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1 A MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A sz616t vilagszerte szamos, gombak altal okozott betegség tamadja meg,
amelyek jelentds terméskiesést és sz6lomindség 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 szOl6termesztésben. Az Eurdpaban termesztett sz616 nagyon

érzékeny ezekre a korokozokra (Topfer et al., 2011).

A betegséggel kapcsolatos tapasztalatok hidnya miatt a védekezés és a
megeldzés lehetségei korlatozottak, a rezisztencidval kapcsolatosan kevés
informacioval rendelkeziink a sz616 rezisztencia-kutatasban az elmult par
évben kiemelt figyelmet kap a feketerothaddssal szembeni ellenallosag

genetikai hatterének kutatésa is.

A korokozokkal szembeni védekezés altalanos és legjobb megoldasa a
rezisztencianemesités (Barna, 1963). Az eurdpai fajtdk szinte kivétel nélkiil
fogékonyak a betegségre (Demaree et al., 1937; Barrett, 1953; Hausmann et
al., 2017). Az Ujonnan eldallitott, magas foku lisztharmat és peronoszpora
rezisztenciaval rendelkezd fajtdk tobbsége is fogékony a feketerothadas
fertozésére. Ez a betegség az organikus/bio szdlétermesztésben sulyos
névényvédelmi problémat okozhat, gyakran megoldhatatlan feladatot jelent,
ezért a feketerothadas elleni rezisztenciat be kell épiteni az 0j, innovativ

rezisztens fajtakba.



Munkdm soran elsédleges célom a sz6lo és a feketerothadas kapcsolat

biologiai hatterének megismerése volt, ehhez a sz616 feketerothadasara adott

transzkriptom szintii valaszanak vizsgalatat terveztiik. A Guignardia bidwellii

fertézésre feliil- vagy alul expresszaldé gének azonositdsaval segiteni

szeretnénk a markerfejlesztést, a marker-tamogatott szelekciot.

Megoldandé elméleti problémak, tudomanyos célok:

A sz6l6 feketerothadasra adott transzkriptom szintli valaszanak
vizsgalata

o Fert6zott és mock (kontroll) inokulalt, ellenalld és fogékony

novények teljes RNS szekvendldsa Uj  generdcios
szekvenalassal a  kiillonbozoképpen  kifejez0dé  gének
azonositasa érdekében

A korokozo és a novény kozti kapcsolatban specifikus szerepet

betoltd gének azonositasa

A tudomanyos célok elérése érdekében megvaldsitando feladatok:

Fertdzési kisérletek beallitasa, a fertdzések elvégzése
Uj generécios szekvendlas konyvtarainak létrehozasahoz megfeleld
mindségli teljes RNS kivonatok készitése
A szekvencia adatok feldolgozasara alkalmas pipeline kidolgozasa,
adaptalasa
Fiziolégiailag aktiv vegyiiletek vizsgalata fert6zott mintakbol:

o A feketerothadt sz616bogyok kémiai Osszetételének vizsgalata

o Az egyes biologiailag aktiv vegyiletek kialakulasanak

vizsgalata a feketerothadas hatdséara



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Mesterséges fertozés
2.1.1 A mesterséges fertozéshez felhasznalt novényanyag

A Magyarorszagon termesztésben levd Csillam fajta pedigréjében szerepel a
feketerothadassal szemben nagyfoku rezisztenciat mutatd6 Merzling fajta
rezisztens nagysziil6je, a Rayon d’or (Seibel 4986), amely feltehetéen a Vitis
rupestris 6seit6l orokolte az ellenalloképességét. A betegségekkel szemben
altalanosan érzékenynek mutatkozo Csaba gyongye fajta megfelelé fogékony

kontrollnak igérkezik.

A Csaba gyongye szaporitéanyagot Balatonboglarrol, a Csillam vesszoket a
Sod6s Istvan Boraszati Technikum ¢&s Szakképzd Iskola Szigetcsépi

telephelyérdl gytijtottiik be a kényszernyugalom idészakaban.

A novényeket kétriigyes dugvanyokrol neveltiik laboratoriumi koriilmények

kozott altalanos viragfold €s perlit 1:1 aranyt keverékében.

2.1.2 A fertozés menete

A fert6zést szlirépapir korongra vitt spéraszuszpenzidval végeztik és a
korongot mintavételig (legfeljebb 72 ora) a levélen hagytuk. A mintavétel

soran igy pontosan a fert6zés helyrdl szdrmaz6 szoveteket tudtuk begytijteni.

A novényeket 100%-o0s relativ paratartalom és 36 6ran keresztiil fenntartott
folyamatos levélfeliilet-nedvesség mellett 27°C-on inkubaltuk a fertdzés

eldsegitése érdekében.

A mesterséges fertézésekhez hasznalt Guignardia bidwellii izolatumot az egri
Szo6lészeti és Boraszati Kutatdintézetbdl Dr. Vaczy Kélman Zoltan biztositotta.
Az eléallitott sporaizolatum koncentracidja 5x10° spora/ml volt.
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A sporaszuszpenziobdl 10 pl-t vittiink egy 7 mm atmér6ji steril sziirbpapir

korongra, majd ezeket a korongokat helyeztiik az el6készitett szél6levelekre.

A fertdzéseket féllevél-modszerrel végeztiik, azaz a levél egyik felére harom
darab sporaszuszpenzidval, a masik felére (kontroll) harom darab desztillalt

vizzel atitatott szlir6papir korongot helyeztiink.

2.1.3 Mintavétel

A mintavétel sordn a fertdzési folyamat korai lépéseire koncentraltunk, ezért a
fertdzés eldtt (0 6rds minta), majd azt kdvetden 6, 18, 36 és 72 draval vettiink
mintat.

A kivagott levélkorongokat mikrocentrifuga csdvekbe tettiik és azonnal
fagyasztottuk folyékony nitrogénben (snap-freeze), majd a mintakat -80°C-on

taroltuk feldolgozésig.

Az RNS-kivonashoz szedett fertozott mintakbol parhuzamosan etanolba is
tettiink egy-egy levélkorongot a tripankékkel torténé gombaspecifikus

festéshez.

2.1.4 Guignardia bidwellii festés tripankékkel

Sz616 feketerothadas festési protokoll:

Feltisztitas

A festeni szandékozott leveleket meg kell tisztitani a klorofilltol, hogy a
fénymikroszkdpban a gombaszoveteket tanulmanyozhassuk. ehhez a fert6zott
levélkorongokat Petri-csészébe helyezett szlir6papirra rakjuk sziniikkel
folfelé, majd etanol:ecetsav 1:1 aranyu keverékét pipettazzuk rajuk. A

feltisztitas optimalis idOtartama 2 nap.



Festés tripankékkel

A feltisztitott levelekrél a savas etanolt leszivjuk és helyette 1% HCI-t
pipettazunk ra, majd fél oraig szobahdmérsékleten inkubaljuk. Az inkubacio
alatt elkészitjiik a tripankék festéket (0,5 g/1 sdsavas glicerolban. 25% glicerol,
0,5% HCI). A levélkorongokat mikrocentrifuga csovekbe helyezziik és
ramérjik a tripdnkék festéket, majd fél oOrdan keresztil inkubaljuk
szobahdmérsékleten. A tripankéket egy gylijtdbe leszivjuk, majd a levelekre
Sosavas glicerolt (25% glicerol, 0,5% HCI) pipettazunk és a festési hatteret
ebben mossuk ki. Fél ora elteltével a levélkorongokat targylemezre rakjuk,

50%-os glicerolt cseppentiink ra és feddlemezzel lefed;iik.

Kiilonb6z6 idOpontokban vizsgalt feketerothadds konidiumok csirdzési

aranyat Csillam és Csaba gyongye fajtdkon a Welsch féle t-probaval végeztiik.

2.2 RNS kivonas

A -80°C-on tarolt mintakbol a Gambino és munkatarsai (2008) altal kozolt

LiCl-os kicsapason alapuld protokollt hasznaltuk.

Az RNS kivonatok mennyiségét ¢és mindségét denaturdld agardz

gélelektroforézissel, illetve spektrofotometrias méréssel ellendriztiik.

2.3 Teljes RNS szekvenalas

Az RNS szekvenalast a Debreceni Egyetem szekvenald cége, az UD Genomed

crer

Sequencing By Synthesis) hasznaltuk. Az RNS kivonatokbdl elkészitett

szekvenal6 konyvtarakat llluminaHiScanSQ platformon szekvenaltuk.



A nyers read-ek minéségellendérzését FastQC szoftverrel (Wingett és Andrews,
2018) végeztiik.

2.4 Adatelemzés, bioinformatika

El6szor minden minéségsziirt 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 végeztiikk, az inzert méret statisztikihoz a picard tools (Broad

Institute, 2018) csomagot hivtuk segitségiil.

Az egy-egy gén kiilonbozé  transzkriptjeire  illeszkedd  Gsszes
szekvenciaolvasat nyers szamat HTSeq szoftver (Anders et al., 2014)
segitségével hataroztuk meg. A differencidltan expresszalo gének
azonositdsdhoz a szekvencia konyvtarak normalizasalasat az EDASeq
programmal (Risso et al., 2011), az expresszids szintek elemzését az edgeR
(McCarthy et al., 2012) programmal végeztik. A GO dusitasi teszthez a
ShinyGO alkalmazast (GE et al. 2020) hasznaltuk.

2.5 Feketerothadt sz6l6bogyok kémiai osszetételének finomanalitikai
vizsgalata

2.5.1 Vizsgalt novényanyag
Hat kiilonb6z0 szdldfajta fekete rothadt bogyoit vizsgaltuk. Ezek a Borotarol
(Koch Boraszat) begytijtott Bacska, Danubius, Hibernal, Palatina, Panonija

rezisztens szOl6fajtdk, valamint Villinybol (Koch Boraszat) gylijtott

Kékfrankos sz6l6fiirtok voltak. A mintak mindegyike feketerothadt volt.



A mintaeldkészitésnél a fertézott fiirtokrél csak a teljes mértékben
feketerothadt bogyokat valogattuk le és hasznaltuk fel. Kontroll mintanak

egészséges flirtrél szedett bogyodkat hasznaltunk fel.

2.5.2 Az osszetevok vizsgalatara alkalmazott mérési modszerek

Az OsszetevOk vizsgalata sordn elsd 1épésként sziikség volt a feketerothadt
bogydkivonat 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 centrifugéalas utan a feliilaszot 2x50 ml kloroformmal
extrahaltuk. A koroformos extraktot rotadeszten, vakuumban szarazra

paroltuk. A szaraz maradékot 2 ml eluensben oldottuk fel.
Alapanalitikai vizsgalatok

A mustok redukald cukortartalmat Rebelein-moédszerrel, az MSZ 9479-1980
szabvany alapjan hataroztuk meg. A glicerintartalmat, az almasavtartalmat, a
citromsavtartalmat, illetve tejsavtartalmat Boehringer-Mannheim
enzimteszttel, a  bork6savtartalmat a MSZ 9489:1978  szerint

spektrofotometridval hataroztuk meg.
Spektrofotométeres vizsgdalatok

A spektrofotometrias vizsgalatokat MOM Spektromom 195 tipusu késziilekkel
végeztik. Az 0Osszespolifenol-tartalmat  Folin-Ciocalteu-fenolreagenssel
mértem meg (Singleton-Rossi, 1969). A leukoantocianinok mennyiségét,
vas(ll)—szulfatot tartalmazo sosav-butanol, 40:60 aranyu elegyével torténd
melegités utan spektrofotometriasan mértiik, szintén Flanzy (1969) modositott
modszere alapjan. A Kkatechin és epikatechin tartalmat, alkohollal higitott
borban kénsavas vanilinnel reagaltatva, 500 nm-en, spektrofotométeresen

mértiik (Rebelein, 1965).



NMR-spektroszkopia

A gliikonsav, galakturonsav, sikiminsav, borostyankdsav, fuméarsav ¢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 frekvencidan. Az NMR

vizsgalatokra a Dyagnosticum Kft. Szerencsi laboratériumaban kertilt sor.
Kromatogrdfia

A rezveratrolok (transz-piceid, transz-rezveratrol, cisz-piceid, cisz-rezveratrol)
mindségi és mennyiségi meghatarozasat nagyteljesitményli
folyadékkromatografias eljarassal (HPLC) végeztik a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem Boraszati Tanszék kutatéi laboratoriumaban. A
rezveratrolok meghatarozasanal Kallay és Torok (1997) modszere szerint

jartunk el.

A biogén amin-tartalom HPLC-moddszerrel torténé meghatarozasa a Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Boraszati Tanszékén tortént (Kallay és

Nyitrainé Sardy, 2003).

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

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 mintak

kozott.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=303-47-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=hu&region=HU&focus=product

3 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

3.1 Feketerothadas érzékenység vizsgalata

Reprodukalhaté mesterséges viszonyok kozott fertdztiink, igy vizsgélataink
eredménye, a gombasporak csirazasa kozti kiilonbség kizardlag a vizsgalt
fajtak eltérd fogékonysaganak tulajdonithatd. A csiratomldk eltéré ndovekedési

iitemét fogékony ¢€s ellenall6 fajtan korabban nem vizsgaltak.

3.1.1 A szolo-feketerothadas kapcsolat vizsgalata sziirépapirkorongos
fertzéssel

A megfestett levélkorongok mikroszkopos ellendrzése minden esetben
igazolta a fert6zések sikerességét. A sztereo mikroszkopon 40x-es, illetve
100x-os nagyitdsban vizsgalt levélkorongok alapjan a fogékonynak talalt
Csaba gyongye szolofajtanal a fertézést kdvetd 18. déraban a gomba spdrak
csirazasnak indultak, 36. oraban pedig jelentésebb csiratomldé novekedést

mutattak.

3.1.2 Guignardia bidwellii konidiumok csirazasi aranya

Csillam fajta esetében a fertdzés sikeres volt, de a gombasporak csirazasa
idében jelentdsen eltolodott a Csaba gyongye fajtdhoz képest. A Csaba
gyongye fajtanal mar a fertézést kovetd 6. 6rdban jelentds mértékben, 77,8%-
ban csiraztak a sporak. A fertézést kovetd 18. éraban pedig mar 99% felett volt
a csirazasi széazalék, valamint jelentds csiratomlé novekedés volt

megfigyelhetd.

3.1.3 Csiratomlo novekedés

A csiratomld novekedésének vizsgalata sordn kapott eredmények a két fajta

kozott 1évo jelentds kiilonbségre mutattak ra. A csiratomlok hossza a fert6zés
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utan 18 odraval a fogékony Csaba gyongye fajta levelén atlagosan 120pum
hossztiak, mig az ellenallé Csillam fajta levelén atlagosan 40um hosszusaguak
voltak. A feketerothadas rezisztens Csillam fajta levelein igazolhatoan [t (98,9)
=11,83, p<0,001] lassabb a Guignardia bidwellii csiratomléinek névekedése,

mint az érzékeny Csaba gyongye fajtan.

3.2 A feketerothadas fertozésre adott RNS szintii valaszreakcio
3.2.1 Az RNS szekvenalas eredménye
Minéségellendrzés

A mintdk egy részénél a program detektalt feliilreprezentalt szekvenciakat is.
Ezek egyrészt kiillonbozd adapterek, mdasrészt ismeretlen szekvencidk. Az
ismeretlen szekvenciak esetében a blast keresés minden esetben a grip24 gént

hozta ki talalatnak.

A nyers szekvencia olvasatok mindségellendrzése alapjan sziikséges az
esetleges adapter maradvanyok eltavolitdsa, amivel mind a szekvencia
olvasatok elején taldlhaté egyenl6tlen bazis-eloszlds, mind pedig a

feliilreprezentalt K-mer-ekre vonatkoz6 mutatok javithatok.

3.2.2 Az inzert méret meghatarozasa

Az inzert méretek meghatarozasa alapjan megallapithatjuk, hogy a konyvtarak
atlagos inzertmérete negativ értéket mutat, ami arra utal, hogy a pair-end

szekvenalas soran a két oldalrol kapott szekvencidk atfednek.
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3.2.3 De novo transzKkriptom épitése

Az Osszes megszekvenalt RNS alapjan 1étrehozott de novo transzkriptom,
amelyrdl minden minta esetében megallapithat6 az egyes gének kifejezddési

szintje.

A mar ismert 32.000 gén mellett a 42 pair-end RNS konyvtarban a splice-
valtozatokon feliil azonositottunk 4.331 uj feltételezett gént.

A Cufflinks szoftverrel (Trapnell et al., 2012) létrehozott — 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 illeszkedd

olvasatok aranya kiemelkedden magas (80% f616tti) volt.

3.2.4 A génexpresszié mértékének meghatarozasa
Normalizalas GC-aranyra és konyvtarméretre

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

eredményeként kapott korrekcios értekeket.

3.2.5 Differencialtan expresszalé gének

A normalizalt konyvtarak esetében végil edgeR eszkoz segitségével
kiolvastuk a — megfelelé kontrollok figyelembevételével — differencialtan
expresszalo gének listajat, azaz harom mintavételi idépontban meghataroztuk
azokat a géneket, amelyek a feketerothadas fert6zés hatasara kifejezédésiik
valtozdsanak szempontjabol eltéréen reagalnak fogékony és ellenalld fajta

esetében. A statisztikai elemzés eredménye azon gének azonositasa, amelyek
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eltéréen valaszolnak kiilonbozdé idOpontokban a feketerothadas fert6zésre

ellenallo és fogékony fajta esetén.

A harom idépontban legjobb 25 kiilonbozoképpen expresszald gének
Osszessége koziil 19 kapcsolodik oxidativ stressz folyamatokhoz, 16 gén pedig

a fenilalanin-ammonia-liaz vagy sztilbén szintaz génekhez tartozik.

A folyamatban résztvevd differencidltan expresszald gének koziil a sztilbén
szintazok koziil a legtobb a fertdzést kovetd 6. oraban jatszik szerepet, a
sztilbén szintdzok szerepe azok szdma alapjan a fert6zés soran fokozatosan
csokken, a fertézést kovetd 36. éraban nem mutatnak eltéré expressziot a
fogékony ¢és ellenalld fajtaban. Az eredmények alapjan a fert6zést kovetd 18.
oréban az oxidativ folyamatoké a foszerep, majd a 36. 6raban megemelkedik
az ismeretlen funkcidju, illetve a specifikus stresszvalaszhoz kothetd gének

aranya.

A differencialtan expresszalo gének esetében lathatd, hogy azok &ltalaban
elszortan helyezkednek el a kromoszomaékon, mig a 16. kromoszoma esetében

tobb olyan csoportot is taldlunk, amelyek egyiittesen mutatnak kiilonbséget.

A kromoszoéma elején 1évd csoport csak a 6 hpi mintdkban mutatott eltérd

expressziot, ami egy fenilalanin ammonia lidz gén klasztert olel fol.

A kromoszoma vége felé elhelyezkedd klaszter mind a 6 hpi, mind pedig a 18
hpi mintdkban eltérd expressziot mutatott. A valtozas minden esetben negativ
eléjeld, vagyis a Csillam fajtdban a valtozas mértéke kisebb volt, mint a Csaba
gyongye fajtaban. Az expresszios adatok alapjan a Csaba gyongye fajtaban az
adott sztilbén szintaz expresszioja vagy alacsonyabb volt 0 hpi id6pontban,
vagy egyaltalan nem volt expresszid detektalhatd, mikdzben a fert6zés

hatasara az génmiikodés intzitasa nott.
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3.3 Fizidlogiailag aktiv vegyiiletek vizsgalata
3.3.1 Feketerothadt szol6bogyok Osszetétele

A feketerothadas (Guignardia bidwellii) hatasanak vizsgalata soran méréseket
végeztiink feketerothadt sz6ld bogyojanak oOsszetételére vonatkozdan. A
cukortartalom tekintetében a mintak kozott szignifikans kiilonbség volt, csak
a Bacska ¢és Kékfrankos fajtak kozott nem. A feketerothadt bogyokban
képzoédik glicerin, valamint vele aranyosan glilkonsav is, ez utobbi
alacsonyabb koncentracioban. A galakturonsav koncentracio a feketerothadt
bogyok esetében 0,55-1,36 g/kg kozotti értékeket mutatott. A Palatina,

Hibernal és Kékfrankos mintak kdzott nem volt szignifikéns kiilonbség.

A feketerothadt bogyokban 0,056-01,00 g/kg (+)-tejsavat mértiink,
legnagyobb mennyiségben a Bacska szoléfajtaban, mely szignifikansan eltért
tobbi mintatol. A borkdsav koncentracié 8,2-15,9 g/kg kozott alakult. A mintak
kozott szignifikans kiilonbség volt, csak a Danubius, Bacska, Kékfrankos

mintak kozott nem.

A polifenolok az irodalmi adatoknak megfelelé mennyiségben voltak jelen
(Kéllay, 2010), jelentOs eltérést nem talaltam a mérési eredményeim kozott. A
Palatina, Panonija fajtak kivételével a mintak kozott szignifikans kiilonbség
volt. A mért értékek katechin esetében 3452-5796 g/kg kozott valtoztak. A
mintak kozott szignifikans kiilonbség volt. Epikatechin mennyisége 100-1156
g/kg kozott alakult. A mintdk kozott szignifikans kiilonbség volt.
Leukoantocianinok esetében 3276-5180 mg/kg kozotti értékeket kaptunk. A
mintdk kozott szignifikans kiilonbség volt. A teljes antioxidans kapacitds
100,8-122,8 mmol/kg kozott valtozott. Szignifikdnsan legkisebb értéket a

Danubius minta mutatta.
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Ahogy az varhato volt, csak piceidek (rezveratrol gliikozidok) fordulnak el6 a
sz6l6bogyoban. A mért transz-piceid értékek 0,28-3,28 mg/kg kozott
valtoztak. A szignifikdnsan magasabb értéket a Bécska és Kékfrankos
sz6l6bogyok mutattak. A rezveratrol koncentraciora jelen vizsgalt mintakban

¢€s évjaratban nincs befolyassal a feketerothadas.

Vizsgaltuk a feketerothadassal fert6zott mintak biogén amin tartalmat. A mért
tiramin tartalom 0,06 és 0,11 mg/kg kozott alakult. A szerotonin mennyiségét
tekintve 0,04-0,10 mg/kg kozott valtozott. 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.

3.3.2 Feketerothadassal fert6zott bogyok mikotoxin tartalmanak
vizsgalata

A sz616 feketerothadasat okoz6 Guignardia bidwellii koérokozé nem termel

mikotoxint. A kisérletbe vont fajtak, melyek a feketerothadassal szemben nem

hordoznak rezisztenciat, megfeleld6 novényvédelem nélkiil tdmadhatokka

valnak a tarsult toxintermelé mikroorganizmusok szamara.

3.3.3 Feketerothadas tiineteket mutaté bogyok mikotoxin tartalma

A mérésekbdl megallapithatd, hogy a vizsgalt innovativ szol6fajtak kozil a
Hibernal, a Palatina és Panonija mintdk nem tartalmaztak ochratoxin A-t. A
Danubius 1,01 pg/kg, a Béacska 0,93 pg/kg, a Kékfrankos 1,36 pg/kg
mennyiségnem tartalmazott ochratoxin A-t, az EU hatarérték alatti
mennyiségben. A mintdk kozott szignifikans kiilonbség nem volt. A
feketerothadas és az OTA tartalom kozott linearis 6sszefliggés nem mutathato
ki.
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4 KOVETKEZTETESEK

Viszonylag gyors modszer lehet a feketerothadas fogékonysag és ellenallosag
jellemzésére a csiratomlék hosszanak mérése. Mindossze két nap alatt
kiilonbséget lehet kimutatni a fogékonysag tekintetében. Ez 1ényegesen
megkonnyitheti a nemesité munkajat, mivel gyors eldrejelzést kap a
ndvényanyagrol, mig a korfolyamat lasstisdga miatt a levélen jelentkezd
tiinetekre, barna foltokra mintegy két hetet kell varni. A mddszer a gomba
csirazasat vagy novekedését gatlo vegyiiletek ex situ tesztelésénél is

hasznalhato.

Osszesen 42 pair-end RNS konyvtarat szekvenaltunk kontroll és
feketerothadassal fert6zott, rezisztens és fogékony ndvényekbdl vett mintakbol
négy id6pontban (0, 6, 18, 36 hpi) harom biologiai ismétlésben. Az egyes
mintakban a minéségileg sziirt szekvencia-olvasat parok szama 5 és 30 millid
db (0,5 és 3 milliard bazis) k6zott mozgott. Az inzerthosszak mérete -53 ¢€s 2
kozott volt, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a konyvtarak inzerthossza
idedlis volt, a két oldalrol torténd szekvendlds 41 konyvtarban Osszeért, a

legnagyobb 4tlagos atfedés 53 bp volt.

Az egyes id6pontokban vett mintdk esetében az eldzetes funkcionélis elemzést
a 25 statisztikailag leginkabb tamogatott kiilonbozOképpen expresszalo gén
egyszerll blast-annotacioja alapjan irtuk le. A 0 hpi idOpontban, azaz
kozvetleniil a fert6zés eldtt vett mintak kiértékelésével az volt a célunk, hogy
kiszlirjik a kezdeti kiilonbségeket, hogy az esetleges differencialtan

expresszalo géneket késdbbi idépontokban ki tudjuk sziirni a jeloltek koziil.
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A 25 legmagasabb szignifikancia szinttel rendelkezd kiilonbozoképpen
expresszalo gén kozott kiilonbozé protein kindzok és egy rpm-1l-szeri
rezisztencia gén is talalhato volt. Altalanossagban kevés specifikus jelet

észleltink.

A differencidltan expresszald gének elemzése alapjan feltételezhetd, hogy a
Csillam szolofajta feketerothadassal szembeni ellenalloképességében az
altalanos ellenalloképesség, vagy PTI komponensei jatszhatnak dontd
szerepet, ezek kozott is kiemelkedden fontos a fitoalexinként miik6do
sztilbének termeléséért felelds sztilbén szintdzok csoportja. Ugyanakkor nem
zarhato ki a rezisztencia gén alapu ETI sem.

A sz616bogyd beltartalmi értékeit tekintve a feketerothadas okozta valtozasok
jelenlegi tudasunk szerint elhanyagolhatéak. A nemkivanatos vegytiletek, mint
az ochratoxin vagy a hisztamin szempontjabol is. A feketerothadas tobb
hisztamint képez, mint a botritisz. Termel a bogydban melatonint, tiramint és
szerotonint, &m azok mennyisége is elhanyagolhat6. Ebbdl az kovetkezik,
hogy a feketerothaddson atesett sz6l6szemet mindségileg érdemes valogatni,

de ha belekertil sem okoz gondot.

Osszességében a feketerothadason atesett sz616bogyokbol nyert kémiai adatok
nem valtoztatjadk meg a bor kémiai dsszetételét a polifenolok, a biogén aminok,

a rezveratrolok és az ochratoxin alapjan.
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5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kidolgoztam egy levélkorongos fertézési modszert, ami biztositja,
hogy a Guignardia bidwellii korokozéval fertézott levélen a korokozod
szaporitoképlete lokalizaltan és nagy koncentracioban legyen jelen. A

madszer egyben célzott mintavételt tesz lehetdvé.

Igazoltam a Csillam fajta feketerothaddssal szemben mutatott
tolerancidjat konidium csirdzas és csiratomld novekedés alapjan. A
csiratomldk eltérd novekedési ilitemét fogékony és ellendllo fajtan

korabban nem vizsgaltak.

Elsdként hasonlitottam 6ssze egy feketerothadassal szemben ellenalld
¢és arra fogékony szOlofajta RNS szintli valaszat és a transzkripcios
mintazat valtozasanak iddébeli lefutasat. Kimutattam, hogy a fertzést
kovetd elsd 36 ordban a patogén altal kivaltott immunitashoz kothetd
folyamatokban (pl. fitoalexin termelés) szerepet jatsz6 gének eltéréen

vélaszolnak a fert6zésre.
Eredményeim alapjan a Csillam feketerothadas tolerancidja a
korfolyamat korai fazisdban az eredendden magas sztilbén termeléshez

kothetd.

ElsOként vizsgaltam feketerothadds hatidsat a sz6lobogyd kémiai

Osszetételére vonatkozodan.
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6. Elsoként vizsgaltam a feketerothadas hatasat az altalanos beltartalmi
értékekre és savosszetételre vonatkozdan. Megéllapitottam, hogy
feketerothadt bogyokban képzddik glicerin, valamint vele aranyosan
gliikonsav is. Megallapitottam, hogy bar almasavat, sikiminsavat,
citromsavat nem tudtam detektalni, azonban a (+)-tejsav jelenléte
kimutathat6 volt a mintdkban. Jelentds koncentracidoban volt mérhet6 a

borostyankdsav, a fumarsav ¢s a kaftarsav is.

7. Elsoként vizsgaltam a feketerothadds hatasat a polifenol-0sszetételre.
Megallapitottam, hogy a polifenol-osszetétel (O6sszes polifenol,
leukoantocianin, katechin, epikatechin) az irodalmi adatoknak
megfeleld6 mennyiségben volt mérhetd. Méréseim alapjan
megallapithatd, hogy a feketerothadds inkabb a katechin koncentracid

valtozasat befolyasolta.

8. Elsoként vizsgaltam a feketerothadas hatdsat, a polifenol-Osszetételen
beliil a pozitiv élettani hatasu rezveratrol koncentraciora (transz-piceid,
transz-rezveratrol, cisz-piceid, cisz-rezveratrol). Méréseim alapjan
egyértelmiien megallapithatd, hogy a feketerothadds a piceidek
eléfordulasat befolyasolta a bogydkban.

9. Elsoként vizsgaltam a feketerothadas hatasat a biogén aminokra (a
legjelentdsebb ¢lettani hatasu vegyliletek: tiramin, hisztamin,
szerotonin). Megallapitottam, hogy a biogén aminok az eddigi irodalmi
adatoknak megfeleld mértékben voltak jelen. Azaz a feketerothadas

nem volt befolyassal az 4ltalam vizsgalt aminokra.
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