flavonoid 3 -hydroxylase 2-like
VIT_203s0091g01290  XLOC_020484 -6.6273536245896  1.06336002548492¢-08 chr3 serine carboxypeptidase-like 18-like
VIT_216s0100g00770  XLOC_011775 -7.38821083543003  5.29685006313696e-08 chrl6 stilbene synthase
VIT_210s0003g05550  XLOC_002074 -11.0329788150488  6.20191743510275e-08 chr10 reticuline oxidase-like
VIT_202s0025g04720  XLOC_018461 -5.40645072557843  1.3096974001159e-07 chr2 anthocyanidin synthase
VIT_203s0088g00260  XLOC_020500 -7.02148425048772  3.64191719599745e-07 chr3 serine carboxypeptidase-like 18
VIT_203s0088g00260  XLOC_020500 -7.02148425048772  3.64191719599745e-07 chr3 serine carboxypeptidase-like 18-like
VIT_206s0009902840  XLOC_025107 -3.84409569611138  7.81866951299544e-07 chré flavonoid 3 -hydroxylase 2
VIT_218s0041902060  XLOC_015049 -10.4979359865678  2.18091751185496e-06 chrl8 12-oxophytodienoate reductase
VIT_216s0100g00780  XLOC_011776 -4.48481743305605  4.8148746205725e-06 chrl6 stilbene synthase
VIT_206s0004g02620  XLOC_025435 -4.46361671226099  5.81891553984574¢-06 chr6 phenylalanine ammonia-lyase
VIT_214s0068900920  XLOC_008497 -4.46739963239507  6.14646515962822¢-06 chrl4 chalcone synthase
VIT_205s0136900260  XLOC_023138 -3.98940146828274  7.00495517970657e-06 chrb chalcone synthase
VIT_21950090g01340  XLOC_016965 -6.20609023510325  7.78718013771225e-06 chr19 glycine-rich protein
VIT_206s0061g00730  XLOC_025881 -3.0478784807749  1.94458848461133e-05 chr6 tonoplast intrinsic
VIT_214s0066g00010  XLOC_009590 -5.90704879286304  2.04151894489358e-05 chr14 uncharacterized protein loc100249294
VIT 203s0091g00040 XLOC 019791 -9.92289689640377  2.22904107614244e-05 chr3 limonoid udp-glucosyltransferase
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2-oxoglutarate-dependent dioxygenase activity = .

-log10(FDR)
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25. abra: A fogékony és ellenall6 fajtaban feketerothadas fert6zés hatasara (6 hpi) eltér6 expresszios
valtozast mutatd (p<0.01) gének GO dusitas elemzésének eredménye alapjan érintett molekularis

funkciok.

A 36 hpi mintak (10. tablazat) esetében megjelentek LRR tipust és mas kinazok génjei, valamint
tovabbi diverz fehérjék génjei, amelyek kozott szamottevéen sok a sz616-specifikus, illetve nem
karakterizalt fehérjét kodold gén. A listdban mar nincsenek jelen az oxidativ stresszfolyamatokra
jellemzd gének. Ekkorra az egyes levelek valasza mar feltehetden egymastdl elvalt, igy a
kiilonbozoképpen expresszald gének statisztikai alatdmasztisa tovabb csokkent, a p-érték 107
koriil mozgott.

Amellett, hogy a valaszreakcioban kiilonb6zé expressziot mutatd gének esetében az eltérés
statisztikai ereje csokkent, a GO dusitas sem adott ki olyan biologiai folyamatot vagy molekularis
funkciot, ami statisztikailag igazolhatéoan feldusult volna. Ez feltehetéen részben azzal
magyardzhato, hogy a szigorubb statisztikai hatart (p<0,01) figyelembe véve ebben a fazisban mar

minddssze 22 gén mutatott eltérd expressziot (7. tablazat).
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10. tablazat: A statisztikailag legmegbizhatobban kiilonbozé expresszioju gének 36hpi iddpontban. A referencia gén a publikus referencia kodot jelenti, a de novo
16kusz a referencia transzkriptom azonositéjat mutatja. LFC (log-fold change): a kiilénbség logaritmikus alapu mértéke. A valdsziniisithetd funkciot a legjobb BLAST
talalat alapjan hataroztam meg.

Referencia gén de novo 16kusz LFC P érték Kromoszoma  Funkcid

VIT_213s0064901260  XLOC 007389 -4.66893210553257 0.000139244360207196 chrl3 leucine-rich repeat receptor-like protein
VIT_204s0023g00640  XLOC_022278 2.71649898480436 0.000879758060591401 chr4 receptor-like protein kinase 5-like
VIT_201s0150g00460  XLOC_000806 -6.83543535963159 0.00152254779240572 chrl xyloglucan endotransglycosylase
VIT_217s0000g08100  XLOC_013831 6.12715768507891 0.00171517321295986 chrl7 udp-glycosyltransferase 90al-like
VIT_215s0046g00070  XLOC_011005 4.26183059692417 0.00172599033182537 chrl5 calcium-binding protein kic-like
VIT_218s0001g11830  XLOC_015575 2.0382792005322 0.00192283321168738 chrl8 protein

VIT_213s0067g00420  XLOC_005929 -2.96219131217517 0.00195554039706576 chrl3 serine-threonine protein plant-
VIT_212s0034g01930  XLOC_004874 -2.83841022091451 0.00280583487657405 chrl2 glutelin type-a

VIT_211s0016g04670  XLOC_003721 4.20579617205791 0.00352290971917451 chrll unnamed protein product [VITis vinifera]
VIT_218s0001g15150  XLOC_015728 -3.51912520817731 0.00426575118524055 chrl8 unnamed protein product [VITis vinifera]
VIT_214s0030g01890  XLOC_008118 -1.97038008613178 0.00454585950105672 chrl4 protein

VIT_203s0063g02360  XLOC_019755 3.11381842778652 0.00464955355418562 chr3 organ-specific protein s2
VIT_211s0016¢g00570  XLOC_003550 -6.94373474544944 0.00470436911188788 chrll probable flavin-containing monooxygenase 1-like
VIT_217s0000g01930  XLOC_012938 -3.0300546597853 0.00510379922366483 chrl7 protein

VIT_217s0000g06210  XLOC_013150 -2.42099420008516 0.00514033976012621 chrl7 gibberellin-regulated protein
VIT_203s0038g01770  XLOC_019513 -3.32948747700473 0.00670700385333612 chr3 unnamed protein product [VITis vinifera]
VIT_211s0016g04330  XLOC_003710 -3.47589094573408 0.00681334966172433 chrll dihydrofolate reductase

VIT 219s0093g00110  XLOC 017167 -1.73282618311615 0.00758206387886015 chrl9 probable glutathione s-transferase
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Osszefoglalva, a harom idépontban legjobb 25 kiilonbdzéképpen expresszald gének (8., 9. és 10.
tablazat) Osszessége koziil 19 kapcsolodik oxidativ stressz folyamatokhoz, 16 gén pedig a

fenilalanin-ammonia-liaz vagy sztilbén szintaz génekhez tartozik (26. abra).

A folyamatban résztvevd differencialtan expresszald gének koziil a sztilbén szintdzok koziil a
legtobb a fert6zést kovetd 6. ordban jatszik szerepet, a sztilbén szintdzok szerepe azok szama
alapjan a fert6zés soran fokozatosan csokken, a fert6zést kovetd 36. 6raban nem mutatnak eltérd
expressziot a fogékony és ellenalld fajtaban. Nem szabad megfeledkezni azonban arrol, hogy ezek
az adatok a génmiikodésre vonatkoznak, a képzodott fehérjek és legfoképpen a fehérjék
kozremuiikodésével eldallitott kiillonbozd sztilbén formak mennyiségére ez kozvetve hat, ezek

tovabbi vizsgalata sziikséges.

A fertdz¢és hatdsara kiilonbozOképpen expresszald gének koziil a fenilpropanoid utvonalban

résztvevd gének szdma a sztilbén szintaz génekhez hasonld lefutast mutat.

A 26. abran bemutatott eredmények alapjan a fert6zést kovetd 18. draban az oxidativ folyamatoké
a fOszerep, majd a 36. ordban megemelkedik az ismeretlen funkcidju, illetve a specifikus

stresszvalaszhoz kothetd gének ardnya.

12
Sztilbén szintaz

10
Egyeéb oxidativ
folyamatok

Ismeretlen

Fenilalanin
ammonia-liaz

differneciald gén kozott
o co

Genek szama a 25 legszignifikansabban

4
2
0 + .
6 hpi 18 hpi 36 hpi
Specifikus
stresszvalaszhoz
kapcsolt

26. abra: Az egyes idOpontokban szedett mintdk esetén a 25 statisztikailag legtamogatottabb
differencialtan expresszalo gének szama a kiilonb6z6 folyamatokhoz kotve
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A differencialtan expresszald gének esetében a 27. abran lathatd, hogy azok altalaban elszortan
helyezkednek el a kromoszémakon, mig a 16. kromoszéma esetében tobb olyan csoportot is

talalunk, amelyek egylittesen mutatnak kiilonbséget.

chril chr]

Q
B

chré

27. ébra: P<0.01 differencialtan expresszalo gének. A legkiils6 sav a sz616 kromoszomait (piros szinnel az
un. random kromoszémarészeket) mutatja. A masodik és harmadik sav a sz616 genom altalanos jellemz6ir6l
ad attekintést: a masodik sav a genom ismeretlen N tartalmat (bizonytalan vagy hibas szekvencia részletek,
ezek a régiok nem, vagy kisebb aranyban tartalmaznak géneket), a harmadik sav a G/C aranyt mutatja (az
alacsony G/C aranyu régiok altaldban intergénikus vagy repetitiv régiok, ezekben a régiokban kevesebb

gén talalhato). A kovetkezd savok a 6, 18 és 36hpi mintakban 99% fol6tti megbizhatosagi szinten alul

s

80



A kromoszoma elején 1évo csoport csak a 6 hpi mintdkban mutatott eltérd expressziot, ami a 8.

tablazat alapjan egy fenilalanin ammonia lidz gén klasztert olel fol.

A kromoszéma vége felé elhelyezkedd klaszter mind a 6 hpi, mind pedig a 18 hpi (8. és 9. tablazat)
mintakban eltérd expressziot mutatott. A 8. tablazat alapjan ez a csoport sztilbén szintazokat dlel
fol. A valtozas minden esetben negativ eldjeld, vagyis a Csillam fajtdban a valtozas mértéke kisebb
volt, mint a Csaba gyongye fajtaban. Az expresszios adatok alapjan a Csaba gyongye fajtdban az
adott sztilbén szintaz expresszidja vagy alacsonyabb volt 0 hpi idépontban, vagy egyaltalan nem

volt expresszio detektalhatod, mikdzben a fertdzés hatasara az génmiik6dés intenzitasa nott.

5.3 Fiziolégiailag aktiv vegyiiletek vizsgalata

Doktori dolgozatomban azt vizsgaltam, milyen véltozdsokat idézett eld a feketerothadas a
sz0l6bogyo Osszetételében. Hogyan és milyen mértékben valtozott a sz6ldbogyoban talalhatd
vegyiiletek mennyisége ¢€s vegyiiletcsoportokon beliil az egymashoz viszonyitott aranyuk,
valamint ez hogyan befolyasolhatja a készitendd bort, amennyiben a feketerothadt sz616 bekeriilne
a feldolgozas folyaman valogatds nélkiil az alapanyagok kozé. A szdléfeldolgozés idejét
nagymértékben befolyasolja a sz6ldvalogatds, mind munkaerd raforditast, mind id6beli raforditast

igényel.

5.3.1 Feketerothadt sz6l6bogyok Gsszetétele

A feketerothadas (Guignardia bidwellii) hatasanak vizsgalata soran méréseket végeztiink
feketerothadt sz616 bogyodjanak Osszetételére vonatkozodan. Vizsgaltuk a polifenolokat, mint a
boraszati szempontbol egyik leglényegesebb vegyiiletcsoportot, valamint a szerves savakat,
cukrokat, illetve olyan a novényvilagban jelenlévo legelterjedtebb vegyiiletek mennyiségét, mint
a rezveratrol koncentraciot, valamint az emberi egészség szempontjabol az egyik

legmeghatarozobb biogén amint, az allergénhatast hisztamint.

Az ¢ép bogyd cukortartalmahoz (203 g/kg) viszonyitva a feketerothadas jelentds
cukorbetoményedést eredményezett. Az 6sszes kapott érték magasabb, mint ami az aszibogyokra
jellemzd (500 g/kg) (Magyar és Pomazi, 2014). A Bacska mintanal 620,6 g/kg, mig az Kékfrankos
mintdnal 616,0 g/kg voltak a mért értékek, ezek kozott szignifikans kiilonbség nincs. A
legmagasabb érték 660,4 g/kg a Palatina szOléfajtanal volt, legalacsonyabb cukortartalmat a
Hibernal fajtanal (534,5 g/kg) mértiink (11. tablazat). A mintak kozott szignifikans kiilonbség volt,

csak a Bacska és Kékfrankos fajtak kozott nem.
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A botritiszhez hasonléan a feketerothadt bogydkban képzddik glicerin, valamint vele aranyosan
gliikkonsav is, ez utobbi alacsonyabb koncentracidoban (Kallay, 2010). Mig az ép sz6lébogyd 0,09
g/kg, a botritizalt bogyo 20,67 g/kg (Magyar és Pomazi, 2014), addig a feketerothadt bogyok 9,6-
33,2 g/kg glicerint tartalmaztak. A legmagasabb értéket a Kékfrankos bogyokban mertiik.

Magyar ¢és Pomazi (2014) vizsgaltdk ép bogyokban és botritizalt bogydkban a gliikonsav
koncentraciot. Vizsgalataik szerint a gliikonsav tartalom az ép bogydban 0,02 g/kg, a botritizalt
bogyokon ez az érték valamivel magasabb, 2,17 g/l. Az éaltalam vizsgalt feketerothadt bogydkban

szintén mérhetd volt glicerin jelenléte 1,2-1,6 g/kg koncentracioban.

A galakturonsav ép bogyonal 0,07 g/kg, aszubogyonal 1,12 g/kg (Magyar és Pomazi, 2014). A
feketerothadt bogyok esetében 0,55-1,36 g/kg kozotti értékeket kaptunk. Legmagasabb mennyiség
a Panonija sz616 bogydjaban volt detektalhato. Kallay 2010 szerint a galakturonsav koncentracio
enzimtevékenységre utal (pektindz). Legmagasabb mennyiség a Panonija sz6l6 bogydjaban volt

detektalhatd. A Palatina, Hibernal és Kékfrankos mintak kozott nem volt szignifikans kiilonbség.

11. tablazat: Cukor, glicerin, gliikkonsav és galakturonsav tartalom feketerothadt sz616bogyokban

\ Cukor [g/kg] \ Glicerin [g/kg] \ Gliikonsav [g/kg] \ Galakturonsav [mg/kg]
Palatina 660,4 14,8 1,6 600
Palatina kontroll 595,3 n.d. n.d. n.d.
Panonija 586,8 15,2 1,4 1368
Panonija kontroll 580,2 n.d. n.d. n.d.
Hibernal 534,5 11,2 1,5 600
Hibernal kontroll 529,3 n.d. n.d. n.d.
Danubius 631,0 9,6 14 550
Danubius kontroll 630,2 n.d. n.d. n.d.
Bacska 620,6 14,4 1,2 1080
Bacska kontroll 618,2 n.d. n.d. n.d.
Kékfrankos 616,0 33,2 1,3 600
Kékfrankos kontrol 615,3 n.d. n.d. n.d.

n.d.: nem detektalhato

Erdekesség, hogy almasav nem volt detektalhat6, azonban a (+)-tejsav megjelent. A (+)-tejsav ép
bogyoban 0,01 g/kg, botritizalt sz616ben 0,18 g/kg (Magyar és Pomazi, 2014). A feketerothadt
bogyokban 0,056-01,00 g/kg (+)-tejsavat mértiink, legnagyobb mennyiségben a Bacska

szOl6fajtaban (12. tdblazat), mely szignifikansan eltért tobbi mintatol.
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Ugyancsak érdekes a sikiminsav és a citromsav hidnya a bogyoban, mikdzben jelentds a
borostyankésav és a fumarsav koncentracidja. A borostyankdésav ép bogyoban 0,5-1,5 g/kg
mennyiségben van jelen (Kallay, 2010). A feketerothadt mintdkban 3,4-9,2 g/kg mennyiségben
mértiik. A legmagasabb értéket a Kékfrankos mintaban észleltiink. A Palatina, Hibernal, Danubius,
Bacska mintak kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A fumarsav az ép szélébogydkban csak
igen kis mennyiségben van jelen (Kallay, 2010). Feketerothadt mintakban 78,0-369,1 mg/kg
mennyiségben mértiik. Legnagyobb mennyiségben a Panonija, legkisebb mennyiségben a
Kékfrankos mintdkban detektaltuk. A mintak kozott szignifikans kiilonbség volt, csak a Hibernal,

¢s a Bacska fajtak kozott nem.

12. tablazat: Szerves savak mennyisége feketerothadt sz616bogyokban

(+)-
Borkésav | Almasav | Sikiminsav | Tejsav | Citromsav | Borostyankdsav | Fumarsav | Kaftarsav
[9/kg] [9/kg] [mg/kg] | [g/kg] | [mgrkg] [o/kg] [mg/kg] | [mg/kg]

Palatina 8,2 n.d. n.d. 0,056 n.d. 6,5 125,4 80,0
Palatina 4.2 2.9 n.d. n.d. 0.3 n.d. n.d. 75.6
kontroll

Panonija 12,4 n.d. n.d. 0,063 n.d. 3,4 360,1 108,1
Panonija 3.9 18 n.d. nd. 02 nd. nd. 1069
kontroll

Hibernal 11,2 n.d. n.d. 0,064 n.d. 6,7 110,8 111,9
Hibernal

kontroll 41 2,5 n.d. n.d. 0,1 n.d. n.d. 105,8
Danubius 15,9 n.d. n.d. 0,066 n.d. 6,4 161,2 108.3
Danubius 36 21 nd. nd. 0,05 nd. nd. 103,8
kontroll

Bécska 15,6 n.d. n.d. 0,100 n.d. 6,6 104,8 120,5
Bacska 38 26 n.d. nd. | 008 nd. nd. 112.6
kontroll

Kékfrankos | 14,3 n.d. n.d. 0,076 n.d. 9,2 78,0 80,6
Kékfrankos | ) 4 7.2 n.d. 0,003 0,02 n.d. n.d. 90,2
kontroll

n.d.: nem detektalhato

A borkdsav koncentracid 8,2-15,9 g/kg kozott alakult. Legmagasabb értéket a Bacska
sz6l6bogydk, legalacsonyabb mennyiséget a Palatina fajta mutatott. A mintak kozott szignifikans

kiilonbség volt, csak a Danubius, Bacska, Kékfrankos mintdk kozott nem.

A polifenolok az irodalmi adatoknak megfelel6 mennyiségben voltak jelen (Kallay, 2010), jelentds

eltérést nem talaltam a mérési eredményeim kozott (13. tablazat). A mért értékek 5328-6480
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mg/kg kozott valtoztak. Legnagyobb mennyiséget a Bacska, legkisebb koncentraciot a Danubius

fajta mutatta. A Palatina, Panonija fajtak kivételével a mintak kozott szignifikans kiilonbség volt.

Erdekesség azonban a katechin, epikatechin arany. Altalanossagban a bogy6 érése soran inkabb
az epikatechin dominal, majd érett allapotban az 1:1 aranyt koncentracié a jellemzo, (Kallay,
2010). A mért értékek katechin esetében 3452-5796 g/kg kozott valtoztak. Legnagyobb
mennyiséget a Kékfrankos, legkisebb koncentraciét a Hibernal fajta mutatta. A mintdk kozott

szignifikans kiilonbség volt.

13. tablazat: Polifenolok mérési eredményei feketerothadt sz6l6bogyokban

OPF (+)-katechin | (-)-epikatechin Leukoantocianinok TAK
[mgrkg] [o/kg] [a/kg] (procianidinek) [mg/kg] [mmol/kg]

Palatina 5932 3763 924 3276 112,4
Palatina
kontroll 618,6 480,3 230,3 780,6 11,7
Panonija 5936 3640 448 3476 112,4
Panonija
kontroll 585,2 466,2 219,8 790,5 11,1
Hibernal 6176 3452 1156 3372 117,2
Hibernal
kontroll 596,3 453,8 225,3 760,3 11,3
Danubius 5328 4332 176 3992 100,8
Danubius
kontroll 525,3 430,8 115,2 782,4 9,9
Bécska 6480 4744 100 3864 122,8
Bacska
kontroll 580,2 4239 126,4 775,6 11,0
Kékfrankos 6364 5796 120 5180 120,8
Kékfrankos
kontroll 589,9 382,6 256 382,5 11,2

Epikatechin mennyisége 100-1156 g/kg kozott alakult. A Hibernal sz6l0 mintdban volt a
legmagasabb, a Bacska sz6l6bogyokban pedig a legalacsonyabb a koncentracid. A mintdk kozott
szignifikans kiilonbség volt. Leukoantocianinok esetében 3276-5180 mg/kg kozotti értekeket
kaptunk. Legnagyobb mennyiségben a Kékfrankos mintaban volt jelen. A mintdk kozott
szignifikans kiilonbség volt. A teljes antioxidans kapacitas 100,8-122,8 mmol/kg k6zott valtozott.

Szignifikdnsan legkisebb értéket a Danubius minta mutatta.

Ahogy az varhato volt, csak piceidek (rezveratrol gliikkozidok) fordulnak el6 a szél6bogydban (14.
tablazat). A mért transz-piceid értékek 0,28-3,28 mg/kg kozott valtoztak. A szignifikansan
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magasabb értéket a Bacska és Kékfrankos szOlobogyok mutattak. A feketerothadast okozé
mikroorganizmus tehat nem termel B-gliikozidaz enzimet, ahogy ez a botritisznél is tapasztalhato
(Kallay, 2010). A rezveratrol koncentraciora jelen vizsgalt mintdkban és évjaratban nincs

befolyassal a feketerothadas.

Vizsgalatainkat érdemes lenne folytatni mas innovativ fajtdk bevondsaval.

14. tablazat: A rezveratrolok mérési eredményei feketerothadt sz616bogyokban

Cisz-piceid | Transz-piceid | Cisz-rezveratrol | Transz-rezveratrol

[mg/kg]l | [mgrkg] [mg/kg] [mg/kg]
Palatina n.d. 0,28 n.d. n.d.
Palatina kontroll n.d. n.d. n.d. n.d.
Panonija n.d. 0,38 n.d. n.d.
Panonija kontroll n.d. n.d. n.d. n.d.
Hibernal n.d. 0,93 n.d. n.d.
Hibernal kontroll n.d. n.d. n.d. n.d.
Danubius 0,46 0,33 n.d. n.d.
Danubius kontroll n.d. n.d. n.d. n.d.
Bécska n.d. 0,31 n.d. n.d.
Bacska kontroll n.d. n.d. n.d. n.d.
Kékfrankos n.d. 3,28 0,91 n.d.
Kékfrankos kontroll n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.: nem detektalhato

Vizsgaltuk a feketerothadassal fert6zott mintak biogén amin tartalmat. Azokat az aminokat mértiik
meg, amelyek élettani hatasuk miatt a vizsgalatok kézéppontjaban allnak (15. tablazat). A mért
tiramin tartalom 0,06 és 0,11 mg/kg kozott alakult. Legnagyobb értéket a Kékfrankos széldben
mutatta. A szerotonin mennyiségét tekintve 0,04-0,10 kozott valtozott. Legmagasabb értéket itt is
a Kékfrankos fajtandl detektaltunk. A mintak kozott szignifikdns kiilonbség csak a Bacska és

Kékfrankos kozott volt. A hisztamin tartalom esetében 8,8-11,6 mg/kg kozotti éréket kaptunk.

A tiramin és hisztamin tartalmat tekintve elmondhat6, hogy nincs szignifikans kiilonbség a fajtak
kozott. A Kékfrankos mintaban mért szerotonin tartalom szignifikdns nagyobb a tobbi mintahoz

viszonyitva.
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15. tablazat: Biogén aminok mérési eredményei feketerothadt sz616bogyoban

\ Tiramin [mg/kg] \ Szerotonin [mg/kg] \ Hisztamin [mg/kg]
Palatina 0,07 0,05 11,6
Palatina kontroll n.d. n.d. 2,3
Panonija 0,06 0,07 10,8
Panonija kontroll n.d. n.d. 19
Hibernal 0,09 0,08 8,8
Hibernal kontroll n.d. n.d. 3,2
Danubius 0,10 0,06 9,8
Danubius kontroll n.d. n.d. 2,6
Bacska 0,08 0,04 10,5
Bacska kontroll n.d. n.d. 1,9
Kékfrankos 0,11 0,10 11,2
Kékfrankos kontroll 0,04 0,06 3,2

n.d.: nem detektalhato

A Dbiogén amin eredményekbdl megallapithatd, hogy borkészités szempontjabol alacsony
koncentracioban voltak jelen (Kallay, 2010). Jelentés azonban a hisztamin tartalom. Az
aszuszemek kémiai Osszetételéhez hasonlitva megéllapithatd, hogy ez utobbiban kevesebb a
hisztamin és stabilan mérhet6 a tiramin és szerotonin koncentracio, viszont a feketerothadason

atesett bogyok magasabb értékeket mutatnak.

5.3.2 Feketerothadassal fert6zott bogyok mikotoxin tartalmanak vizsgalata

A sz016 feketerothadasat okoz6 Guignardia bidwellii korokozé nem termel mikotoxint. A
klimavaltozas hatasara fokozottabb jelenlétével kell szamolnunk. A kisérletbe vont viszonylag
magas foku lisztharmat és peronoszpora ellendlld, innovativ fehérszold fajtdk, melyek a
feketerothaddssal szemben nem hordoznak rezisztenciat, mas fogékony fajtdkhoz hasonldan
viselkednek feketerothadas fertdzés esetén. Igy megfelelé novényvédelem nélkil ezek is

tdmadhatokka valnak a tarsult toxintermeld mikroorganizmusok szdmara.

Nemzetkozi adatok szerint az OTA a kész borok jelentdés részében kimutathatd kis
koncentracidban. A rendszeres borfogyasztassal azonban akkumuldlodhat a szervezetben, ezért

szigoru hatarérték (2 pg/l) vonatkozik a borokra az Eurdpai Unidban.
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5.3.3 Feketerothadas tiineteket mutaté bogyok mikotoxin tartalma

A mérésekbol megallapithato, hogy a vizsgalt innovativ sz6l6fajtak koziil a Hibernal, a Palatina
¢s Panonija mintdk nem tartalmaztak ochratoxin A-t. A Danubius 1,01 pg/kg, a Bacska 0,93 ng/kg,
a Kékfrankos 1,36 pg/kg mennyiségnem tartalmazott ochratoxin A-t, az EU hatarérték alatti
mennyiségben (16. tablazat). A mintak kozott szignifikans kiilonbség nem volt. A feketerothadas

¢s az OTA tartalom kozott linearis 0sszefiiggés nem mutathato ki.

16. tablazat: OTA mérési eredményei feketerothadt sz616bogydkban

ochratoxin A [ug/kg]
Palatina n.d.
Palatina kontroll n.d.
Panonija n.d.
Panonija kontroll n.d.
Hibernal n.d.
Hibernal kontroll n.d.
Danubius 1,01 ug/kg
Danubius kontroll n.d.
Bacska 0,93 png/kg
Bacska kontroll n.d.
Kékfrankos 1,36 pg/kg
Kékfrankos kontroll n.d.

n.d.: nem detektalhato

Megallapithato, hogy a Guignardia bidwellii okozta sériilések nyoman a bogy¢ feliiletén Gt nyilik
egyéb penészgombak behatolasahoz, elsdsorban toxintermeld Penicillium és Aspergillus fajok

szamara.

Ahhoz, hogy teljeskorli vizsgalatot tehessiink, méréseinket folytatnunk kell kiilonb6zo
borvidékeken, kiilonbozd sz616fajtak bevonasaval, kiilonds tekintettel az innovativ fajtakra, hiszen
ezeknek a fajtaknak egyfajta ,,gyengesége” lehet a feketerothadassal szembeni csekély ellenallas,

ahogy az a jelen kisérletiinkbe bevont fajtak is tiikkrozik.
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6 KOVETKEZTETESEK

Viszonylag gyors moddszer lehet a feketerothadas fogékonysag és ellendllosag jellemzésére a
csiratomlok hosszanak mérése. Mindossze két nap alatt kiilonbséget lehet kimutatni a fogékonysag
tekintetében. Ez 1ényegesen megkonnyitheti a nemesité munkéjat, mivel gyors elérejelzést kap a
ndvényanyagrol, mig a korfolyamat lassusaga miatt a levélen jelentkez6 tiinetekre, barna foltokra
mintegy két hetet kell varni. A mddszer a gomba csirdzasat vagy novekedését gatlo vegytiletek ex

situ tesztelésénél is hasznalhato.

Osszesen 42 pair-end RNS koényvtarat szekvenaltunk kontroll és feketerothadassal fertézott,
rezisztens és fogékony novényekbdl vett mintakbol négy idépontban (0, 6, 18, 36 hpi) harom
bioldgiai ismétlésben. Az egyes mintakban a minéségileg sziirt szekvencia-olvasat parok szama 5
¢s 30 millié db (0,5 és 3 milliard bazis) kozott mozgott. Az inzerthosszak mérete -53 és 2 kozott
volt, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a konyvtarak inzerthossza idealis volt, a két oldalrol

torténd szekvenalas 41 konyvtarban 0sszeért, a legnagyobb atlagos atfedés 53 bp volt.

Az egyes idOpontokban vett mintdk esetében az eldzetes funkciondlis elemzést a 25 statisztikailag
leginkabb tdmogatott kiilonbozOképpen expresszald gén egyszerli blast-annotacidja alapjan irtuk
le. A 0 hpi id6pontban, azaz kozvetleniil a fert6zés eldtt vett mintak kiértékelésével az volt a
célunk, hogy kiszlirjiikk a kezdeti kiilonbségeket, hogy az esetleges differencialtan expresszald
géneket késdbbi idépontokban ki tudjuk szlirni a jeloltek koziil. A 25 legmagasabb szignifikancia
szinttel rendelkez6 kiilonbozoképpen expresszald gén kozott kiillonbozd protein kindzok és egy

rpm-1-szerii rezisztencia gén is talalhato volt. Altalanossagban kevés specifikus jelet észleltiink.

A differencidltan expresszalod gének elemzése alapjan feltételezhetd, hogy a Csillam szdldfajta
feketerothadassal szembeni ellenalloképességében az altalanos ellendlloképesség, vagy PTI
komponensei jatszhatnak dontd szerepet, ezek kozott is kiemelkedden fontos a fitoalexinként
miikodd sztilbének termeléseért felelds sztilbén szintdzok csoportja. Ugyanakkor nem zarhat6 ki

a rezisztencia gén alapit ETI sem.

A sz016bogy06 beltartalmi értékeit tekintve a feketerothadds okozta valtozasok jelenlegi tudasunk
szerint elhanyagolhatéak. A nemkivanatos vegyiiletek, mint az ochratoxin vagy a hisztamin

szempontjabol is. Hidba termel a bogydban melatonint, tiramint és szerotonint, azok mennyisége
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is elhanyagolhat6. Ebbdl az kovetkezik, hogy a feketerothadason atesett sz610szemet mindségileg

érdemes valogatni, de ha belekeriil sem okoz gondot.

Osszességében a feketerothad4son atesett sz618bogyokbol nyert kémiai adatok nem véltoztatjak
meg a bor kémiai Gsszetételét a polifenolok, a biogén aminok, a rezveratrolok és az ochratoxin

alapjan. A botritisz kevesebb hisztamint képez, mint a feketerothadas. A borkezelési eljarasok,

=rer

Miutan a feketerothadas elég érzékenyen érinti az 01j innovativ sz016 fajtakat, ebbdl kifolyolag
ezeket hosszu tavon vizsgalnunk kell, hiszen e fajtak jo alapjat képezik a bio szdlétermesztésnek.

Ha ezek érzékenyebbek a betegségekkel szemben, akkor foglalkoznunk kell veliik hosszitavon.
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7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kidolgoztam egy levélkorongos fertézési modszert, ami biztositja, hogy a Guignardia
bidwellii korokozoval fert6zott levélen a korokozo szaporitoképlete lokalizaltan és nagy

koncentracidban legyen jelen. A modszer egyben célzott mintavételt tesz lehetové.

Igazoltam a Csillam fajta feketerothadassal szemben mutatott tolerancidjat konidium
csirdzas ¢és csiratomld novekedés alapjan. A csiratomlok eltérdé novekedési iitemét

fogékony és ellenallo fajtan kordbban nem vizsgaltak.

Elsoként hasonlitottam Ossze egy feketerothadassal szemben ellendllo és arra fogékony
szO6lofajta RNS szintli valaszat és a transzkripcids mintazat valtozasanak idébeli lefutasat.
Kimutattam, hogy a fertézést kovet6 els6 36 6raban a patogén altal kivaltott immunitashoz
kothetd folyamatokban (pl. fitoalexin termelés) szerepet jatszo gének eltérden valaszolnak

a fert6zésre.

Eredményeim alapjan a Csillam feketerothadas toleranciaja a korfolyamat korai fazisaban

az eredendden magas sztilbén termeléshez kothetd.

Elsdként vizsgaltam feketerothadds hatdsdt a sz6lobogyd kémiai Osszetételére

vonatkozoan.

ElsOként vizsgaltam a feketerothadds hatasat az altalanos beltartalmi értékekre €s
savosszetételre vonatkozoan. Megallapitottam, hogy feketerothadt bogyokban képzodik
glicerin, valamint vele aranyosan gliikkonsav is. Megallapitottam, hogy bar almasavat,
sikiminsavat, citromsavat nem tudtam detektalni, azonban a (+)-tejsav jelenléte
kimutathat6 volt a mintakban. Jelentds koncentracioban volt mérhetd a borostyankdsav, a

fumadrsav és a kaftarsav is.

Els6ként vizsgaltam a feketerothadas hatasat a polifenol-Osszetételre. Megallapitottam,
hogy a polifenol-Gsszetétel (6sszes polifenol, leukoantocianin, katechin, epikatechin) az

irodalmi adatoknak megfelelé mennyiségben volt mérhetd. Méréseim alapjan
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megallapithatd, hogy a feketerothadas inkabb a katechin koncentracid valtozasat

befolyasolta.

Els6ként vizsgaltam a feketerothadas hatasat, a polifenol-osszetételen beliil a pozitiv
¢lettani hatast rezveratrol koncentraciora (transz-piceid, transz-rezveratrol, cisz-piceid,
cisz-rezveratrol). Méréseim alapjan egyértelmiien megallapithato, hogy a feketerothadas a

piceidek el6fordulasat befolyasolta a bogyokban.

Els6ként vizsgaltam a feketerothadés hatasat a biogén aminokra (a legjelentsebb élettani
hatasu vegyiiletek: tiramin, hisztamin, szerotonin). Megallapitottam, hogy a biogén aminok
az eddigi irodalmi adatoknak megfeleld mértékben voltak jelen. Azaz a feketerothadds nem

volt befolyéssal az altalam vizsgalt aminokra.
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8 OSSZEFOGALAS

Az Eszak-Amerikaban 3shonos korokozod, a sz6l6 guignardias feketerothadasa (Guignardia
bidwellii) hazankban is régdta ismert, jelentOs karositd, mely kizardlag a sz616 névekvo zold
részeit (levél, levélnyél, hajtas, fiirt, kacs) fertdzi. Kartétele els6sorban a sz6l6bogyok rothadasa
miatt jelentds. Megjelenésére csapadékos, meleg, pards iddjarasi viszonyok kialakulasakor
szamithatunk. Ilyen volt a 2014-es tilnyomodan esds év is, mely sulyosbitotta a korokozod

nagymeértékii elterjedését és korokozasat - helyenként akar 90%-os terméskiesést okozva.

Jelenleg nem rendelkeziink kell ismerettel a ndvény €s a kérokozo kozotti kapesolatrol, pedig
erre sziikség lenne a hatékony védekezési technikdk megteremtéséhez. Munkank soran célunk volt
egy hatékony és jol nyomon kdvethetd fertdézési rendszer kialakitasa a szol6 €s a feketerothadas

korokozdja kozotti kapcesolat bioldgiai hatterének vizsgalatahoz.

Az ellenallonak tekintett Csillam sz6élOfajta valaszat a fogékony Csaba gyongye valaszaval
hasonlitottuk 0ssze. A fertézéseket az ugynevezett féllevél-modszerrel végeztiik. Az ellendrzés
alapjan a fertdzések sikeresek voltak: 18 oraval a fertézést kovetden a feketerothadas sporak
csirdzni kezdtek 36 oraval a fertdzés utan pedig mar jelentds hifandvekedést tapasztaltunk a
fogékony Csaba gyongye fajtanal. A fertdzés alapjan igazoltuk a Csillam és Csaba gyongye fajtak

kozotti kiilonbséget a csirdzas €s a csiratdomld ndovekedés alapjan.

A sz0616 feketerothadas fertdzésre adott valaszat elemeztiik transzkriptomikai szinten ujgeneracios
RNS szekvenalasi technikaval is. Az eredmények értékelése alapjan az ellenallonak vélt Csillam
fajta és a fogékonynak tekintett Csaba gyongye fajta reakcidja kozott a legfobb kiilonbség a
fert6zést kovetd 6-18 oraval gyorsan kialakul6 oxidativ reakciok aktivalodasaban szerepet jatszo
fehérjék génjeiben talalhat6. Ez a kiilonbség a fertdzés utdn 36 o6rdval mar kiegyenlitédik,
szerephez jutnak olyan specifikus fehérjék, mint az LRR kinazok, amelyek akar specifikus
rezisztencia géneket is kodolhatnak. Munkank eredményeként betekintést nyertink a

feketerothadas fert6zést kovetden a sz8loben bekovetkezett valtozasokba.

A sz616 feketerothadasa, mint betegség egyrészt sz6lészeti probléma, mivel csokkentheti a termés
mennyiségét €s mindségét, masrészt bordszati probléma is. Munkdm sordn célzottan olyan
vegyiileteket valasztottunk vizsgalatra, amiknek kovetkezménye lehet a bor élettani hatésara.

Szerves savakat, polifenolokat, biogén aminokat, rezveratrolokat és ochratoxint vizsgaltunk.
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Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy a feketerothadds jelentds cukorbetoményedést
eredményezett. A botritiszhez hasonldan képez glicerint, valamint vele aranyosan gliikonsavat is
kisebb koncentracioban. A galakturonsav koncentracid pektindz enzimtevékenységre utal.
Erdekes eredmény volt az almasav, a sikiminsav és a citromsav hianya a bogyoban, mikozben a
(+)-tejsav megjelent, valamint jelentds volt a borostyankésav és a fumarsav koncentracioja is. A
feketerothadas hatasara polifenolok szempontjabol a mintdk a megszokott koncentraciokat
mutatjak. A inkabb a katechin koncentracio valt jellemzévé a bogyoban. A feketerothadast okozo
gomba nem termel B-gliikkozidaz enzimet. Rezveratrol tartalmat tekintve, a feketerothadasnak
nincs kiilonosebb jelentdsége. A biogén amin eredményekbdl megallapithatd, hogy borkészités

szempontjabol alacsony koncentracidban voltak jelen.

A mérésekbdl megallapitott OTA koncentracio alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt innovativ
sz016fajtak koziil a Hibernal, a Palatina és Panonija mintdk nem tartalmaztak ochratoxin A-t. A
Danubius, Bacska, Kékfrankos mintdk tartalmaztak, azonban az EU hatarérték alatti
mennyiségben. A feketerothadas és az OTA tartalom kozott linearis 6sszefliggés nem mutathatéd
Ki.

Osszességében megallapithatd, hogy a feketerothadas okozta valtozasok a sz816bogyo beltartalmi

értékeit tekintve elhanyagolhatoak.
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9 SUMMARY

Guignardia bidwellii, a pathogen indigenous to North America, is a major pest of grapes that has
long been known in Hungary, infecting only the growing green parts of the vine (leaves, petioles,
shoots, bunches, tendril). Its damage is mainly due to rot of the grapes. It is expected to appear in
rainy, warm, humid weather conditions. The predominantly rainy year of 2014 exacerbated the
high spread of the pathogen, causing yield losses of up to 90% in some places.

At present, we do not have sufficient knowledge of the relationship between the plant and the
pathogen, which is needed to develop effective control techniques. Therefore, the aim of our work
was to develop an efficient and traceable infection system to understand the biology of the
relationship between grapevine and the pathogen responsible for black rot.

We compared the response of the resistant grape cultivar Csillam with that of the susceptible Pearl
of Csaba. Infections were carried out using the so-called half-leaf method. The control showed
that the infections were successful: 18 hours after infection, black rot spores started to germinate
and 36 hours after infection, significant hyphal growth was observed in the susceptible cultivar
Pearl of Csaba. Based on the infection, we confirmed the difference between the pearl millet and

pearl millet cultivars based on germination and germ tube growth.

We also analyzed the response of grape black rot to infection at the transcriptomic level using a
next-generation RNA sequencing technique. The evaluation of the results showed that the main
difference between the response of the cultivar Csillam, considered resistant, and the cultivar Pearl
of Csaba, considered susceptible, is in the genes of proteins involved in the oxidative burst that
occurs rapidly 6-18 h after infection. This difference is levelled out 36 hours after infection, with
the involvement of specific proteins such as LRR kinases, which may even encode specific
resistance genes. As a result of our work, we have gained insight into the changes that occur in

grapevines after black rot infection.

Grape black rot as a disease is a problem for viticulture as it can reduce yield and quality. On the
other hand, it is a problem for the wine industry, which uses the grapes immediately. In my thesis
we specifically chose compounds that might have consequences for the physiological effects of
wine. Organic acids, polyphenols, biogenic amines, resveratrols and ochratoxins were

investigated. These compounds were chosen as a first approximation.
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Our research showed that black rot resulted in a significant increase in sugar intake. Similar to
botrytis, it also forms glycerol and, proportionally, gluconic acid in lower concentrations. The
galacturonic acid concentration indicates pectinase enzyme activity. An interesting result was the
absence of malic, succinic and citric acids in the berry, while (+)-lactic acid was present and the
concentration of succinic and fumaric acids was significant. Samples showed the usual
concentrations of polyphenols after the black rot infection. Catechin concentrations became more
characteristic in the berry. The black rot fungus does not produce B-glucosidase enzyme. In terms
of resveratrol content, black rot has no particular significance. The biogenic amine results showed

that they were present in low concentrations for wine making.

Based on the OTA concentrations determined from the measurements, it can be said that of the
innovative grape varieties tested, the Hiber, Palatina and Panonija samples did not contain
ochratoxin A. The Danubius, Bacska, Kékfrankos samples contained ochratin A, but at levels

below the EU limit. No linear correlation between black rot and OTA content was found.

Overall, it can be concluded that the changes caused by black rot are negligible in terms of the

content values of the grapes.
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M2. Tovabbi mellékletek

17. tablazat: Szekvencia olvasatok illesztése a de novo transzkriptumra. Az illesztést TopHat szoftverrel végeztiik a Cufflinks-szel 1étrehozott de novo trnaszkriptumot
hasznalva referenciaként

Minta ) Forward ) Reverse llesztett _ Read parok

read# illesztve tobbszoros read# illesztve tobbszoros illesztett tobbsz7ros ellentmondo Osszhangban
BR10 28834470 24932199 (86.5%) 980194 (3.9%) 28834470 24961319 (86.6%) 983230 (3.9%) 86.5% 23435285 903819 (3.9%) 102184 (0.4%) 80.9%
BR11 6819667 5894191 (86.4%) 137221 (2.3%) 6819667 5868015 (86.0%) 135903 (2.3%) 86.2% 5430271 120214 (2.2%) 27091 (0.5%) 79.2%
BR12 23321155 20773049 (89.1%) 535384 (2.6%)| 23321155 20688291 (88.7%) 533053 (2.6%) 88.9% 19475061 475928 (2.4%) 138922 (0.7%) 82.9%
BR13 28977256 25121802 (86.7%) 575927 (2.3%) 28977256 25119361 (86.7%) 576858 (2.3%) 86.7% 24148655 538197 (2.2%) 79727 (0.3%) 83.1%
BR14 22093828 19417827 (87.9%) 387238 (2.0%)| 22093828 19368418 (87.7%) 385957 (2.0%)| 87.8% 18559372 357189 (1.9%) 69568 (0.4%) 83.7%
BR15 6009306 5428743 (90.3%) 105633 (1.9%) 6009306 5408892 (90.0%) 105156 (1.9%) 90.2% 5149663 95957 (1.9%) 22105 (0.4%) 85.3%
BR16 22419345 20162741 (89.9%) 438002 (2.2%)| 22419345 20161494 (89.9%) 438461 (2.2%) 89.9% 19395830 412940 (2.1%) 55991 (0.3%) 86.3%
BR17 5998577 5417104 (90.3%) 110394 (2.0%) 5998577 5398874 (90.0%) 109766 (2.0%) 90.2% 5127998 99170 (1.9%) 26884 (0.5%) 85.0%
BR18 5021238 4526628 (90.1%) 85940 (1.9%) 5021238 4511876 (89.9%) 85621 (1.9%) 90.0% 4298026 77999 (1.8%) 19007 (0.4%) 85.2%
BR1 27693650 24143720 (87.2%) 693806 (2.9%) 27693650 24148234 (87.2%) 694912 (2.9%) 87.2% 22671299 639611 (2.8%) 85210 (0.4%) 81.6%
BR21 20061745 17733637 (88.4%) 351202 (2.0%)| 20061745 17665131 (88.1%) 349909 (2.0%) 88.2% 16355609 310450 (1.9%) 93666 (0.6%) 81.1%
BR24 7728177 6781247 (87.7%) 114163 (1.7%) 7728177 6743798 (87.3%) 113337 (1.7%) 87.5% 6255336 101783 (1.6%) 23727 (0.4%) 80.6%
BR26 24012055 21252732 (88.5%) 463039 (2.2%)| 24012055 21246115 (88.5%) 463823 (2.2%) 88.5% 20483254 433827 (2.1%) 69080 (0.3%) 85.0%
BR29 21721541 20046456 (92.3%) 412191 (2.1%)| 21721541 20040720 (92.3%) 412412 (2.1%) 92.3% 19296116 385751 (2.0%) 64222 (0.3%) 88.5%
BR2 6509721 5706231 (87.7%) 117454 (2.1%) 6509721 5674658 (87.2%) 116540 (2.1%) 87.4% 5256650 104228 (2.0%) 27542 (0.5%) 80.3%
BR33 10664461 9069006 (85.0%) 224965 (2.5%)| 10664461 9052415 (84.9%) 224582 (2.5%) 85.0% 8504950 206087 (2.4%) 24886 (0.3%) 79.5%
BR36 15576723 13455778 (86.4%) 405869 (3.0%)| 15576723 13434193 (86.2%) 405240 (3.0%) 86.3% 12695339 376667 (3.0%) 41151 (0.3%) 81.2%
BR3 23875549 18523707 (77.6%) 367535 (2.0%)| 23875549 18453634 (77.3%) 365903 (2.0%) 77.4% 17091969 322073 (1.9%) 104703 (0.6%) 71.1%
BR46 10206734 8918527 (87.4%) 184103 (2.1%)| 10206734 8901490 (87.2%) 183880 (2.1%) 87.3% 8578664 171538 (2.0%) 31191 (0.4%) 83.7%
BR47 27932043 24109151 (86.3%) 592096 (2.5%)| 27932043 24134007 (86.4%) 594769 (2.5%)| 86.4% 22771730 544524 (2.4%) 73154 (0.3%) 81.3%
BR48 22436022 19718087 (87.9%) 489856 (2.5%)| 22436022 19722670 (87.9%) 491167 (2.5%) 87.9% 18512237 444076 (2.4%) 77691 (0.4%) 82.2%
BR4 17919076 15558099 (86.8%) 327386 (2.1%)| 17919076 15540716 (86.7%) 327541 (2.1%) 86.8% 14918293 304743 (2.0%) 70726 (0.5%) 82.9%
BR51 20509476 17623309 (85.9%) 360334 (2.0%)| 20509476 17565309 (85.6%) 358757 (2.0%) 85.8% 16746070 326221 (1.9%) 105813 (0.6%) 81.1%
BR53 24836668 21436476 (86.3%) 575050 (2.7%)| 24836668 21449651 (86.4%) 576160 (2.7%) 86.3% 20292715 529561 (2.6%) 83274 (0.4%) 81.4%
BR54 26645000 23198484 (87.1%) 626413 (2.7%)| 26645000 23217765 (87.1%) 628268 (2.7%) 87.1% 21850234 571609 (2.6%) 106604 (0.5%) 81.6%
BR55 10493851 9247585 (88.1%) 204877 (2.2%)| 10493851 9222092 (87.9%) 204152 (2.2%) 88.0% 8870377 191260 (2.2%) 32892 (0.4%) 84.2%
BR56 24844813 22442195 (90.3%) 520701 (2.3%)| 24844813 22386159 (90.1%) 519633 (2.3%) 90.2% 21420122 476499 (2.2%) 111703 (0.5%) 85.8%
BR57 31706201 28132971 (88.7%) 696494 (2.5%)| 31706201 28131103 (88.7%) 697574 (2.5%) 88.7% 27089089 652460 (2.4%) 108958 (0.4%) 85.1%
BR58 27090771 23888527 (88.2%) 587732 (2.5%)| 27090771 23886525 (88.2%) 588954 (2.5%) 88.2% 22990216 550498 (2.4%) 94019 (0.4%) 84.5%
BR59 16210970 14464342 (89.2%) 292594 (2.0%) 16210970 14442749 (89.1%) 292031 (2.0%) 89.2% 13936770 274539 (2.0%) 40896 (0.3%) 85.7%
BR5 5061339 4624946 (91.4%) 77566 (1.7%) 5061339 4605748 (91.0%) 76966 (1.7%) 91.2% 4385311 70921 (1.6%) 18216 (0.4%) 86.3%
BR60 11147019 9730184 (87.3%) 189040 (1.9%)| 11147019 9714106 (87.1%) 188893 (1.9%) 87.2% 9353578 176570 (1.9%) 27274 (0.3%) 83.7%
BR61 5648024 4875341 (86.3%) 105355 (2.2%) 5648024 4855111 (86.0%) 104735 (2.2%) 86.1% 4506601 93134 (2.1%) 22876 (0.5%) 79.4%
BR62 12182648 10552903 (86.6%) 237613 (2.3%)| 12182648 10525554 (86.4%) 236563 (2.2%) 86.5% 9920250 217018 (2.2%) 33235 (0.3%) 81.2%
BR63 17284602 14171509 (82.0%) 355420 (2.5%)| 17284602 14155108 (81.9%) 355215 (2.5%) 81.9% 13651431 336347 (2.5%) 46723 (0.3%) 78.7%
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BR64
BR65
BR66
BR6
BR7
BR8
BR9

18175464
10544415
10950310
11319764
24717743
23560965
20270657

15088772
9045609
9321139

10157393

21439577

19624394

17952312

(83.0%)
(85.8%)
(85.1%)
(89.7%)
(86.7%)
(83.3%)
(88.6%)

357782
244860
302035
185002
739818
495242
396085

(2.4%)
(2.7%)
(3.2%)
(1.8%)
(3.5%)
(2.5%)
(2.2%)

18175464
10544415
10950310
11319764
24717743
23560965
20270657

15065321
9027513
9300326

10135965

21451393

19523951

17882331

(82.9%)
(85.6%)
(84.9%)
(89.5%)
(86.8%)
(82.9%)
(88.2%)

357399
244166
301441
184612
741679
492928
394175

(2.4%)
(2.7%)
(3.2%)
(1.8%)
(3.5%)
(2.5%)
(2.2%)

83.0%
85.7%
85.0%
89.6%
86.8%
83.1%
88.4%

14501689
8503408
8738575
9734180

20138226

17924018

16901898

335481
224166
276928
174217
682415
428735
356479

(2.3%)
(2.6%)
(3.2%)
(1.8%)
(3.4%)
(2.4%)
(2.1%)

55684
30188
32606
36624
81955
154628
96665

(0.4%)
(0.4%)
(0.4%)
(0.4%)
(0.4%)
(0.9%)
(0.6%)

79.5%
80.4%
79.5%
85.7%
81.1%
75.4%
82.9%
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18. tablazat: A differenciald gének részletes listaja kromoszomanként (6 hpi, p<0.01)

Kromoszéma helyzet LFC gén megjegyzés
chra 1.863.214 6.03 VIT_204s00089g02260  probable flavin-containing monooxygenase
1-like
7.481.458 2.29 VIT_204s0008g07230  aspartic proteinase nepenthesin-2-like
chrs 7.789.933  -3.28 VIT_205s0049g00770  proline-rich 33 kda extensin-related
chré 1.149.407 -2.36 VIT_206s0004g01040  disease resistance response protein 206
3.233.332 -2.01 VIT_206s0004g02620  phenylalanine ammonia-lyase
15.353.958  -3.92 VIT_206s0009g02590  pectinesterase 2-like
chr7 4.380.271 4.60 VIT_207s0005901940  pectinesterase family expressed
chr8 19.729.076  -4.24 VIT_208s0007g05830  unnamed protein product [Vitis vinifera]
chr9 17.134.524  -2.74 XLOC_030833
chr10 10.064.687 -2.10 VIT_210s0003g05430 reticuline oxidase-like protein
14.216.034  -7.20 VIT_210s0042g00840  stilbene synthase
14.246.930 -2.52 VIT_210s0042g00870 stilbene synthase
14.304.786  -3.66 VIT_210s0042g00930  stilbene synthase
chrll 12.503.269 -5.85 VIT_211s0078g00290 trans-cinnamate 4-monooxygenase
5712680 -3.61 VIT_211s0118g00160  probable Irr receptor-like serine
threonine-protein kinase at4g36180-like
3.977.181 -2.03 XLOC_004109
chrl2 2.573.979 -3.56 VIT_212s0028901940  8-hydroxyquercetin 8-o0-methyltransferase
1.632.442  5.35 XLOC_005740
chrl3 2.074.318 -2.91 VIT_213s0067g03720  sac3 ganp family protein
9.423.954 5.55 VIT_213s0106g00080  ankyrin repeat-containing
chrl4 20.323.725 2.53 VIT_214s0006¢g02555  probable non-specific lipid-transfer protein
akcs9-like
24.814.759  -3.94 VIT_214s0068901040 ethylene-responsive transcription factor
erfl14-like
22.298.923 5.01 VIT_214s0083g00250 uncharacterized protein 1oc100853032
chrl6 15.204.145  4.80 VIT_216s0022g02470  peroxidase 66
613.506 -3.07 VIT_216s00399g01120  phenylalanine ammonia-lyase
619.675 -5.51 VIT_216s0039g01130  phenylalanine ammonia-lyase
649.907 -2.25 VIT_216s0039g01170  phenylalanine ammonia-lyase
688.542 -3.2 VIT_216s0039901240  phenylalanine ammonia-lyase
699.950 -4.36 VIT_216s0039g01280  phenylalanine ammonia-lyase
706.775 -5.62 VIT_216s0039g01300  phenylalanine ammonia-lyase
16.238.950 -3.01 VIT_216s0100g00750  stilbene synthase
16.268.744  -4.63 VIT_216s0100g00770 stilbene synthase
16.286.615 -2.54 VIT_216s0100g00800  stilbene synthase
16.335.550 -3.01 VIT_216s01009g00830  stilbene synthase
16.342.994 -2.3 VIT_216s0100g00840 stilbene synthase
16.349.897 -2.22 VIT_216s0100g00860  stilbene synthase 4-like
16.366.812  -2.65 VIT_216s0100g00880  stilbene synthase 4-like
16.385.884 -2.46 VIT_216s01009g00900  stilbene synthase 4-like
16.398.197 -2.6 VIT_216s0100g00910 stilbene synthase
16.404.994 -2.08 VIT_216s0100g00920  stilbene synthase
16.408.318 -2.51 VIT_216s0100g00930  stilbene synthase
16.411.708  -2.40 VIT_216s0100900940  stilbene synthase 4-like
16.440.652  -4.74 VIT_216s0100g00960  stilbene synthase 4-like
16.466.734  -2.11 VIT_216s0100g00990  stilbene synthase
16.503.220 -2.66 VIT_216s0100g01020 stilbene synthase 4-like
16.511.136  -2.85 VIT_216s0100g01040 stilbene synthase 4-like
16.615.515 -2.84 VIT_216s0100g01120  stilbene synthase
16.697.908 -3.78 VIT_216s0100g01170  stilbene synthase
chrl8 27.186.796 -3.8 VIT 218s0041g02060  12-oxophytodienoate reductase
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19. tablazat: A differencialtan expresszalo gének részletes listaja kromoszémanként (18 hpi, p<0.01)

Kromoszéma helyzet LFC gén megjegyzés
chrl 2.632.427  -5.28 VIT_201s0011902960  leucoanthocyanidin reductase
3.167.509  -5.91 VIT_201s0011g03490  3-ketoacyl- synthase
3.678.832  -5.74 VIT_201s00119g04030 reticulon-like protein b9-like
6.034.187  -4.09 VIT_201s00119g06240  cyto chrome b-561 protein
12.259.928  -2.76 VIT_201s0026g02620  expansin
7.926.124 1.48 VIT_201s01279g00560  probable nucleoredoxin 1-like
chr2 7.184.140 1.37 VIT_202s00129g01160 nitrate transporter -like
4.282.027  -5.38 VIT_202s0025904720  anthocyanidin synthase
5.130.968 -1.70 VIT_202s0154900300 14 kda proline-rich protein
chr3 17.193.257 3.30 VIT_203s0017g01300  white-brown-complex abc transporter family
19.008.977  -4.17 VIT_203s0017g02240  carbohydrate-binding x8 domain-containing
protein
1.527.899 3.84 VIT_203s0038¢g02220  actin depolymerizing factor 5
8.252.443  -6.95 VIT_203s00889g00260  serine carboxypeptidase-like 18
8.252.443  -6.95 VIT_203s00889g00260  serine carboxypeptidase-like 18-like
6.338.109  -8.32 VIT_203s0091g00040 limonoid udp-glucosyltransferase
7.950.976  -6.74 VIT_203s0091g01290  serine carboxypeptidase-like 18-like
chr4 3.279.191 2.31 VIT_204s0008g03940  burp domain-containing protein
19.929.438  -2.93 VIT_204s0023g03370 flavanone 3-hydroxylase
20.134.581 3.08 VIT_204s50023g03610  mlo-like protein 4-like
chrb 1.239.180  -2.95 VIT_205s0077g01540  pathogenesis-related protein 10
13.597.238  -3.97 VIT_205s0136900260  chalcone synthase
chré 1.790.969 2.68 VIT_206s0004g01460 linoleate 13s-lipoxygenase 2-
chloroplastic-like
3.233.332  -4.46 VIT_206s0004902620  phenylalanine ammonia-lyase
5.817.040 -1.85 VIT_206s00049g04860  expansin
6.012.395  -1.38 VIT_206s0004g05080  protein binding
7.301.207 2.91 VIT_206s0004g06570  vacuolar cation proton exchanger
8.695.880 6.94 VIT_206s0004g07970  expansin
15.670.201  -5.50 VIT_206s0009g02810  flavonoid 3 -hydroxylase 2-like
15.714.588  -3.79 VIT_206s00099g02840  flavonoid 3 -hydroxylase 2
16.008.909  -3.51 VIT_206s0009g02970 flavonoid 3 -hydroxylase 2-like
18.257.401  -3.06 VIT_206s0061g00730  tonoplast intrinsic
20.242.801  -2.32 VIT_206s0080g00330 esterase lipase thioesterase-like protein
chr7 3.730.365  -3.96 VIT_207s0005g01210 transcription factor myb12
4.490.769 2.68 VIT_207s0005902070  protein niml-interacting 1-like
7.226.206 4.01 VIT_207s0005g04130  had subfamily iiib acid phosphatase
17.794.258 2.26 VIT_207s0031g01710  probable wrky transcription factor 51-like
18.105.237  -2.25 VIT_207s0031g01980  ap2 erf domain-containing transcription
factor
2.806.800 -3.14 VIT_207s01049g01800  glutathione s-transferase f13
chr8 15.293.254 3.43 VIT_208s0007g01180  receptor protein kinase 1-like
15.578.678 5.39 VIT_208s0007g01480 tpr repeat-containing thioredoxin ttl1-like
16.006.138  -1.33 VIT_208s00079g01940  gdp-mannose-dependent
alpha-mannosyltransferase-like
19.866.070 3.03 VIT_208s0007g06020  beta- -glucanase
chr9 240.600  -2.80 VIT_209s00029g00320  pectin methylesterase
2.678.232  -4.06 VIT_209s0002g02970  protein
4.850.834 3.38 VIT_209s0002¢g05150  auxin-induced protein
5.316.083  -1.96 VIT_209s0002905590 pleiotropic drug resistance protein 1-like
20.967.249  -2.30 VIT_209s0054g00430  uncharacterized protein
chrl0 3.210.601  -5.76 VIT_210s0003g01740 uncharacterized protein
5.539.131  -3.57 VIT_210s0003g03340  uncharacterized protein loc100253775
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chril

chrl2

chrl3

chrl3_random
chrl4

chrl5

chrl6

chrl7

5.673.052
5.698.653
10.224.104
583.486
3.394.623
3.975.392
10.804.182
10.879.650
20.686.814
14.484.489
9.713.036
8.133.136
3.455.870
5.881.261
23.127.104
1.578.476
11.335.596
1.544.839
4.785.645

6.654.605
26.536.958
26.610.469

26.622.115

24.673.233
25.221.282

22.298.923
22.332.992
29.183.985
29.210.967
29.649.186
13.742.179
17.211.622
14.297.045
18.908.189
20.787.131
21.182.902
16.238.950
16.268.744
16.276.379
16.335.550
16.398.197
16.503.220
16.503.220
16.525.933
16.555.604
16.627.150
16.673.901
16.697.908
16.682.384
12.697.439

-3.57
-5.41
-0.38

2.20
-4.22
-3.17
-5.82
-6.70
-4.41
-4.91
-1.89
-5.01
-2.17
-1.53

2.63

2.62
-5.64

2.20
-3.55

-2.32
-5.71
-6.01

-3.54

-4.46
-2.77

3.10
-3.86

5.18
-3.17

2.35

2.57
-4.77
-2.91

1.62
-2.44

1.89
-5.40
-8.46
-4.53
-3.63
-3.82
-2.93
-2.93
-5.82
-6.51
-4.13
-5.34
-4.94
-5.10

3.36

VIT_210s0003g03430
VIT_210s0003g03440
VIT_210s0003g05550
VIT_211s0016g00590
VIT_21150016g04160
VIT_211s0016g04670
VIT_21150037g01350
VIT_211s0037g01370
VIT_21250035g01000
VIT_21250055g01010
VIT_21250057¢01020
VIT_21250134g00500
VIT_21350019g02170
VIT_21350019g04460
VIT_21350064¢01260
VIT_213s0067g02930
VIT_21350147g00230
VIT_213s0067g02840
VIT_214s0030g00650

VIT_21450030g01790
VIT_21450066g00010
VIT_214s0066g00060

VIT_214s0066900070

VIT_214s0068900920
VIT_214s0068g01500

VIT_21450083g00250
VIT 2145008300290
VIT_21450108g00420
VIT_21450108g00440
VIT_21450108g01020
VIT_21550021g02710
VIT_21550046g00170
VIT_21550048g00190
VIT 2165005001960
VIT_216s0098g00360
VIT_21650098g00860
VIT_21650100g00750
VIT_21650100g00770
VIT_21650100g00780
VIT_21650100g00830
VIT_21650100g00910
VIT_21650100g01020
VIT_21650100g01020
VIT_21650100g01070
VIT_21650100g01100
VIT_21650100g01140
VIT_21650100g01160
VIT_21650100g01170
VIT_21650100g01170
VIT_21750000g10370
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uncharacterized protein 1oc100257299
uncharacterized protein loc100855345
reticuline oxidase-like

21 kda protein

sulfate transporter

unnamed protein product [Vitis vinifera]
uncharacterized protein 1oc100854873
uncharacterized protein 1oc100262122
serine-type endopeptidase inhibitor
bacterial-induced peroxidase
fasciclin-like arabinogalactan protein
d6-type cyclin

tropinone reductase homolog at1g07440
phenylalanine ammonia-lyase
leucine-rich repeat receptor-like protein
expansin

protein
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase
bifunctional 3-dehydroquinate dehydratase
shikimate chloroplastic-like
pollen-specific protein sf21
uncharacterized protein 10c100249294
uncharacterized protein 10c100254392 isoform
2

uncharacterized protein 10100244128 isoform
2

chalcone synthase
glycerophosphodiester phosphodiesterase
gdel-like isoform 1

uncharacterized protein 10c100853032
uncharacterized protein 1oc100853032
transcription factor bhlh135-like

alpha tubulin 1

expansin protein

pethy zpt4-1

protein

phosphorus starvation-induced protein
atp binding

zinc finger protein constans-like protein
flavanone 3-dioxygenase-like

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase 4-like

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

stilbene synthase

uncharacterized protein 1oc100246199



chrl8

chr19

chrUn

4.143.167

7.839.499
7.879.995
11.425.469
12.488.434
12.997.268
27.186.796
694.312
3.933.365
21.494.385
23.264.978

7.399.533
7.441.177
6.032.317
2.342.188
24.052.573
25.598.321
27.950.497

-3.09

-1.61
-3.49
4.67
411
-3.11
-8.91
-10.10
-3.52
-1.69
-4.64

-6.47
-2.23
-2.88
-3.87
-4.08
-3.04

3.40

VIT_218s0001g05060

VIT_21850001g09340
VIT_21850001g09400
VIT_21850001g13400
VIT_21850001g14490
VIT_21850001g14990
VIT_21850041g02060
VIT_21850122g00980
VIT_21950014g03840
VIT_21950027g01400
VIT_219s0085g00810

VIT_219s0090g01340
VIT_219s0090g01360
VIT_21950177g00200
VIT_200s0131g00110
VIT_200s0337g00040
VIT_200s0361g00040
VIT_200s0409g00050

-bisphosphoglycerate-dependent
phosphoglycerate mutase-like

acyl- -binding domain 3

cyto chrome b5

cysteine proteinase rd19a-like
thaumatin-like protein

tpa: protein kinase superfamily protein
12-oxophytodienoate reductase
glucan endo- -beta-glucosidase
uncharacterized protein loc100258913
disease resistance protein rga4-like
carbohydrate-binding x8 domain-containing
protein

glycine-rich protein

uncharacterized protein 1oc100262468
early nodulin-like protein

low quality protein: annexin d4-like
uncharacterized protein

anthocyanidin reductase
s-locus-specific glycoprotein s6

20. tablazat: A differencialtan expresszald gének részletes listaja kromoszomanként (36 hpi, p<0.01)

Kromoszoma helyzet LFC gén megjegyzés
chrl 806.633 4.27 VIT_201s0011g00950  disease resistance protein rpm1-like
chr3 1.235.668 -3.3 VIT_203s0038g01770  unnamed protein product [Vitis vinifera]
5.590.920 2.95 VIT_203s0063g02360  organ-specific protein s2
chrd 16.872.105 2.7 VIT_204s00239g00640  receptor-like protein kinase 5-like
chrll 3.614.037 -3.25 VIT_211s0016¢g04330 dihydrofolate reductase
16.190.207 -4.38 XLOC_004177
3.977.181  7.93 XLOC_004109
chrl2 18.139.407 -2.67 VIT_212s0034g01930  glutelin type-a
chrl3 16.849.395 -5.25 VIT_213s00479g00525 anaphase-promoting complex subunit 1-like
23.127.104  -4.64 VIT_213s0064g01260 leucine-rich repeat receptor-like protein
263.154  -3.68 VIT_213s00679g00420  serine-threonine protein plant-
chri4 6.790.297 -1.95 VIT_214s0030g01890  protein
chrl5 17.143.740 4.13 VIT_215s0046900070  calcium-binding protein kic-like
20.161.262 3.26 VIT_215s0046¢903660 probable disease resistance protein rdl6
rfo-like
chrl6 1.143.348 2.17 VIT_216s00399g01540 gamma-glutamylcyclotransferase
at3g02910-like
chrl7 1.502.932 -3.10 VIT_217s0000g01930  protein
6.769.207  -2.44 VIT_217s0000906210  gibberellin-regulated protein
9.097.005 4.59 VIT_217s0000g08100  udp-glycosyltransferase 90al-like
chr18 10.100.593  2.02 VIT_218s0001g11830  protein
13.231.125 -4.40 VIT_218s0001g15150 unnamed protein product [Vitis vinifera]
25.797.007 -3.56 VIT_218s0041g01160  probable I-type lectin-domain containing
receptor kinase -like
chrl9 16.531.272  -1.72 VIT 219s0093g00110 probable glutathione s-transferase
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Az egytényez0s varianciaanalizis eredményei:

Cukortartalom

VARIANCIAANALIZIS

p_
Tényezdk SS df MS F ertek  Fkrit.

Csoportok 4,65E-

kozott 28046,785 5 5609,357 623,2618889 14 3,105875
Csoporton

beliil 108 12 9

Osszesen 28154,785 17

Glicerintartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-érték  FKkrit.
Csoportok 7,79E-
kozott 1090,56 5 218,112 54,528 08 3,105875
Csoporton beliil 48 12 4

Osszesen 1138,56 17

Gliikonsav tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték  Fkrit.
Csoportok kozott 0,3 5 0,06 0,666667 0,65603 3,105875
Csoporton beliil 1,08 12 0,09

Osszesen 1,38 17

Galakturonsav tartalom

VARIANCIAANALIZIS
Tényezdk SS df MS F p-értek  F krit.
2,55E-
Csoportok kozott 1750570 5 350114 21882,13 23 3,105875
Csoporton beliil 192 12 16

Osszesen 1750762 17
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Borkdsav tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tenyezok SS df MS F p-értek  F krit.

1,53E-

Csoportok kozott 130,42 5 26,084 72,45556 08 3,105875
Csoporton beliil 4,32 12 0,36
Osszesen 134,74 17
(+)-tejsav tartalom
VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték  F krit.
Csoportok
kozott 0,0036865 5 0,000737 20,48056 1,7E-05 3,105875
Csoporton
beliil 0,000432 12 0,000036
Osszesen 0,0041185 17
Borostyankdsav tartalom
VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték  FKrit.
3,24E-

Csoportok kozott 50,86 5 10,172 63,575 08 3,105875
Csoporton beliil 1,92 12 0,16
Osszesen 52,78 17
Fumarsav tartalom
VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-értek  FKrit.
Csoportok 9,17E-
kozott 171282,025 5 34256,41 3806,267 19 3,105875
Csoporton
beliil 108 12 9
Osszesen 171390,025 17
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Kaftarsav tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték  F krit.
2,78E-

Csoportok kozott 4373,98 5 874,796 97,19956 09 3,105875

Csoporton beliil 108 12 9

Osszesen 4481,98 17

Osszes polifenol tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-értek  F krit.

Csoportok 2,T4E-

kozott 2539200 5 507840 31740 24 3,105875

Csoporton beliil 192 12 16

Osszesen 2539392 17

(+)-katechin tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték  FKrit.

Csoportok 7,27E-

kozott 11625062,5 5 2325013 581253,1 32 3,105875

Csoporton beliil 48 12 4

Osszesen 11625110,5 17

(-)-epikatechin tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-értek  F krit.

2,17E-

Csoportok kozott 3064170 5 612834 153208,5 28 3,105875

Csoporton beliil 48 12 4

Osszesen 3064218 17
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Leukoantocianin tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS

df MS

F p-eértek  FKrit.

Csoportok
kozott
Csoporton beliil

7483270,5
108

Osszesen 7483378,5

5 1496654 166294,9

12

17

9

1,32E-
28 3,105875

Teljes antioxidans kapacitas tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tenyezok SS

df MS

F p-értek  FKrit.

Csoportok kozott
Csoporton beliil

936,96
48

Osszesen 984,96

5 187,392

12

17

46,848

1,84E-
07 3,105875

Transz-piceid tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS

df MS

F p-értek  F krit.

Csoportok kozott
Csoporton beliil

20,97325
0,0048

Osszesen 20,97805

5 4,19465 10486,63

12 0,0004

17

2,1E-
21 3,105875

Tiramin tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS

df MS

F p-értek  FKkrit.

Csoportok
kozott
Csoporton
beliil

0,00525

0,0048

Osszesen 0,01005

5 0,00105

12 0,0004

17

2,625 0,079293 3,105875
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Szerotonin tartalom

VARIANCIAANALIZIS

Tenyezok SS df MS F p-értek  FKrit.
Csoportok
kozott 0,007 5 0,0014 3,5 0,034998 3,105875
Csoporton beliill 0,0048 12  0,0004
Osszesen 0,0118 17
Hisztamin tartalom
VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték  F Kkrit.
Csoportok
kozott 15,465 5 3,093 0,77325 0,587054 3,105875
Csoporton beliil 48 12 4
Osszesen 63,465 17
Melatonin tartalom
VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-értek  F krit.
Csoportok 1,82E-
kozott 0,0222 2 0,0111 111 05 5,143253
Csoporton beliill 0,0006 6 0,0001
Osszesen 0,0228 8
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Koszonetemet szeretném kifejezni konzulenseimnek, Nyitrainé dr. Sardy Diananak és Dr. Deak
Tamasnak, hogy munkam sordn rengeteg tanaccsal és szakmai tamogatassal lattak el, melyek
nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna létre. Kiilon k6szondm nekik minden szabadidejiiket, amit

ram aldoztdk, és hogy a végsokig tartottdk bennem a lelket.

Ko6szonom Dr. Bisztray Gyorgy Dénesnek, hogy a teljes doktori képzés és fokozatszerzési
tevékenységem alatt szakmai és erkdlcsi tdmogatast, irdnymutatast nyujtott szdmomra. Az 6

segitsége nélkiil szegényesebb lenne a disszertaciom.

Kiilon szeretném megkdszonni Dr. Kallay Miklds professzor tirnak, hogy segitségemre volt az

analitikai vizsgélatok elvégzésében, hogy szaktudasaval hozzjarult a munkdmhoz.

Koszondm a Szolészeti Tanszék és a Bordszati Tanszék volt és jelenlegi kollégainak

egylittmiikodését, valamint a lehetdséget, hogy a tanszéki laborokban dolgozhattam.

Koszonom, hogy részese lehettem a KTIA AIK 12-1-2013-0001: Korszerli genomikai ¢és
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eléallitasban, novényvédelemben és a fajtanemesitésben palyazatnak, mely a Magyar Kormany
tamogatasaval, a Kutatasi és Technoldgiai Innovacids Alap finanszirozasaval valosult meg. A

dolgozatban bemutatott eredmények jelentds részét ennek koszonhetem.

Végiil, de nem utolsé sorban kdsz6ndm a csalddom tdmogatasat és tiirelmét. Kivaltképp Dr. Szabo

Viktornak, aki behozta az életembe a paletta tobbi szinét, amit még nem lattam.
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