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1. BEVEZETES

Az egyik legdsibb mezdgazdasagi novényiink a sz616, amely mar a foldtorténeti
kozEépido, a kréta soran megjelent és termesztésének mintegy 6000 éves torténete soran
jelentds kulturdlis és gazdasagi értéket halmozott fol. 2019-ben a vildg gylimdlcs
termesztésének 57%-at 5 féle gyliimoles foglalta magaban, melynek 9%-at a sz616 adta
(FAO, 2021). Jelenleg a termesztésbe vont sz6l6 legnagyobb részét a kerti sz6lo Vitis
vinifera L. teszi ki, mely szamos biotikus stresszhatasnak van kitéve.

A sz06l6 gombas ¢és oomikotds megbetegedéseit célzd rezisztencia kutatasok
elsésorban a szololisztharmat (Erysiphe necator), a szdéloperonoszpora (Plasmopara
viticola) és a sziirkerothadas (Botrytis cinerea) fontossagara hivtak fel a figyelmet. Az elmult
évtizedekben azonban a klimavaltozassal jard széls6séges idéjarasi kortilmények, illetve a
kizarolag lisztharmat és peronoszpora rezisztens sz616 fajtak alkalmazasa mind elGsegitették
az olyan masodlagos koérokozok fokozottabb megjelenését a sz6lbiiltetvényekben, mint a
feketerothadast okozd Guignardia bidwellii. A korokozo hazankban 2010-ben és 2014-ben
jarvanyszer(i megjelenésével jelentés terméskiesést okozott foleg a teljes kémiai védekezés
nélkiili kdrnyezetkiméld és biotermesztésben.

Egyre siirgetobbé valik a fenntarthatd gazdalkodas és a megvaltozott éghajlathoz
vald alkalmazkodas figyelembe vétele a sz6lonemesitésben. A novényvédoszerek tulzott
hasznélatadval megjelend fungicidrezisztens koérokozok, masrészt bizonyos hatdanyagok
hasznalatat érintd szigoritasok, az Eurdpai zold megallapodas 2030-ra kitlizott 50%-0s
peszticid csokkentése mind kihivast jelent a szdlotermesztoknek. Ehhez sziikséges lehet
egyrészt a sz016 természetes ellenalloképességének kihasznélasa illetve fokozasa, a gomba-
patogén kapcsolatok bioldgiai alapjainak feltardsa, tovabba a hagyomanyos fajtakkal
szemben az 1ij, ellenallo fajtak nemesitése (Kozma, 2022).

A transzgénikus novények alacsony tamogatottsiga miatt ugyancsak cél a
genomszerkesztéssel, mint pl. a CRISPR moédositassal kialakitott rezisztencia megvalositasa
a sz6lében a megfeleld bormindség biztositasa mellett (Topfer és Trapp, 2022). Jelen
dolgozatban néhany, a sz616 gombas megbetegedését okozo faj, a nekrotrofok, biotrofok

illetve elsGsorban a hemibiotrofok elleni védekezéshez kivantam hozzajarulni.



10



2. CELKITUZESEK

A bevezetésben magfogalmazott altalanos célkitlizés, vagyis a nekrotro6f Botrits
cinerea és foleg a hemibiotroéf Guignardia bidwellii elleni rezisztencianemesités biologiai

alapjainak fejlesztéséhez munkam soran az alabbi konkrét célokat fogalmaztam meg:

1. A nekrotrof Botrytis cinerea elleni védekezési lehetdségek vizsgalata kapcsan terveztem
a sziirkerothadassal szemben kevésbé érzékeny két ’Juhfark’ klon értékelését
klonszelekcids kisérletben.

2. A sz0l6 feketerothaddsanak hemibiotréf korokozodjaval szembeni ellendllosag és a
sztilbének kapcsolatanak vizsgalata kapcsan harom célt tliztem magam elé.

2.1. Sztilbén formak mennyiségi meghatarozdsa egészséges ¢és fertdzott levélbodl
laboratériumi koriilmények kozott nevelt ndvényeken.

2.2. Feketerothadas ellenalld és fogékony fajtak sztilbén szintjének meghatarozéasa
levélbdl szabadfoldi kisérletben.

2.3. A sztilbén szintek és az ellenallosag vizsgélata feketerothadés ellenall6 és fogékony
genotipusok keresztezésébdl szdrmazd utddnemzedékben. A tulajdonsagok
(sztilbén tartalom és feketrothadas) kozotti kapcsolat mértékének igazolasa.

3. A feketerothadas hemibiotrof kdrokozdjanak fert6zésére adott RNS szintii valaszreakciod
elemzése kapcsan két célt tiiztem ki.

3.1. A feketerothadéas fert6zés hatdsara eltérd expresszids valtozast mutatd gének
azonositasa fogékony ¢s ellenallo fajtak esetében

3.2. Feltételezett feketerothadas ellenallosaghoz kapcsolhatéd gének validalasa RT-gPCR
expresszios kisérletekben

4. A betegségellenallosdgban potencidlisan részt vevé gének csendesitésére vonatkozo
vizsgalatok elokészitéséhez terveztem tovabba:

4.1. CRISPR konstrukcio létrehozasat néhany kivalasztott, a korfolyamatban szerepet
Jatsz6 novényi gén csendesitéséhez

4.2. Embriogén kallusz indukéldsanak kidolgozasat sz616levélbdl és portokbol CRISPR

kisérlethez
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A sz616 legfontosabb nekrotrof és legfontosabb hemibiotrof betegsége

A novény patogén gombak és oomikotdk életciklusuk és fertdzési stratégidjuk
alapjan biotrof, nekrotrof, illetve hemibiotrof stratégiat is kovethetnek (Doehlemann et al.,
2017). A biotrof életmodot folytatok az €16 szovetet kolonizaljak és kizardlag ebben képesek
novekedni, a sejtekbe pl.: hausztériumokkal behatolva szert tesznek a gazdandvény
anyagcsere termékeire. A nekrotrofok a gazdandvény elpusztitdsaval annak elhalt részeibdl
taplalkoznak, és ehhez, a biotrofokkal ellentétben sejtfalbonté enzimeket és toxinokat
termelhetnek.

A sz6lében a legjelentdsebb obligat biotrofok a Plasmopara viticola (Berk &
Curtis) Berl. & De Toni és a peronoszpoéra, az Erysiphe necator Schwein, a lisztharmat
korokozoja. Nekrotrof tomlésgomba faj pl. a Botrytis cinerea Pers., a sziirkerothadas és a
Coniella diplodiella (Speg.) Sacc., a fakérothadas kivaltoja.

A hemibiotréfok kezdetben biotrof életmodot folytatnak, melynek hossza valtozé
lehet, majd végiil nektrotr6ffa valnak ¢és elpusztitjdk a gazdandvényt. Ide sorolhatd pl. a
Guignardia bidwellii (feketerothadas) és Elsinoé ampelina (antraknozis) tomlésgomba
fajok.

Mindazonaltal egy 10j csoportositast javasoltak Hane és munkatarsai (2020) a
szénhidratokra hatdé enzimeket (glikozil-transzferazok, glikozid-hidrolazok, szénhidrat-
észterazok, poliszacharid-liazok) kodold gének alapjan. Elkiilonitettek monomertrof
(biotrof), polimertrof (nekrotrof), mezotrof (hemibiotrof) és vaszkulartrdéf (rothadast,

hervadast és antrakndzist okoz6) gombakat.
3.1.1. A nekrotrof Botrytis cinerea, a sziirkepenész korokozoja

A Botrytis cinerea egy széles gazdanovénykorrel rendelkezd, polifag, nekrotrof
gombafaj. A sz616 sziirkerothadas korokozoja, a Botrytis cinerea Pers., 2021-ben érvényes
rendszertani besoroldsa az International Commission on the Taxonomy of Fungi alapjan:

Orszag: Fungi

Torzs: Ascomycota

Osztaly: Leotiomycetes

Rend: Helotiales
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Csalad: Sclerotiniaceae

Nemzetség: Botrytis/Botrytinia

Faj: Botrytis cinerea

Az ivaros alakja az aszkosporat képzo6 Botryotinia fuckeliana, mely a természetben
nagyon ritkdn talalhato meg.

A sziirkerothadas a sz616 minden zold részét képes fertézni. Fert6zési forras lehet
az elhalt névényi anyagban 1évo fekete, atteleld képletekbdl (szklerociumok) kiszabaduld
konidium. Ugyanakkor a mikro-, makrokonidium, apotécium, klamidospora €s a micélium
is fertézhet. A fert6zést elOsegiti a légaram és a csapadék, de kiilonb6zd olyan vektorok
szerepét is leirtdk mar a betegség terjesztésében, mint a sz616molyok vagy az ecetmuslica.
A konidiumok csirdzasa 6-8 ora alatt lezajlik, ha 18-20 °C kozotti a hdmérséklet és 20 6ran
at tarto feliileti nedvesség biztositott.

A fertézés kezdetén a konidium egy fizikai kolcsonhatasban megtapad a kutikulan,
majd kicsirazik és appresszoriumot képezve behatol a ndvényi szovetbe. A csiratdomlo
csucsat egy szénhidrat és fehérje tartalmu extracelluldris matrix veszi koriil, mely egyrészt
er0sebb adhéziot eredményez, masrészt védi a gombat a novényi stresszvalasztol és a
kiszaradastol. Passziv mdodon, a gazcserenyilasokon at vagy a sériilt feliileten keresztiil is
bejuthat a gomba. Masrészt enzimatikus folyamatok, mint kutinaz vagy lipaz is segithetik a
penetraciot (Farkas et al., 2016).

A sejtfalbont6d enzimek mellett nem gazdaspecifikus toxinok, mint a botridial, a
botcinin sav és kis RNS-ek (sRNS) is képzddnek (Collado et al., 2007; Tani et al., 2006). Az
SRNS-k azonban nem feltétleniil hatarozzak meg a gomba virulencigjat (Qin et al., 2023). A
fertdzési folyamatban a sejthaldlt indukalo effektorfehérjék is részt vesznek, pl.:
xiloglukanazok (BcXYG1) (Zhu et al., 2017), xilanazok (Xynl11A) (Noda et al., 2010).,
mellyekkel képes a gomba manipuldlni a ndvény programozott sejthalalat, hogy helyi
nekrozist indukaljon és az elhalt szovetekkel taplalkozhasson (Bi et al., 2023).

A bogy6 kutikulijanak vastagsaga, a fiirtszerkezet befolyasolja az egyes fajtak
érzékenységét. A Kifejezetten a vékony héja, tomott fiirtd fajtak, mint a *Juhfark’, *Kadarka’,
’Pinot noir’ kiemelten veszélyeztettek. Aszusodasra, amely folyamatot ugyanezen korokozo
inditja be és okozza — hajlamos fajtak Tokajban a Furmint, a Harslevelil. Az els6 tiinetek a
leveleken megfigyelhetdek egy-egy f6értdl kiindulva nekrotikus foltok formajaban. A fiirtok
a viradgzas soran fertézédhetnek eldszor, majd fiirtzarodéas utdn zold vagy savanyu rothadés

kovetkezhet be, amelynek sordn a bogyon sziirke konidiumgyep képzddik. A kérokozd
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héoptimuma 25 °C alatt van. Kocsadnybénulast is okozhat, mely soran nem rothado, de
zsugorodo bogyok figyelhetdk meg.

A zsendiild, érésben 1évo, alacsony cukorfoku fiirtok karositasa a leggyakoribb,
ennek az esds, paras idojarasi koriilmények kedveznek. Szaraz, meleg idoben a bogyok
megtoppednek, a cukorszintjiikk megnd és a gomba ndvekedése megtorpan. Ekkor a rothadas
leall és a gomba metabolitjai keriilnek be a sz616be, nemesrothadas kovetkezik be (Dula et
al., 2016). Kiilonboz6 agrotechnikai modszerek, mint a megfeleld tapanyag ellatottsag a
nitrogén taltragyazas helyett, a szell6s lombozatban a szabadon 1évo fiirtok vagy a biologiai
készitmények, mint az Aureobasidium pullulans élesztégomba sporak hasznalata és a
peronoszpoéra ellen is hasznalt kontakt hatdéanyagu szerek is segithetnek a védekezésben

kozvetleniil fiirtzarodas elott.
3.1.2. A hemibiotrof Guignardia bidwellii jelent6sége, rendszertani besorolasa

A sz016 fert6zd, jarvanyos gombds betegségei koziil a jol ismert peronoszpora,
lisztharmat, illetve sziirke- és fakorothadason kiviil a feketerothadas egy wjabb kihivast
jelentett a novényvédelemben. 1805-ben észak-amerikai utja soran, F. A. Michaux jegyezte
fel a feketerothadas tiineteit egy Lexington kozeli szdlészetben, Kentucky allamban
(Ramsdell és Milholland, 1988). A 19. szazad masodik felében mar a Nagy-tavak kornyékén
okozott jarvanyt. Europaba elészor 1885-ben, Dél-Franciaorszagba fert6zott észak-amerikai
hibridekkel keriilt be (Viala és Ravaz, 1886), majd Dél-Amerikdban és Azsidban is
megjelent (Crandall et al., 2022). A 21. szazadban Németorszagbdl indult el a jarvany, az
Alpok kornyéki sz6ldtermesztd régiokat, majd Romaniat illetve Magyarorszagot is érintve.
Chilét és Ausztraliat, illetve a korokozo szdmara nem kedvezd klimaju teriileteket, mint
Mexiko vagy Skandinavia, elkeriilte a fertézés (Pirrello et al., 2019).

Magyarorszagon a sz6l6 feketerothadasat el6szor Mikulas és Tomcsanyi (1999)
irtak le Kerekegyhazan, majd hazankban a betegség jarvanyszintli megjelenését 2010-ben és
2014-ben tapasztaltak (Dula et al., 2016). A lisztharmat-, peronoszpéra rezisztenciaval
rendelkezd, azonban feketerothadasra fogékony szdldéfajtak haszndlata, az Okologiai
termesztésben hasznalt, feketerothadassal szemben nem hatékony fungicidek alkalmazésa,
a felhagyott szoldiiltetvények, illetve az iiltetvény mikroklimajat parasabbd tévo
termesztéstechnologiai eljarasok a klimavaltozassal egyiitt, mind hozzajarulhattak a

Guignardia bidwelii elterjedéséhez (Hoffmann et al., 2018).
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A 52616 feketerothadas Eszak-Amerikaban 6shonos koérokozoja, a Guignardia
bidwellii (Ellis) Viala et Ravaz, 2021-ben érvényes rendszertani besorolasa az International
Commission on the Taxonomy of Fungi alapjan:

Orszag: Fungi

Torzs: Ascomycota

Osztaly: Dothideomycetes

Rend: Botryosphaeriales

Csalad: Botryosphaeriaceae

Nemzetség: Phyllosticta/Guignardia

Faj: Phyllosticta ampelicida/Guignardia bidwellii

A rendszertan olyan alaktani bélyegeket vesz figyelembe, mint a gombahifa
makromorfoldgidja vagy a betegség tiinetei a sz610n, azonban a molekuldris meghatarozas
nélkiil ez 6nmagéaban nem teljesen megbizhat6. Raadasul, bizonyos tanulmanyok alapjan a
feketerothadas korokozodja legalabb 4 fajt foglal magaban, a Phyllosticta nemzetségbdl, ezek
a Phyllosticta ampelicida, parthenocissi, partricuspidatae és vitis-rotundifolia (Zhang et al.,
2013; Zhou et al., 2015).

A gomba molekularis modszerekkel torténd azonositasat a riboszémalis RNS-t
kodolo génjei kozotti ITS (internal transcribed spacer) régid, illetve béta-tubulin, kalmodulin
gének alapjan végzik (Crandall et al., 2022). Moreno-Velazquez (2019) Guignardia
bidwellii f. euvitis specifikus detektalasat dolgozta ki az ITS1 illetve ITS4 régidban 1évé SNP
alapjan.

A mikroszatellita (SSR) markereket elterjedten hasznaljdk novény-korokozo
populacid vizsgalatokban. A feketerothadas populéacié szerkezetének vizsgalatdhoz 11 db
SSR markert fejlesztett ki Guignardia bidwellii-ben Narduzzi-Wicht (2014). Ehhez
Svéjcbol, Franciaorszdgbol, Németorszagbol, Luxemburgbol és USA-bol, 69 gomba
genotipust gyljtottek be. A Vitis fajok illetve fajtak és a patogén Phyllosticta ampelicida
genotipusok kozott viszont nem talaltak kapcsolatot. A Bordeaux kornyéki francia mintak
nagyfoku allélgazdagsdgot mutattak, melynek oka lehet az, hogy az els§ eurdpai nagy
feketerothadas jarvany kiinduldpontja Franciaorszag volt.

Az egri sz0l6 {ltetvényekben megjelent Guignardia bidwellii populaciok
valtozatossagat vizsgalta Spitzmiiller (2018). Mindegyik izolatumban a sejtmagi
riboszomalis DNS ismétlddés IGS, aktin és RAS fehérjét kddold gének, elongacios faktor
1-a, kalmodulin és kitin szintdz 1-t kodold gének egy szakaszat sikeresen szekvenaltdk meg,

hogy a sz6l6 feketerothadds korokozdjanak szélesebb korti jellemzését elvégezzek.
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Narduzzi-Wicht (2014) munkassagat alatamasztva, a 11 SSR markert is detektaltak
mindegyik mintaban. A gomba teljes genom szekvenciajat 2022-ben publikaltak (Eichmeier
etal., 2022).

A sz616 feketerothadas korokozojat els6ként Naemospora ampelicida-ként irtak le
(Engelman, 1861), majd kés6bbiekben az anamorf alakjat Phyllosticta ampelicida néven
jegyezték fel, a Phyllosticta (=phyllon levél, stictos pontozott) genusban (van der Aa, 1973).
A gomba teleomorf alakja a Guignardia bidwellii (Ellis) Viala & Ravaz elnevezést kapta.
Harom forma speciales-a létezik, a Guignardia bidwellii f.sp. euvitis, parthenocissi,
muscadinii, melyek eltér6 mértéki patogenitassal rendelkeznek a kiilonb6z6
gazdanovényeken (Luttrell, 1948).

A Guignardia bidwellii f.sp. parthenocissi kizarélag a Parthenocissus fajokat
fertézi. A Guignardia bidwellii f.sp. euvitis és muscadinii is a Vitis vinifera fajtakat timadja
meg. Az euvitis forma azonban az Euvitis subgenusba tartozé Vitis fajokat is, a muscadinii

pedig a Vitis rotundifolia-t is képes megfertézni (Jabco et al., 1985).
3.1.3. A korokozo gazdandvénykare, tiinetei, életciklusa, a korfolyamat

Guignardia bidwellii (Ellis) Viala & Ravaz (1886) (anamorf alakja: Phyllosticta.
ampelicida (Engleman) Van der Aa) (Sivanesan és Holliday, 1981) a sz616 feketerothadas
elsddleges korokozoja lehet hemibiotrof, amely kezdetben biotrof, tiinetmentesen van jelen,
majd ezt a fazist nekrozis koveti. Ugyanakkor biotrof endofita gomba is lehet, amely
tiinetmentesen van jelen a ndvény szoveteinek belsejében szimbiontaként, de szaprotrof
¢letmoduva valhat (Kuo és Hoch, 1996a).

Elsédleges gazdanovényei kozott a Vitaceae csaladbol a Vitis fajokat, mint pl.: a
Vitis vinifera, labrusca, rotundifolia, arizonica-t talaljuk, illetve egyéb fogékony
sz6l6fajokat is talalunk az Ampelopsis, Cissus és Parthenocissus nemzetségekben
(Sosnowski és Tan, 2017).

A Vitis amurensis-t is a feketerothadas alternativ gazdandvényeként jellemezték,
azonban két Vitis amurensis x Vitis vinifera hibrid is ellenallonak bizonyult a fertézéssel
szemben (Roznik et al., 2017). Az 6shonos amerikai Vitis fajok és interspecifikus hibridjeik
valtozo ellenallosaggal rendelkeznek, mig az Gsszes eurdpai termesztett sz0616 koziil a Vitis
vinifera fajtak fogékonynak tekinthetok (Ferrin és Ramsdell, 1977; Hausmann et al., 2017).
Ugyanakkor a Vitis vinifera fajtak kozott is érzékenységi kiilonbségeket fedeztek fel, ennek

17



hatterében az 4allhat, hogy eltérd a fogékonysagi idéablakuk ¢és a tiineteket kezdetétdl eltelt
napok szamaban is eltérés lehet fajtanként (Szabd et al., 2023).

A feketerothadassal szemben kevésbé fogékonyak a Parthenocissus tricuspidata és
a Parthenocissus quinquefolia fajok (Eyres et al., 2006). Az ellenall6 sz616k kozé tartoznak
az amerikai alanysz6l6k koziil a Vitis rupestris (Scheele), a Vitis riparia (Michaux), a Vitis
candicans (Engelmann) és a Vitis cordifolia (Michaux) (Sosnowski és Tan, 2017).

A sz616n kiviil Asplenium nidus-bol, Garcinia hombroniana levelébdl illetve
Calotropis procera idésebb leveleibdl is izolaltak a gombat (Nascimento et al., 2015;
Sommart et al., 2012; Sosnowski és Tan, 2017).

A feketerothadast okozo gomba a szO6l6 valamennyi fiatal, zold, névekvd, fold
feletti részét megtamadja. A betegség elso tlinetei altalaban a legfelsbb leveleken jelennek
meg kb. egy-két héttel a fert6zés utan, melyet a hdmérséklet és a fajta is befolyasol. A
levélhez képest a bogydkon késébb latszodnak a fertdzes jelei.

A leveleken fakd, krémszini foltok valnak lathatéva és kb. 24 oran belill egy
vildgosbarna nekrotikus rész veszi koriil 6ket, majd s6tétbarna szegély képzddik. Két nappal
késobb koncentrikus korokben a kék illetve fekete tlisziirasnyi méretli pontok, a piknidiumok
jelennek meg. A gomba hatdsara a bogyok nedvességiiket vesztik, és kékesfekete mimiava
alakulnak, melyek pszeudotéciumokban aszkosporat, illetve piknidiumokban konidiosporat
képeznek. A levélnyélen, fiirtkocsanyon és a hajtastengelyen hosszanti lefutast fekete,
szabalytalan alakt, siippedd foltok jelzik a feketerothadas fert6zés jelenlétét. A fiirttiinet
megjelenése Vitis vinifera cv. ’Merlot’ fajtanal mindossze 14 nap, azonban ’Kékfrankos’-
nal minimum 21 nap (Schmidt és Hoffmann, 2021). A névényi szovetek kora is befolyasolja
a tiineteket, a mar nem névekvo, iddsebb levelek tiinetmentesek, amely jelenséget tobb Vitis
spp.-nél is kimutattak, a korral a kutikula és a sejtfalak megvastagodnak a levélben és a
alakul ki (Kuo és Hoch, 1996a).

A bogyokon, illetve a leveleken 1évo tiinetek hasonlithatnak mas gombak altal
okozott fert6zéshez, mint a Plasmopara viticola, Botrytis cinerea és a Coniella diplodia altal
okozott sz6léperonoszpoéra, sziirke- és fakorothadashoz, illetve perzselésszerli vagy a
herbicidek, miitragyak altal okozott foltok is megtévesztden hasonloak lehetnek (Crandall et
al., 2022; Dula et al., 2016). A sz6l6peronoszpora és —lisztharmattal valo fert6zési feltételek
megegyeznek a feketerothadaséval, ezért egy idodben mindhdrom megbetegedés sujthatja a

szOl6t.
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A 520610 feketerothadas fertdzési forrasai lehetnek a gomba ivaros, ivartalan formait
tartalmazéd vagy a gombamicéliummal atszott, talajra hullott, illetve a tokén attelelt
mumifikalodott flirtok, levelek, riigyek, kacsok, vesszOk is egyarant, melyek legalabb két
évig megodrzik élet- és fertdzOképességiiket. A megfeleld6 homérséklet (legalabb 9 °C),
paratartalom és fény hatasara képzddik mindkét sporatipus, majd rovid érési idészakon
mennek keresztiil. A spordk terjedhetnek széllel és csapadékkal. A tavaszi, elsddleges
fertézést az aszexualis termotestekbdl, a piknidiumokbol szarmazd konidiumok is
okozhatjdk a riigyfakadas idején, mig kb. két héttel késébb pedig az ivaros termdtestbol
felszabaduld aszkosporak (téli sporak) (Dulaetal., 2016). A masodlagos fert6zés a leveleken
megjelend piknidiumokbol szarmazo Gn. nyari sporakbol indul el. A betegség policiklikus,
egy fertdzési ciklus a spora kiszabadulasatol az érett termdtest 1étrejottéig tart, mely tobbszor

ismétlodik (1. abra).

. Aszkosporak

‘ }‘ \ Aszkosporik és konidiumok @

megfertozik a fiatal, zold

novekvo részeit a sz6lonek - ﬁ

Pszeudotécium az
asszSfJ()rékkal

Konidiumok

s N\

Piknidiumok a
konidiosporakkal

A mummifikalodott bogyokban atteleld A léziokban képz6dé piknidiumokban

piknidiumok és pszeudotéciumok 1év6 spordk a nyar folyaméan ismétlodo
fert6zést okoznak
1. abra

Szolofeketerothadas betegség ciklusa (Szabo et al., 2023).

A legveszélyesebb fertdzesi forrast mégis az iiltetvényben maradt atteleld képletek

jelentik, mivel ezek egész tenyésziddszakban bocsathatjak ki a sporat magukbol.
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A sporak csapadék hatasara szabadulnak ki a termdtestbdl, 0,5 mm/h esé és
legalabb 7 °C-os hémérséklet sziikséges ehhez a tenyésziddszak elején (Schmidt és
Hoffmann, 2021). Ugyanakkor a sporak csirazasahoz és a fertézéshez is sziikséges a
csapadek, a fertozés 10 °C felett kovetkezhet csak be. A piknidium 15 masodperc alatt
megduzzad, majd 3-5 perc alatt kibocsatja a sporakat magabdl (Dula et al., 2012). A sporak
képesek atvészelni az aszalyos id6szakokat, a konidiumok az élet- és fert6zOképességiiket
60 napig is megdrizhetik. A legtobb aszko- és konidiospora kibocsatas a zoldborsé nagysagu
bogyoméretnél figyelheté meg (Onesti et al., 2018).

Az enyhén nedves levélfelszinen percek alatt megtapadnak a spordk, ebben
hidrofob, van der Waals és elektrosztatikus kdlcsonhatasok vehetnek részt. Savas kozegben
vagy megemelt elektrolit koncentracid, illetve pozitiv toltésii aminoszilan feliileten mar
0,03 masodperc elegend6 volt ehhez (Kuo és Hoch, 1996b). Ugyanakkor a levél fonakjan is
képesek csirdazni a sporak, ezért a védekezésben lényeges a levelek mindkét oldalanak
lekezelése. A tiinetek jelentdsebbek voltak a levél abaxialis oldalan (Ullrich et al., 2008). Az
extracellularis matrix is valosziniileg szerepet jatszik a konidiumok megtapadasaban, ezen
kiviil részt vesz a spérdk védelmében és a gazdandvény felismerésében. A sporat, a
csiratomlét, illetve az appresszoriumot is koriilveszi. Az adhézié folyamata valosziniileg
passziv, mivel rovid id6, akar 0,03 masodperc alatt végbe mehet.

A konidiosporabol az adhézid utdn tud csiratomld fejlddni, ehhez atlagosan 50-
70 perc elegendd volt Vitis vinifera cv. *Chardonnay’ levelén. A csiratomlé végsd hosszat
befolyasoljak a kdrnyezeti koriilmények. Kezdetben egy 5 um-es csiratomlo fejlodott, mely
mar appresszoriumot képezett, majd 6 6raval az inokulécio6 utan, 20-40 um-essé fejlodtek a
csiratomlék a fogékony Vitis vinifera cv. ‘Chardonnay’ levelén (Kuo és Hoch, 1995). A
csiratomlok hosszat egy fogékony Vitis vinifera cv. *Csaba gyongye’ és ellenallo *Csillam’
fajta levelén vizsgalta Kellner Phyllosticta ampelicida sporaval torténé fertézést kovetd 18.
oraban (Kellner et al., 2021). Az ellenalld ’Csillam’ fajta levelén atlagosan 40 um, mig
fogékony ’Csaba gyongye’ fajta levelén atlagosan 120 um hossztiak voltak a csiratomlok
vagyis lassabb volt a novekedésiik az ellenallo fajtan.

Laboratoriumi koriilmények kdzott a csirdzés nutrient €s vizagar taptalajon csak kis
mértékben megy végbe, mig a szdldlevelek felszine vagy a polisztirén feliiletén
jelentdsebben.

A folyamat soran a konidiumbol gémb alaku testek keriilnek at a konidiosporabol
a csiratdmlébe, majd a melanizalt appresszoriumba. A gomba képleteivel szomszédos

epidermisz sejtekben pedig paramuralis szerli testek és vezikulumok jelentek meg Vitis
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vinifera cv. ’Rajnai rizling’ fajtaban, melyek pontos szerepe nem ismert (Ullrich et al.,
2008).

A spordk csirazasdhoz és a szOlobe vald behatolasdhoz a homérséklet
emelkedésével egyre rovidebb ideig tartdé nedvességre van sziikség. A csiratomlo
megjelenését kdvetd 5-6 Oran beliil, a levél koratdl fliggetleniil appresszorium képzddik,
amelynek segitségével a gomba a behatolds utan szubkutikuldrisan nd leginkdbb az
epidermisz antiklinalis sejtfalai felett, a levélerek kozelében.

Az 1d6sebb levelekben azonban a tovabbi novekedés ledll, bar a gomba ¢életképes
marad (Kuo és Hoch, 1996a). Az appresszorium kialakulasa utan 48-60 draval jott 1étre az
els6 hifa. A gombahifak kutikula alatti novekedése a fiatalabb, novekvé Vitis vinifera cv.
’Chardonnay’ levelekben jelent6sebb, az idésebb, mar nem novekvo levelekben maximum
30 um-t tudott csak haladni, de még 2 honapig é€letképes lehet. A sejtek kortilbeliil 10-12
nap utan omlanak G6ssze (Kuo és Hoch, 1996a; Ullrich et al., 2008). Mindkét sporatipus
azonos modon csirazik, képez melanizalt appresszoriumot és hifakat.

A Vitis vinifera cv. ’Rajnai rizling’ levél kutikulajanak emésztése soran hifak
lenyomatat taldltdk meg, mely alapjan arra kovetkeztettek, hogy a gomba bizonyos
biokémiai reakcio altal a szdlélevél kutikuldjat megbonthatja. A gomba permeabilizald
anyagokat is termelhet, hogy a tapanyag a sejt belsejébol az apoplasztba keriilhessen. Erre
utal az, hogy a hifdk terjeszkedésével a levél felszine hullamosséa valik. A levél abaxidlis
oldalén torténd fertdzés esetén a gomba nem hatol be az alapszdvetbe a gazcserenyilason
keresztiil, hanem a sztomak korili antiklinalis sejtfalakon terjed, mely igy is biztositja a
tapanyagot, valoszinlileg a gazdandvény gombanak valé felismerését megkeriilve. A gomba
fejlédéséhez sziikséges feltételekrdl kissé eltérd vélemények jelentek meg, a kisérleti
koriilmények eltérései miatt.

Amig 10 °C-on még 24 ora nedvességboritas sziikséges a csirazashoz, addig a
konidiumok csirazasahoz 25 °C-on 6 6ra, vagy 10-15 ora folyamatos nedvesség boritas kell,
Az aszkospora esetén 24 °C-on 5 oOra, vagy akar 36-48 ora sziikséges (Mikulas, 2019;
Schmidt és Hoffmann, 2021). Azonban 27 °C felett ismét megné ez az idGtartam, a fertdzés
pedig 32-33 °C felett nem megy végbe (Schmidt és Hoffmann, 2021).

A fogékony Vitis vinifera cv. *’Csaba gyongye’ fajta levelén a fert6zést kovetd 18.
oraban kimutathato volt a csirazas, 36. 6raban pedig intenziv hifanévekedés (Kellner et al.,
2014).

A Guignardia bidwellii hemibiotréf koérokozoként kezdetben biotrof, majd

nekrotroffa valik, mely soran toxinképzés jellemzi. A nekrotikus 1éziok megjelenéséhez a
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gomba olyan nem gazdaspecifikus toxinok termelésével jarulhat hozzd, mint a
guignardiasav, a fenguignardiasav, az alaguignardiasav vagy a guignardianone A, E és F
(Buckel et al., 2017; Szabo et al., 2023).

A homérséklet, a sz6l6fajta, illetve a ndvényi szovetek fejlettsége is egyarant
befolyasolja a fertdzéstél az elsé tinetek megjelenéséig eltelt id6ét. Altalanossdgban a
viragzast kovetd 6-7 hétig, a zsendiilésig a legfogékonyabbak a fiirtok, azonban a
fogékonysagi idészakot befolyasolja a szoléfajta. A teljes nagysagukat eléré bogyokat,
illetve leveleket mar nem képes fertézni a gomba. A lappangasi id6 10-14 nap volt fiatal,
még novekva Vitis vinifera cv. ’Chardonnay’ leveleken (Kuo és Hoch, 1996a).

A szbldlevelek kora és a korokozoval vald inokuldcié utdn eltelt id0 nem
befolyasolta a fertdzottséget. A szOl6 szovetek fejlettségétdl fliggetlen a gomba csirazasi
képessége is, azonban masképp tudnak védekezni az eltérd korti névényi részek (Kuo és
Hoch, 1996a). A sziikséges inkubacios id6 a leveleknél, hajtasoknal, aszkospora
kibocsatasnal homérsékletfiiggd (Szabo et al., 2023).

A 1ézidk, majd a piknidiumok megjelenését €s a cirrus-, konidiosporaképzddést
befolyasolja a fajta, a hdmérséklet és a relativ paratartalom, illetve a nedves idészak hossza.
A 1éziok létrejotte és a piknidiumok megjelenése kozott eltelt id6 hossza valtozo, ezt a
hémérséklet hatdrozza meg. A cirrusok a piknidiumokon képzddnek, melyek fehér vagy
attetszd, nyalkas képletek, melyekbdl a konidiumok kikeriilnek a kdrnyezetbe.

A piknidiumok Vitis vinifera cv. *Barbera’ sz616fajta levelén 5-35 °C kozott tudtak
megjelenni in vitro koriilmények kozott. 5 °C-on ez akar 8 nap is lehet, mig a hdmérséklet
novelésével egyre csokkent ez az iddtartam és a piknidiumok szdma nétt. Képzdédésiik
optimalis hdmérsékleti tartoméanya 20-30 °C koz¢ esett, ekkor 2 napra volt sziikség az elsd
piknidiumok létrejottéhez a leveleken és ekkor keletkeztek a legnagyobb szamban.

Mindazonaltal legalabb 90 %-os relativ pératartalom sziikséges a létrejottiikkhoz,
melynek emelkedése 100%-ig, még nagyobb szamu piknidium képzddéshez vezetett.
Szabadfoldi kisérletben szintén 2 nap elteltével megjelentek a piknidiumok, azonban
legnagyobb mennyiségben 12-24 nappal a 1ézi6 megjelenését kovetden. Az elsé cirrusok
15 °C-on jelentek meg, 20 °C-on tovabb emelkedett a mennyiségiik és ekkor rendelkeztek a
legnagyobb sporaszdmmal. A legtobb cirrus 25 °C-on termelddott, mely homérsékleten
16 napig emelkedett a szamuk, viszont a sporaszam alacsonyabb volt a 20 °C-on mérthez
képest (Onesti et al., 2016).

A forro, szaraz (atlagosan 29 °C feletti homérséklet) és a csapadékos nyéar

(atlagosan 20 °C feletti hdmérséklet) hatasat modellezték Vitis vinifera cv. *Barbera’ fajtan

22



54 + 2 % relativ paratartalom mellett, illetve a tobbszori esézést is vizsgaltak, melyet a
tobbszori steril desztillalt vizzel torténd mosas jelentett. 87 nappal késébb még mindig volt
sporatermelés mindkét homérsékleten vagyis a forrd, szaraz nyarat is at tudja vészelni a
gomba, egy kedvezdbb csapadékosabb iddszak 1étrejottéig. Azonban az ismétlodd esdzés

jelentdsen lecsokkenti a konidiumok szamat (Onesti et al., 2017).

3.1.4. Védekezés lehetdségei €s a fungicidrezisztencia

A betegséggel szembeni védelemre a megfelel6 agrotechnikai modszerek €s kémiai
védekezés egyiittes alkalmazaséaval tehetiink szert. Ugyanakkor a feketerothadas rezisztens
vagy kevésbé fogékony szolofajtak hasznalata is segithet. A szell0s lombozat, az iiltetvény
gyommentesitése mind eldsegiti a csapadék gyors felszaradasat, mely a gomba szamara
kedvezo koriilményeket megsziinteti. Tovabba a fertdzott ndvényi részek eltavolitasa, illetve
talajba forgatasa csokkenti a fert6zési veszélyt. Kiilonosen veszélyesek a felhagyott
szOldiiltetvények, melyekben enyhe tél esetén konnyen megdérzddhetnek a sporak,
rezervoarokat kialakitva. A gomba levél ad- és abaxialis felszinét is képes fertdzni, ezért
mindkét oldalat érdemes fungiciddel kezelni.

A lisztharmat és/vagy peronoszporaval szemben alkalmazott harom hatéanyag
csoport, a feketerothadds megeldzésében szintén hatdsosnak bizonyult. A feketerothadas
fertdz¢si iddszaka nagyrészt megegyezik ezzel a két, masik szOldbetegségével, ezért is
hatékony ezek hasznalata az integralt sz616gazdalkodasban.

A ditiokarbamatok, quinone outside inhibitorok (Qol) koziil a strobilurinok, mint a
piraklostrobin, illetve a szterolgatlok koziil a miklobutanil és a tebukonazol alkalmazasa valt
be, azonban az utdbbi hatdanyag inkabb kurativ jelleggel, a korfolyamat gatlasaban jatszik
szerepet. Ezen kiviil a boszkalid, illetve a cyflufenamid/fluopiram €és dimetilacios inhibitor
(DMI) fungicidek hasznalataval értek el sikert a sz616 védelmében (Dula et al., 2016; Molitor
és Beyer, 2014).

Az organikus sz6l6iiltetvényekben a réz-hidroxid és réz-oxiklorid keveréke (Bigot
et al., 2014) volt hatasos, azonban a szintetikus szerek hatasosabbak. Mivel a gombaspodra
csak enyhén nedves felszinen képes csirazni, ezért nedvesitOszerek, mint Szaponinok
hasznalata is eredményes lehet a védekezésben, melyet Yucca sp., Hedera helix, Sapindus
mukorossi, Chenopodium quinoa, Quilaja sp., primula gyokerekbdl vontak ki. Azonban
tiveghazi koriilmények kozott volt csak hatdsos ezek alkalmazdsa, mivel a szaponinok

szabadfoldi kisérletben a valtozé 1ddjarasi koriilmények miatt mar egy kis esé csokkentette
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a hatékonysagukat. A feketerothadassal fertdzott sz6l0ben a betegség sulyossagat csokkenti
tudja egy Bacillus subtilis készitmény, illetve hatékony az Aspergillus niger egyik térzsének
fermentleve is (Palfi et al., 2020; Rutto et al., 2021).

Mindazonaltal az organikus szOldiiltetvényekben a megfeleld higiéniai
koriilmények, a feketerothadas rezisztens vagy tolerans sz616fajtak, az eldrejelzési modellek,
illetve a web-alapti dontéstamogato rendszerek jelenthetik a megoldast. Ajanlott kiilonb6z6
hatdsmoda fungicideket alkalmazni, az egyoldalu szerhasznalat miatt a gombaknak
rezisztens populéacidi johetnek 1étre.

A quinone outside inhibitorok a mitokondridlis respiraciot gatoljak, a 1égzési
elektrontraszportlancban a citokrom bcl enzim komplexéhez kapcsolodva fejtik ki
hatasukat. Qol, pl.: strobilurin rezisztencia a mitokondrialis CYTB gén 143. kodonjaban
nem jellemzdé a mutédcio, igy a fungicid rezisztencia sem alakul ki mas gombafajok, mint
Puccinia spp. vizsgalatanal. A magyar sz6l6iltetvényekrdl a kiilonboz6 sz6lo fajtakrol
izolalt, illetve torzsgylijteménybdl (LGC ATCC) szarmazd Guignardia bidwellii torzsek
szekvenalasa soran nem talaltak intront a 143. kodon mellett. Ugyanakkor Guignardia
aesculi, Guignardia gaultheriae esetében sem talaltak intront ebben a pozicidban, mig
Guignardia citricarpa és Guignardia mangiferae torzsekben detektaltik. Osszességében a
Guignardia torzsekben az intron jelenléte illetve hianya nem feltétleniil fiigg 6ssze a Qol
rezisztenciaval és a Qol elemekre valo érzékenységgel, vagyis mas mechanizmus allhat e
jelenség mogott (Horvath et al., 2018).

A fungicidek hasznalata csOkkenthetd betegség ellenalld fajtak alkalmazésaval,
azonban a hagyomanyos nemesités soran az introgressziot nehezitheti a hosszl generacios
1d06, a beltenyésztéses leromlas lehetdsége €s a nem kivant izanyagok megjelenése a sz616ben

¢és a borban (Topfer és Trapp, 2022).

3.2. Novényi immunvalasz: rezisztencia

A gazdandvénnyel valo kolesonhatas lehet kompatibilis, melyben a gazdandvény
érzékeny, mig inkompatibilis kdlcsonhatasnal (rezisztencidnal) a ndvény nem fogékony a
koérokozora nézve. A gén a génnel szembeni modellben az inkompatibilitas feltétele az
egymassal komplementer dominans rezisztencia génnel (R génnel) rendelkezd gazdandvény

¢és a dominans avirulencia gént (effektor gént) hordozo patogén talalkozasa (Flor, 1956). A

24



rezisztencia gén egy olyan domindnsan 6roklédé gén a ndvényben, mely a kérokozd egy
vagy tobb genotipusaval szemben védelmet nyujt, leginkabb rasszspecifikus, altaldban NLR
tipusu. Az effektorok a korokozo patogenitasaért felelés virulencia faktorok, faj-,rassz- vagy
torzsspecifikus fehérjék is lehetnek (Thomma et al., 2011).

A rasszspecifikus (vertikalis) rezisztenciara nemesités alapjat a dominans, egyedi
R gének jelentik, melyek mono- vagy oligogénes 6roklodést mutatnak, amelyek 01 fajtakba
torténd beépitése gyors eredménnyel kecsegtet a nemesités soran. A nem rassz-specifikus
(horizontélis) rezisztencidra nemesitésnél, mivel ez poligénes, mennyiségi Oroklodési,
nehezebb a géneket azonositani.

A biotrof €s a hemibiotréf kérokozok elleni védekezésben az NLR-knek, mig a

nekrotrof patogéneknél az altalanos rezisztencianak van szerepe (Liao et al., 2022).
3.2.1. Sejtszintli védekezési folyamatok

A rezisztens novény rendelkezhet 6roklott rezisztenciaval, mely jelenthet passziv,
preformalt védekezést vagy indukalt immunitést is. A preformalt rezisztencia allando fizikai
és kémiai akadalyt jelent a korokozd szamara. Példaul, Plasmopara viticola fert6zés
vizsgalata soran az aszkorbinsav-peroxiddz magasabb alapszintje volt megfigyelhetd egy
rezisztens sz6l6fajtaban a fogékonyhoz képest (Gong et al., 2022).

A novény-korokozd kolcsonhatasok dinamikdjanak alapmodelljét Jones és Dangl
dolgozta ki (Jones és Dangl, 2006). A cikk-cakk modell az indukalt immunvalaszban a
PAMP altal kivaltott (PTI) és az effektor molekulak altal kivaltott immunitasként (ETI)
jellemzi a novényi védekezési stratégiakat (2. abra). A nevezéktant kés6bb modositottak és
a receptorok tipusa alapjan a PRR és az NLR kozvetitett immunitas fogalmat vezették be a

PTI és az ETI helyett (Lacaze és Joly, 2020).
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2. abra
A novényi immunvdalasz cikk-cakk modellje. PTI: a PAMP dltal kivaltott immunitds, ETS:
effektor molekulak altal kivaltott érzékenység,; ETI: effektor molekulak altal eloidézett
immunvdlasz; PAMP: patogén asszocidlt molekularis mintazat; R-gén: névényi
rezisztencia gen (Dedk et al., 2018).

A PTI vagyis az altalanos rezisztencia folyamata soran a novény felismeri és
megkoti a transzmembran helyzetii PRR segitségével a kiilvilag feldl érkezé korokozonak
egy molekularis szakaszat, a PAMP-t/MAMP-t. A PRR kozvetitett immunvalaszt a DAMP,
vagyis a kérosodads kovetkeztében a gazdandvény sejtjeibdl felszabaduld degradacios
termékek, pl.: sejtfal poliszacharidok vagy az intakt sejtek altal szekretalt molekuldk is
kivalthatjak (Hou et al., 2019). Tovabba a PRR-k fitocitokineket is képesek megkdtni,
melyek olyan ndvényi peptid hormonok, melyek a citoszolban keletkeznek, majd az
apoplasztba keriilve serkentik a novény immunitasat (Luo, 2012). Ezen kiviil a PRR-k az
apoplasztikus patogén eredetii effektorokat is felismerhetik (Ngou et al., 2022).

Vitis viniferaban, a gombasejtfalat alkoto kitin és kitozan PAMP-okat a VVLYK1-
1 és VWLYK1-2 LysM receptor kinazok ismerik fel (Brulé et al., 2019). DAMP-ként pedig
szintén a kerti sz6l6ben, a novényi sejtfalbol szarmazé xiloglukan oligoszacharidokat
azonositottak (Claverie et al., 2018).

A PRR-ek altalanos felépitésére jellemzo egy sejtfelszini ligandum koté domén és
egy transzmembran domén, mig a citoszdl feldli oldalon nem feltétleniil talalhaté domén.
Az intracellularis kinaz domén hianya alapjan receptor szerli fehérjéknek (RLP), mig

jelenléte esetén receptor szerli kinazoknak (RLK) is nevezhetjiik dket.

26



Az extracellularis domén felépitésében lehet leucin ismétlddésben gazdag (LRR),
lizin motivumot tartalmaz6 (LysM), lektin tipusu, epidermalis ndvekedési faktor szerli
(EGF), galakturon kot6 sejtfalhoz asszocialt kinaz (GUbWAK) és WAK asszocialt C
terminalis domén is, mellyel felismeri a korokozonak egy altalaban konzervativ szakaszat
(McCombe et al., 2022). A kitin felismerésében pl. a LysM domén vesz részt.

A PTI soran a védekezési gének expressziojat a PAMP-nak a receptorhoz valo
befolyasoljak. Az alapfolyamatban ez az intracellularis kalcium szint hirtelen
megnodvekedésével és a sejten kiviili reakcioképes oxigén fajtak felhalmozodasaval jar,
melyet a NADPH oxidaz katalizal. A ROS antimikrobidalis hatasu, de egyben szignalként is
mikodik. A kalcium fiiggd protein kinazok aktivaciojaval a MAPK (mitogén aktivalt protein
Kinaz) kaszkad t stimulalodik és novényi hormonok szintetizalodnak.

Alapvetden a biotrof és a hemibiotrof korokozok esetén SA kozvetitett, mig a
nekrotrofoknal a JA, ET medialt védekezés aktivalodik (Pieterse et al., 2009). A két
hormonalis utvonal kozott gyakran antagonista a kapcsolat, azonban megfigyeltek mar
pozitiv kdlcsonhatast is kozottiik Populus nigra egy rozsdagomba fajjal valo fert6zése soran
(Ullah et al., 2022)

Mindezek a PR fehérjék, fitoalexinek transzkripcidjat serkentik ¢€s az
anyagcserében szamos valtozast idéznek elé. A korokozo6 behatolasa soran poliszacharidok,
mint pl.: kalloz termelddik, mely eldsegiti a ndvény védekezését.

Hasonloképp az ETI soran is ROS termelés indukaldodhat, azonban ebben a
folyamatban mar R fehérjék vesznek részt. Ezzel egyiitt SA képzddhet, mely végiil
hiperszenzitiv reakciohoz vezethet, mely sordan ismét ROS szabadul fel és a sejtfal
megvastagodasaval levalasztodhat a fert6zott ndvényi szovetrész. Abban az esetben, ha a
patogén, effektor molekuldk altal meggatolja a PTI-t, akkor az elsd szintli ETS kovetkezik
be. A novény azonban R fehérjékkel felismerheti az effektor molekulakat vagy az effektor
altal modositott sajat molekuléit, ez az ETI folyamata. Ennek kovetkeztében a korokozéd
eliminalodik.

Azonban a korokozo képes lehet Gjabb vagy modositott effektorokat termelni,
mellyel a gazdasejt specifikus monitorozasat gatolhatja, akkor a masodszintti ETS-r6l
beszéliink. Ezen kiviil médosithatja az R fehérjét, illetve a novény is képes lehet ujabb
védekezési mechanizmust kifejleszteni. A ndvényi protedzok a peptidkdtések hasitasaval
részt vesznek a PTI és ETI folyamataban is egyarant, ekképp a korokoz6 felismerésében, a

védekezd rendszer el0hangolasdban (priming), a jelatvitelben és a hiperszenzitiv reakcio
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kialakitasaban (Santos ¢és Figueiredo, 2021). A hormonalis szabalyozasban a JA, ET, SA és
a HNP (N-hidroxi-pipekolsav) szerepét is mar leirtak.

Hatasmechanizmusokat tekintve rendkiviil valtozatosak az effektorok, a PAMP-
hoz kotddve becsaphatjak a PRR-t és ez altal észrevétlen maradhat a korokozo, gatolhatjak
a ndvényi protedzokat, ugyanakkor novényi hormon vagy transzkripciés faktor analogként
is befolyasolhatjdk a ndvényi jelatviteli titvonalakat, végiil pedig a génexpressziot. Az
effektorok egy része valoszintileg a novényben meglévé fogékonysagi géneket célozza meg,
mint pl. Arabidopsis thalianaban a HopZ2 bakterialis effektor az MLO2-t. A sz6l6ben a
Plasmopara viticola altal termelt PvRXLR131 effektor gatolja a BKI1 receptor szer(i kinaz
inhibitort és ezaltal megakadalyozza a sejthalal 1étrejottét a ndvényben (Lan et al., 2019).
Bizonyos biotréf, hemibiotrof gombak effektora és ennek kdvetkeztében az NLR indukcioja
jellemzden hiperszenzitiv reakcioval jar (Balint-Kurti, 2019).

Az R gének tobbsége NLR-eket kodol, melyek elsésorban a citoplazmédban
fordulnak eld, de a plazmamembranban, az apoplasztban, a sejtmagban egyarant
megtalalhatéak. Egy C termindlis leucin ismétlddésben gazdag (LRR), egy kozépsd
nukleotid kot (NB) és egy variabilis N termindlis doménbdl allnak. Az NB és az LRR
domének szabalyozzak az NLR indukciojat, mig a jelatviteli folyamatok aktivalasaban az N
terminalis domének vesznek részt, melyek alapjan TIR toll/interleukin-1)-NLR-eket ¢s CC
(coiled coil)-NLR-eket lehet elkiiloniteni.

Az NLR-ek a ndvény immunrendszerét €s valdsziniileg a fogékonysagi géneket is
monitorozzak. Funkci6 alapjan vannak effektorokat vagy az effektor modositott célpontjat
felismer6 szenzor NLR-ek és helper NLR-k, melyek downstream helyzetben vannak a
szenzor NLR-khez képest az ETI folyamataban. A szenzor NLR-t6l a helper NLR-nek
torténd jelatadas folyamata még ismeretlen.

A cikk-cakk modell hianyossaga az, hogy az R fehérjéknek csak egy bizonyos
csoportjaval foglalkozik, mivel vannak immunitast nem aktivald R fehérjék is. Masrészt nem
ad magyarazatot a koérokozo illetve a novény genomjaban megtalalhaté nagyszamu effektort
illetve NLR fehérjét kodolo génre.

A jéghegy modell alapjan az NLR-k monitorozzdk a ndvényben megtalalhatd
célpontokat (targeteket), mely az immunrendszer része vagy fogékonysagi faktor is lehet
(Thordal-Christensen, 2020). Az NLR-k az els6dleges ETS effektorral kolcsonhatasba 1épve
ETI-t indukalhatnak, ez esetben az NLR R fehérjeként miikodik, ez a lathatd reakcié a

jéghegy csucsa. Ha a patogén képes mdasodlagos ETS effektorral a target és elsddleges
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effektor komplexéhez kapcsolodni, akkor nem jon létre immunreakcié a ndvényben, de a
koérokozd mégis eredményes, ezek a jéghegy aljan 1évé folyamatok.

A PRR, az NLR ¢és a SA medialt immunitasban meglévo kdlcsonhatasokat vizsgalta
Ngou és munkatarsai (2022). A PRR-k képesek egymast serkenteni illetve gatolni is. Az
NLR-ek aktivalasa serkenti a PRR-kozvetitett immunitast és a PRR pedig eldsegiti az NLR
kozvetitett HR-t. A szalicilsav fiiggd és fliggetlen jelatviteli utvonalak is képesek a PRR
szignalizacios komponensek felhalmozodasat eléidézni.

Valosziniileg tobb NLR is képes egyidejileg aktivalodni, de egymasra vald
hatasukrol jelenleg még nincs adat. Az NLR kozvetitett immunitashoz szalicilsav kell, mig
szalicilsav hozzaadasaval az NLR indukalt HR negativan szabalyozodhat.

Megfigyelték, hogy NLR aktivalasaval egylitt mas NLR-k expresszidja is
megemelkedhet. Ez bekovetkezhet kiilsé szalicilsav hozzaadasa esetén is. A szalicilsav
koncentracidja hatarozhatja meg, hogy pozitiv vagy negativ hatassal lesz-e az NLR
kozvetitett immunitasra. A legtobb helper NLR pozitiv szabalyozdja az NLR kozvetitett

immunitasnak, azonban ellenkez6 hatismoda NLR-ket is talaltak (Ngou et al., 2022).
3.2.2. A sztilbének és szerepiik a ndvényi betegségellenallosagban

A sztilbének a novények altal termelt 1,2 difenil-etilén szerkezettel rendelkezd
masodlagos anyagcsere termékek, elnevezésiik a gordg stilbos, fényld szobol ered.
Elsésorban a ndvényi védekezésben szerepet jatszd fitoalexinek, melyek daltalanos
jellemzdje, hogy de novo szintetizalodnak abiotikus vagy biotikus stressz hatasara (Sharma
et al, 2022). A novényi betegség rezisztencidban felhasznalhatd antimikrobialis,
antifungalis tulajdonsadguk, mivel a fert6zés helyén felhalmozddva gatoljak a korokozo
novekedését vagy elpusztitjak azt (Albert et al.,, 2011). Kimutattdk a nematddakra,
rovarokra, ¢s feltételezhetéen a gerinces herbivorokra nézve negativ hatasukat a
sztilbéneknek (Valletta et al., 2021).

A sztilbének a polifenolok sztilbenoid csalddjaban taldlhatok meg, monomer
alakjan kiviil (transz-rezveratrol, oxirezveratrol, piceatannol, izorhapontigenin stb.),
oligomer forméaban is jelen lehetnek. A legtobb sztilbén monomer a rezveratrol, a
piceatannol vagy a pinoszilvin szarmazékai (Dubrovina és Kiselev, 2017). A Vitaceae
csaladban a rezveratrol szarmazékok jellemzdek és az oligomerek koziil a Vitis fajokban az

e-viniferin rezveratrol dimer a leggyakoribb (Riviére et al., 2012).
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Egymastol rendszertanilag tavoli rokonsagi kapcsolatban allo, eddig 45 novény
csaladot jegyeztek fel és 196 ndvényfajban mutattak ki a sztilbének jelenlétét. Osszesen 459
természetes eredetii sztilbént jegyeztek mar fel (Teka et al., 2022). A szarazfoldi novények
kozott a majmohaktol a harasztokon at, de foleg a Gnetophyta térzs Gnetales rendjében, a
nyitvatermoknél az erdei fenyében (Pinus sylvestris), a japan erdeifeny6ben (Pinus
densiflora) és a zarvaterm6knél talalunk sztilbén termeld fajokat. A zarvatermdkon beliil
foként az egyszikiieckben fordulnak el6, mint pl.: a Poales rendben a tarka cirok (Sorghum
bicolor), Arecales és Asparagales rendekben.

A kétszikiieknél eddigi ismereteink alapjan a Rosid és Asterid kladra jellemzdek,
ezen beliil inkabb a Rosid klad tagjaira a Vitales (Vitis vinifera L.), Fabales f6ldimogyoroban
(Arachis hypogaea), Rosales, Malvales, Myrtales rendben fordulnak el sztilbén termeld
fajok (Riviere et al., 2012). Ugyanakkor sztilbének jelenlétét kimutattak mar entomopatogén
baktérium fajokbol (Eleftherianos et al., 2007; Kumar et al., 2012), selyemlepke hernyobol
(Kikuchi et al., 2004), eheté6 gombakbol (Peng et al., 2015), névényben él6 endofita
gombafajokbol (Dwibedi és Saxena, 2019; Shi et al., 2012; Wang et al., 2014) és még
szivacsfajbol is (Jayatilake et al., 1995).

Sz6l6levélben a transz-rezveratrol felhalmozodasat elszor Vitis viniferdban
mutattak ki, mechanikai sériilés és Plasmopara viticola-val torténd fert6zés hatasara
(Langcake és Pryce, 1976). Rezveratrol hatasat vizsgaltak Penicillium expansum
tomlésgombafajban is, melynél a tirozinaz miikodését képes volt gatolni a sztilbén (Kato et
al., 2009).

Sz4l6ben bizonyos sztilbének gatoltak Botrytis cinerea lakkaz termelését illetve a
gombaspora csirazasat illetve a hifa novekedését is egyarant (Taillis et al., 2023).

A termesztett sz610ben a f6 sztilbének, mint a transz-rezveratrol, transz-¢-viniferin,
ampelopszin, visitin B és izohopeafenol/hopeafenol elsédlegesen a fas részekben, a térzsben
¢és a kordonkarban halmozodnak fel, alland6 alkotoként. A gydkérben, a szalvesszoben és a
flirtkocsdnyban magasabb koncentracioban vannak jelen, mint a levelekben, illetve a
bogyokban, melyekben stressz hatdsara nd meg a mennyiségiik. Mindezek ellenére Wang és
munkatarsai (2010) a legmagasabb sztilbén szintaz mRNS és fehérje szintet a levelekben
talalta, mig UV sugarzas hatasara Vitis pseudoreticulata-ban a VpSTS29 szintje a gyokérben
és a levelekben lett a legmagasabb (Ma et al., 2019) . A sztilbén szintaz fehérjék jelenlétét
foleg a sejtfalban detektaltdk és a kiilonboz6 sz016 szovetek masodlagos sejtfalaiban. Ezen
kiviil még ezek a fehérjék jelen voltak a citoplazmaban, az endoplazmatikus retikulumban a

kloroplasztiszban és a vakudlumban. A bogyo érése soran az STS fehérje lokalizacidja nem
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valtozott meg jelentdsen. A sztilbének tehat konstitutiv és indukalhat6 védelmet biztositanak
a ndvényben abiotikus vagy biotikus stressz tényezokkel szemben is egyarant. Az eddigi
kutatasi eredmények alapjan, a vorosszolo fajtak levelében és fiirtkocsanyaban a sztilbének
szintje magasabb, mint a fehér sz616ben (Goufo et al., 2020).

A rezveratrol foként a sz616 héjaban talalhaté meg, transz és cisz sztereoizomer
formaban, legmagasabb értékét, kdzvetleniil a termés éretté valasa el6tt éri el (Weiskirchen
¢és Weiskirchen, 2016). Mennyisége fiigg a sz616fajtatol, a szOl6 fejlettségi allapotatol, a
szO0l6 mivelésmodjatol, az iiltetvény klimatikus és geografikus tényezditdl, a szOolot ért
abiotikus és biotikus stressz hatdsoktol, illetve a borkészitési technologiatol. *Kékfrankos’
fajtaban a fiirton beliil foként a vallban halmozodott fel a rezveratrol egyéb polifenolos
vegyliletekkel egytitt (Balga et al., 2014).

A sztilbén szintazok szabdlyozdsdban résztvevd transzkripcids faktorokat nem
ismerjiik megfelel6en.

A sztilbén szintazok katalizaljak a sztilbén monomerek képzodését egy molekula
fahéjsav szarmazék-CoA (koenzim A) észterébdl (p-kumaril CoA-bol a rezveratrol,
cinnamoil-CoA-bol a pinoszilvin képzddését, dihidro-cinnamoil-CoA-bol a dihidro-
pinoszilvin képz6dését) és harom molekula malonil-CoA kiindulasi termékekbdl (Valletta
et al.,, 2021). A cinnamoil-CoA transz-fahéjsavbol képzddik, amely a sikimisav uton
képz6d6 L-fenilalaninbdl jon Iétre fenil-alanin-ammonia-liaz vagy a bifunkcionalis
fenilalanin/tirozin ammonia liaz altal.

A p-kumaril CoA, atransz-fahéjsav szarmazékabol, a p-kumarsavbol képzodik, ami
pedig tirozinbdl is képzddhet szintén a sikimisav uton (Dubrovina és Kiselev, 2017), mig a
(Roat ¢és Saraf, 2015). A sztilbének glikolizalodhatnak, metilalodhatnak vagy
prenilalédhatnak specifikus enzimek altal, azonban a sztilbén szarmazékok nagy része még
ismeretlen (3. abra). A sztilbén-szintazok szerepét feltételezik még kaffeoil-CoA-bol a
piceatannol képzddésénél.

A sztilbén szintazokon kiviil lényeges megemliteni a flavonoid bioszintézis
kulcsenzimét, a chalkon szintdzt, mivel kompeticido zajlik a két enzim kozott a kozos
szubsztratokért a malonil-CoA-ért és a p-kumaril-CoA-ért, masrészt hasonld kondenzacios
reakciot is katalizalnak. A két enzim nagyfokt aminosav szekvencia azonossagot mutat
egymassal. Ezaltal lehetséges, hogy aktivitadsuk és génexpresszios szintjeik hasonld
szabalyozas alatt allnak. Altalanossagban a szélében a sztilbének kisebb mennyiségben

fordulnak el6, mint a flavonoidok (Goufo et al., 2020)
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A sztilbén szintazokat kédold gének altalaban kis, 1-10 tagi géncsaladokban
fordulnak el6, mint pl. a tarka cirokban (Sorghum bicolor), az erdeifeny6ben (Pinus
sylvestris), a simafeny6ben (Pinus strobus), a foldimogyordban (Arachis hipogaea), mig a
bortermé sz6lében (Vitis vinifera L.) kiilondsen magas a szamuk. Az eddigi ismereteink
azonban csak a termesztett sz6l0 és a tarka cirok genomjat illeten teljesek, mivel ezeknek

hataroztdk meg a nukleotidszekvencidjat.
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3. abra
Sztilbén szintézis a novényekben. (PAL) fenil-alanin ammonialidaz, (PTAL) bifunkcionalis
fenil-alanin/L-tirozin ammonialiaz, (C4H) a cinnamat 4-hidroxilaz, (4CL) 4-kumardt CoA
ligdz, (CNL) cinnamat CoA ligaz, STS (sztilbén szintdz), (RS) rezveratrol szintaz, (PS)
pinoszilvin szintdz.

PN40024

genotipusaban) a sztilbén szintdz géncsaldd teljes jellemzését Vannozzi és munkatarsai

A sz016 12x-es referenciagenomban (V. vinifera cv. ’Pinot noir’

(2012) végezték el. Ez magaban foglalta a gének beazonositasat, annotacidjat, minden tag

filogenetikai elemzését illetve az adatokat beillesztette az eddig kapott génexpresszids
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eredményekbe. Az eredmények alapjan egy kiemelkedden nagy, 48 tagi multigén csaladban
fordulnak eld, melybdl funkcionalis jelentdséget legalabb 32-33 génnek lehet tulajdonitani,
9 gén esetében pedig bizonyitott volt a bet6ltott mitkodés (Parage et al., 2012).

Vitis viniferaban a 10-es kromoszoéman a Konstitutiv expressziot mutatd és az
egyedfejlodés szabalyozasaban fontos sztilbén szintaz géneket, a VVSTS1VVSTS1-6-ig
azonositottak, mig a 16-os kromoszomahoz volt kothetd a stresszvéalaszban szerepet jatszok,
a VSTS7-48-ig jelenléte (Vannozzi et al., 2012). Ezenkiviil feltételeznek egy olyan
felosztast is, melyben vannak a kordn expresszalodok, melyek mRNS-e gyorsan

degradalodik és a késon expresszalodok, melyek mRNS-e stabilabb.

3.3. A sz6l6 rezisztencianemesitése

Eurépaban az els6, nagyobb szolét érintd jarvanyokat az Eszak-Amerikabol
behurcolt karositok okoztak, melyek jelentGs gazdasagi veszteséget okoztak, mivel nem
tudtak koevolvalddni az eurdpai sz6léfajokkal, illetve fajtakkal. 1845-ben a lisztharmat,
majd 1868-ban a filoxéra, mig 1878-ban a peronoszpora megjelenése elinditotta a betegség
ellenallo fajtanemesitést a szOlében. Kezdetben az amerikai sz6él6fajok és -fajtak
keresztezésével, pl.: ’lzabella’, majd az amerikai (Vitis rupestris, Vitis labrusca) és az
eurdpai sz610 keresztezésébel jellemzden filoxéra-, lisztharmat- és peronoszpora rezisztens
direkttermd hibrideket hoztak 1étre. A borkészités soran azonban bizonyos direkttermd
fajtakbol metanol keletkezett, mely egészségligyi kockazata negativan sujtotta a piaci
megitélésiiket. Rdadasul 1940-ben Magyarorszdgon mar a szél6teriiletek 20%-at tették ki
ezek a hibridek (Sidlovits, 2019).

Hazankban a filoxéraval szembeni sikeres alanynemesités Teleki Zsigmond
nevéhez flizddik, ezt kdvetden az 1950-es évek elején vette kezdetét a rezisztens csemege-
és borsz0l6 fajtak nemesitése. A franko-amerikai fajtdk tovabbkeresztezésével Dr.
Csizmazia Darab Jozsef hozta l1étre sz6lGperonoszpora és —lisztharmat ellenallo ’Bianca’
fajtat. A Kertészeti Egyetemen dr. Tamassy Istvan és dr. Koleda Istvan nemesitdi csapata
altal, Vitis amurensis x Vitis vinifera hibridekbdl fagytiird, gombabetegségekkel szemben
ellenallé "Kunleany’, ’Kunbarat’ hibrideket hozott 1étre.

2000-ben a PTE Szolészeti és Boraszati Kutatointézetében ifj. dr. Kozma Pél
vezetésével peronoszpora, lisztharmat €s sziirkerothadas ellendlld, U hibridek eldallitasat

tizték ki célul. Munkéssagaban a peronoszpoéra €s a lisztharmat ellen immunitasszeri
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rezisztenciaval, szlirkerothaddssal szemben magas foka rezisztencidval rendelkezd a
Panndnia, Petra, Jazmin, Borsmenta, Kozmopoliten fajtdkat nemesitett (Németh, 2019).

Az elmult évtizedekben a klimavaltozassal egyiittjaro hatdsok serkentették a
szOlotermesztés tovabbi atalakulasat. A kornyezetkiméld és egyben versenyképes
sz6ldtermesztéshez sziikséges betegség ellenalld, megfeleld gylimoles és bormindséggel
rendelkez6 fajtak nemesitése. Az Eurdpai Unio Ecophyto tervében (2008-2018), a
mezdgazdasagban alkalmazott novényvéddszerek 50%-os csdkkentése volt a cél, masrészt
az europai zold megallapodasban kiilonb6z6 hatdbanyagok kivonasat is célul tiizték ki (ICV,
2013).

Sajnos Onmagaban a betegség rezisztens szOlofajtak 1étrehozdsa nem elengedo.
Vitis vinifera cv. ’Bianca’ fajtaban az Rpv3.1 rezisztencia letorésérél szamolt be Peresotti és
munkatarsai (2010). A stabil, tartos rezisztenciahoz altalaban hozzajarulhatunk a vetésforgd
hasznalataval, a kiilonb6z6 szabadfoldi fajtak, illetve a szomszédos foldteriileteken, az eltérd
fajtak termesztésével. Azonban a sz616 éveld kultirnovény és a 30 éves allokultira miatt ez
nehezen megvaldsithatd, ezért a rezisztencia gének piramidalasa jelenthet megoldast (Topfer
és Trapp, 2022).

A biotechnoldgia fejlodésével mar lehetdség van a novényekben védekezési gének,
mint pl. PR fehérjéket, transzkripcios faktorokat, antimikrobialis peptideket kodolo,
masodlagos anyagcseretermékek (pl. sztilbének) szintézisében szerepet jatszo és egyéb
védekezési gének thlexpresszaltatasaval kozvetlen vagy kozvetett moédon gétolni a patogén
gombak, oomikotak novekedését. Mas szempontbdl viszont a ndvényi betegség
fogékonysagi gének csendesitésével is lehet fokozni a védelmet. Az MLO (Mildew Locus
O) gének, mint lisztharmat rezisztencia gének, el@szor arpaban egy természetes mutacid
alapjan fedeztek fel (Kim et al., 2002). Az MLO fehérje valamennyi szarazfoldi ndvényben
megtalalhatd, a ndvényi stresszvalaszban van szerepe. Ahhoz, hogy a lisztharmat
sporakezdeményekbdl sikeres fertdzés létrejohessen, sziikséges a mikddoképes MLO
fehérje jelenléte (Reinstddler et al., 2010). RNS interferencidval pedig a korokozot célzo,
effektort kodolo gének alulszabalyozasaval lehet eldsegiteni ezt.

A specifikus, kivant jelleg bevitele torténhet kozvetlen génpuskaval (biolisztikus)
torténd géntranszferrel és/vagy Agrobacterium tumefaciens fert6zés altal. A CRISPR/Cas9
sikerrel alkalmaztak sz6l6lisztharmat esetén VVMLO3, sz6l6peronoszporanal VVPR4D és

szlirkerothadasnal VWVWRKY52 modositasaval (Li et al., 2020; Wan et al., 2020).
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A genommodositasi technikéval inszercidt, delécidt is létrehozhatunk ndvényi
sejtekben, a modszerek elnevezésében a kiilonbséget a nukleaz tipusa adja. A CRISPR/Cas9
alapti modszer gyorsabb és koltséghatékonyabb a cinkujj nukleaz (ZFN) és transzkripcios
aktivalo szert (TALEN) modszerekhez képest (Capriotti et al., 2020). A CRISPR/Cas9
rendszerben a tobbi két mddszer fehérje alapt felismeréséhez képest, egy egyszala RNS
molekula ismeri fel, az altalunk megtervezett guide RNS, a mddositani kivant szekvenciat,
mig a DNS kétszalu hasitasat a Cas9 DNaz és helikaz aktivitast fehérje végzi. A CRISPR-
Cas9 segitségével bazispar pontossaggal szerkeszthetd a genom, indel tipusu mutaciok
l1étrehozasa nem homolog végek Osszekapcsolasaval (NHEJ), mikrohomolégia kozvetitett
médon (MMEJ) is megvaldsulhat, mig néhany kilobazisnyi DNS beépitése homolog
rekombinacioval is egyarant (Yao et al., 2017).

Sz6l6ben a legfobb ndvényi regeneracids modszerek kozé tartoznak a hajtasbol
valé organogenezis vagy a szomatikus embriogenezis. A szomatikus embriogenezis soran
dedifferencialt sejtkultirakbol allitanak elé de novo regeneransokat in vitro koriilmények
kozott (Birch, 1997). A médszer eldnye az organogenezissel szemben, hogy egy sejtb6l indul
ki, mellyel elkeriilheté a kiméra képzodés. Raadasul a szomatikus embriogenezis egyben
egy virus, viroid mentesitési eljards, mellyel hozzajarulhatunk a patogénmentes
szaporitoanyag biztositasahoz (Olah et al., 2022).

A regeneracid sikerességét szdmos tényezd befolydsolhatja, mint a szdl6fajta, a
felhasznalt novényi rész és a taptalaj Osszetétele (Zhang et al., 2021). Szdlében a
legelterjedtebb a portokkulturdbol kiinduld szomatikus embriogenezis, melyet szamos fajta
mellett Vitis vinifera cv. "Furmint’-bol is megkiséreltek Olah és munkatarsai (2009), azonban
nem tapasztaltak embridképzddést.

Sz616 kiilonb6z6 részeibdl, mint levélrdl, éretlen viragbimbokbol, ovariumokbol is
lehet kalluszt indukalni. Soliman és munkatarsainak (2018) Vitis vinifera cv. ’Superior
Seedless’ estében sikeriilt levélbol kalluszt 1étrehoznia kiilon-kiilon 2,4D (2,4-diklor-
fenoxiecetsav) illetve NAA (1-naftil-ecetsav) szintetikus auxin és BAP (6-benzil-amino-

purin) szintetikus citokinin, 6sszetétell taptalajokon.
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3.3.1. Feketerothadas rezisztenciaforrasok

Az Eurdpaban termesztett szO0l0 az észak-amerikai eredetli patogénekkel nem
talalkozott, ezért szelekcidés nyomas hidnyaban a feketerothadasra nézve azt varnank, hogy
nem rendelkezik betegség rezisztencidval. Ennek ellenére kimutattak az eurdpai vadszdlo,
Vitis vinifera subsp. sylvestris (Willd). Hegi feketerothadas ellenallosagat. Hasonloképp,
talaltak az Eszak-Amerikaban 6shonos Erysiphe necatorral szemben ellenalld eurdpai és
azsiai sz6l6fajtakat is (Coleman et al., 2009; Hoffmann et al., 2008; Pap et al., 2016).
Mindenesetre az észak-amerikai, feketerothadassal koevolvalédott, ekképp ellendllé vad
sz616 fajokat, mint Vitis cinerea, Vitis rupestris, Vitis lincecumii érdemes a rezisztens
jellegek szempontjabol megvizsgalni.

Késobb feketerothadds rezisztencianemesitéshez kerestek ellendlld Seibel
hibrideket. A 'Chancellor' ('Seibel 7053") és 11 Seyve-Villard hibridet vizsgalata soran a
'Seyval blanc' ('SV 5276') kiemelked6 volt ellenallosagat tekintve (Roznik et al., 2017).
Azonban a Merzling, Felicia és Villard blanc (Seyve-Villard 12375) mérsékelten volt csak
rezisztens, a korabbi tanulmanyokkal ellentétben (Rex, 2012).

A jelenlegi ismereteink alapjan a legjobb rezisztencia forrasok a Seibel 4986
(Rayon d’or) és Seibel 4643 (‘Roi des noirs’), illetve a Rayon d’or x Kékfrankos sziil6k
keresztezésébdl szarmazo 'Csillam' interspecifikus hibrid, mely a feketerothadassal szemben
mind a levél, mind a flirtellenallosagot vizsgalva magas foku rezisztenciat mutat (Kiss et al.,
2017). A tovabbi potencialis feketerothadas rezisztencia forrasok kozott vannak franko-
amerikai, Vitis amurensis hibridek, illetve visszakeresztezett franko-amerikai hibridek,
mivel a franko-amerikai hibridek 6sei k6zott szamos észak-amerikai Vitis fajt talalunk, mint
a Vitis rupestrist és a Vitis lincecumii-t. A sz616lisztharmat, peronoszpoéra és sziirkerothadas
rezisztens ’Arandell’, mérsékelt szintii feketerothadas ellenallosagot mutatott (Reisch et al.,
2014).

A sz6l6fajtak ellenallosagi fenotipizalasan kiviil, a QTL (mennyiségi tulajdonsdgok
szabalyozasaban szerepet jatszo 10kuszok) szaménak és genomban vald lokalizacidjanak
meghatarozasat végzik molekularis markerekbdl allo6 genetikai térképekkel. Tobb
tanulmanyban is a marker alap szelekci6 (MAS) alapjan kétsziilés populaciok hasadd
nemzedékét vizsgalva kerestek feketerothadas rezisztencidhoz kapcsolhaté QTL-t.

Kezdetben a RAPD (véletlenszerlien amplifikalt DNS polimorfizmus) alapjan
Dalb6 és munkatarsai (2000) két lisztharmat rezisztencia QTL-t talaltak a 16-os és a 18-0s

kapcsoltsagi csoportokban, melyek atfedtek a feketerothadas rezisztencidhoz kapcsolhato
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QTL-lekkel Illinois 547-1-ben (Vitis rupestris x Vitis cinerea). Masrészt felhivtak a
figyelmet a sztilbének lehetséges szerepére, mivel a fogékony sziilében, a ’Horizon’
interspecifikus hibridben a 16-os kapcsoltsagi csoport egyik QTL-e atfedésben volt a
rezveratrol bontassal kapcsolatos QTL-lel.

Rex és munkatarsai (2014)’V3125’ (‘Schiava grossa’ x ‘Riesling’) x ‘Borner’ (V.
riparia Gm183 x V. cinerea Arnold) utddjait vizsgalva a 14-es kromoszoman azonositottak
a GF14-41 és GF14-42 markerekkel egy Rgbl (Resistance Guignardia bidwellii 1) QTL-t,
mig a 16-os kromoszoman a Rgb2-t. Hasonloképp, Hausmann *GF.GA-47-42° (Bacchus
Weiss x Seyval Blanc) x ‘Villard Blanc’ (Seibel 6468 x Seibel 6905) és Bettinelli
“Teroldego’ Vitis vinifera hibrid és ‘Merzling” (Seyval blanc x Freiburg 379-52) térképezo
rezisztencia QTL-t, mellyel a korabbi tanulmanyok eredményeit alatamasztottak (Bettinelli
et al., 2023; Hausmann et al., 2017).

Mindezek alapjan bebizonyosodott a korabban feltételezett Vitis cinerea eredetii
feketerothadas rezisztenciar6l, hogy helyette inkabb a Vitis riparidhoz vagy Vitis
rupestrishez kothet6 a feketerothadas ellenallosag (Szabo et al., 2023). Tovabbi genetikai

elemzésekben igéretes lehet még a Vitis sylvestris és amerikai Vitis fajok elemzése is.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. ’Juhfark’ fajta klonjainak botritisz fogékonysaga

Vitis vinifera cv. ‘Juhfark’ sz6l6fajta két kivalasztott klonjanak, a B.1. és B.2.
klénoknak 20 névényes kis parcellait, valamint az alapfajta 0,3 ha-os parcellajat a MATE
Sz6lészeti és Boraszati Intézetének badacsonyi kutatdallomasan nevelték. Mindegyik
vizsgalt szOlGiiltetvényt egyarant 2x1 m-es térallasban, Teleki 5C (E20) alanyra oltva
telepitették kozépmagas kordon miiveléssel. A toketerhelés 7 riigy/m? vagyis 14 riigy/téke
volt.

12 év (2011-2022) meteoroldgiai adatait (napi minimum, maximum és atlag
hémérséklet, napi csapadékmennyiség) egy automata agrometeorologiai allomas (Lufft HP-
100 MeB- und Regeltechnik GmbH-1997) rogzitette a kisérleti ndvényeket tartalmazo
badacsonyi lltetvényben.

Minden évben felvételezésre kertilt a f6 fenoldgiai fazisok: riigyfakadas (BBCH 09,
EL 5), viragzas kezdete (BBCH 61, EL 19), viragzas vége (BBCH 69, EL 26), zsendiilés
(BBCHB&I, EL 35) és az érés (BBCH 89, EL 38) idépontja és a Botrytis cinerea fert6zottség
mértéke teljes érésben. A botritisz fertdzottség mértéke a rothadt bogyodk becsiilt %-0s
aranyat mutatja a teljes parcellaban vizudlis felvételezés alapjan. A statisztikai kiértékelést

az R programmal végeztiik.

4.2. Sztilbén vizsgalatok

4.2.1. Tenyészedényes sz0l6 ndvények €s a fert6zd anyag eldallitasa és tesztelése

A tenyészedényes kisérletekhez kétriigyes dugvanyokat allitottunk eld. A °Csillam’
anyagot a NAIK Szdlészeti és Boraszati Kutatdintézet Kecskeméti Kutato Allomasatol, a
Csaba gyongye’ alapanyagot Balatonboglarrol szereztiik be. Kétriigyes dugvanyokat
metszettiink és inditottunk 3 dl-es perlitet tartalmazd mlianyag poharakban. Az als6 szemet
kivakitottuk, a nédusz alatt 2-4 mm-rel elvagtuk a hajtast. A dugvanyokat 3,5 honapig 25
°C-on, 16 6ra megvilagitassal neveltiik a MATE Talajtani Tanszékének fényszobdjaban.

Az Eszterhdzy Karoly Egyetem Sz6lészeti és Boraszati Intézetétdl 2020. marcius

6-an Guignardia bidwellii izolatumot kaptunk 3%-0s MEA (malataagar) taptalajon. A
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taptalajrol 1x1 cm-es telepdarabokat kimetszve a tenyészetet lefagyasztottuk 1 ml 20%-os
glicerint tartalmaz6 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe -80°C-on. 2020. majus 26-4n
olvasztottuk ki a gombaizolatumot Furmint z6ldbogyolevet tartalmazo zabtaptalajra tettiik,
allando fluoreszcens megvilagitas alatt (50 % Tungsram 36 W F7 Daylight és 50 % Sylvania
36W T8 F Black light blue (UV-A)) 25 °C-on inkubaltuk ¢ket (Roznik, 2019). Havonta 1)
taptalajra oltottuk at a tenyészeteket.

Teszteltik az izolatum életképességét Furmint zoldbogyokon. Ehhez 10%-0S
NaOCl oldatban 10 masodpercig fert6tlenitettiink zoldbogyokat, melyek ezutan
haromszoros steril desztillalt vizes mosast kaptak és steril Petri-csészékbe steril desztillalt
vizzel atitatott szlirdpapirkorongra tettiik dket. A fertétlenitett bogyobol eltavolitottam steril
csipesszel a kocsanyt és annak helyére pipettdztam a gombatelepbdl kivagott 1x1 cm-S
tapatalaj kocka steril desztillalt vizben felvortexelt oldatat pipettaztam a bogyora, majd
sztereomikroszkoppal kdvettem nyomon a fertdzést.

A dugvanyok fert6zéséhez 4 honapos Guignardia bidwellii tiszta tenyészeteket
hasznaltunk, melyeket 1-2 ml steril desztillalt vizzel nedvesitettiink be és felkapartuk a
felsziniiket steril spatuldval. Végiil ~2x10° spora/ml toménységii spoOraszuszpenziot
allitottunk be Biirker kamraval.

A fertdzéshez autoklavozott, steril ecsetekkel vittiik fel a sporaszuszpenziot
egyenletesen felkenve a legfelsd, fiatal levelekre. A kontroll leveleket steril desztillalt vizzel
fajtuk le. A mintdkat 3 bioldgiai ismétlésben, a fertézést kovetden O, 6, 18, 36 oraval
gyljtottiikk, ugyanis a feketerothadas esetében a ndvényi valasz a fert6zést kovetd 24-48
oréaban elddl.

A fertézés mértékét ¢és eldrehaladasat a fert6zott és nem kezelt levélmintak
tripankékkel torténd festése alapjan ellendriztiik (Varallyay et al., 2012), majd a fertézés
eredményességét fénymikroszkdpos vizsgalattal validaltuk.

A tripankék festés protokollja:

1. Feltisztitas

A fertdzott levelekrdl korongokat csiptettiink le és Petri-csészébe helyezett
szlir6papirra raktuk sziniikkel folfel¢, majd etanol:ecetsav (1:1) aranyu keverékét mértiik ra.
A savas etanolos tisztitas soran a sziir6papirt a levélkorongokkal elmozditas nélkiil aztattuk
2 napig. A feltisztitd oldatot reggel és este frissre cseréltiik.

2. Festeés tripankékkel
A feltisztitott levelekrdl a savas etanolt leszivtuk €s helyette 1% HCI-t pipettaztunk

rd, majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubacio alatt elkészitettiik frissen
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az eredeti protokollban szerepld 0,05%-0s helyett 0,01%-os tripankék festék oldatot. A
tripankék festékport sosavas glicerinbe (25%-0s glicerin, 0,5% HCI) oldottuk be. A
levélkorongokat 1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe helyeztiik és ramértiink annyi tripankék
festéket, hogy ellepje a mintakat, majd szobahémérsékleten 30 percig inkubaltuk.

Ezutan a tripankék festéket leszivtuk, majd a levelekre sdsavas glicerint (25%-0S
glicerin, 0,5% HCI) pipettaztunk és a festési hatteret ebben mostuk ki. Fél ora elteltével a
levélkorongokat targylemezre helyeztiik, melyre 50%-os glicerint cseppentiink,
feddlemezzel lefedtiik és fénymikroszkdppal ellendriztiik a fert6zés sikerességét a fogékony

fajtaban.
4.2.2. A szabadfoldi kisérleti sz016 fajtak

2023.janius.6-4n a viragzas kezdetekor (BBCH 61, EL 19) szedtiink levélmintakat
a Pécsi Tudomanyegyetem SzO6lészeti és Boraszati Kutatointézetének Szentmikldshegyi
Kisérleti Telepén taldlhatd szoldiiltetvénybdl kiilonb6zé BR ellendllosdgot mutatd és
feketrothdasra fogékony sz6l6fajtakrol (1. tablazat).

A levélmintakat intenziv ndvekedésben 1évO hajtasokrol szedtiikk. A vitorlatol
szamitva a els6-masodik kiteriilt, kb. 2,5-3 cm atmérdjii levelet tekintettiik ,.kis méretii
levél”’-nek, a tovabbiakban ,,3 cm”, a valamivel idésebb, a vitorlatol szamitott negyedik-
otodik kitertilt 4,5-5,5 cm atmérdji levelet ,,nagyméretli levélnek”, a tovabbiakban ,,5 cm”
tekintettiik. A leveleket 3 bioldgiai ismétlésben gylijtottiik feketerothadasnak ellenallo €s
fogékony sz6l6fajtakrol. Bizonyos fajtakrol, mint a Csillam, SK001/7, 01-1-797 7,5 cm-nél
nagyobb leveleket is kivalasztottunk (a tovabbiakban ,,8 cm”). A Csillam x SKO001/7 és
Csillam x 01-1-797 sziil6k altal 1étrejott hasadd nemzedék tagjait is vizsgaltuk, melyek
kozott feketerothadasnak ellenalld (109, 147, 180, 187, 192) és érzékeny (83, 106, 112, 113,
127,163, 213, 234) hibridek is voltak Ezekrol 1-1,,3 cm” és,,5 cm” méretkategoriaj levelet
gyljtottiink. Ebben az esetben, mivel nem az egyes egyedeket, hanem az ellenallo, illetve
fogékony hibrideket hasonlitottuk Ossze, a két kategdria bioldgiai ismétléseit az egyes
egyedek jelentették. A metszéolloval levagott leveleket aluféliaba csomagolva, folyékony

nitrogénbe helyeztiik és a sztilbén meghatarozasig -80 °C-on taroltuk.
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1. tablazat. 4 sztilbén szint meghatarozashoz felhasznalt kiilonbozo ellenallosagu
szolofajtak. NA: nincs adat. A lisztharmat, peronoszpora rezisztencia gének adatai a vive

adatbazisabol (https://vive.de) szarmaztak.

Fajta Lisztharmat/ [Szarmazas Levél Feketerothadas [Sziirkerothadas
peronoszpora feketerothadas [referencia ellenallosag
rezisztencia ellenallosag
gén (FR)

Feketerothadas ellenallo fajtak

5-11-02 NA V. amurensis  |Ellenalld (Roznik etal.,, [NA

F2 2017)
CSFT92 NA Rayon d’Or x  [Ellenall6 Kozma, szobeli [NA
K ékfrankos kozlés
Csillam NA Rayon d’Or x  [Tiinetmentes  |(Roznik etal., [Kevésbé fogékony
Kékfrankos rezisztencia 2017) (Bényei és Lérincz,
2005)

Merzling Renl, Ren9, Seyval blanc x  [K6zepesen (Loskill etal., |NA

Rpv3.3 Freiburg 379- [ellenalld 2009; F. Rex,
52 (Riesling x 2012; Roznik et
Pinot gris) al., 2017)
Muscaris Ren3, Ren9, Solaris X Ellenalld Kozma, szobeli [Kevésbé fogékony
Rpv10 Muscat a Petits kozlés (Rousseau et al., 2013)
Grains Blancs
Rayon d'Or NA Seibel 405 x  [Ellenalld Kozma, szobeli [NA
Aramon du kozlés
Gard

Seyval blanc  [Ren3, Ren9, Seibel 5656 x  [Magas (Roznik etal., [Kevésbé fogékony
Rpv3.2, Rpv 3.3 Rayon d’Or rezisztencia 2017) (Rousseau et al., 2013)

Solaris Ren3, Ren9, Merzling x Kozepesen (Loskill etal., [Kevésbé fogékony
Rpv3.3, Rpv10 |Geisenheim ellenalld 2009) (Rousseau et al., 2013)

6943

Souvignier gris [Ren3, Ren9, Seyval blanc x |Ellenallo Kozma, szobeli [Kevésbé fogékony
Rpv3.2 Zahringer kozlés (Rousseau et al., 2013)

Lisztharmat és/vagy peronoszpora ellenadllo, de feketerothadasra fogékony fajtik

01-1/797 NA NA Erzékeny Kozma szobeli |[NA

kozlés
SK001/7 NA NA Erzékeny Kozma NA
szobeli kozlés
Bianca NA Villard blanc x [Erzékeny (Hausmann et [Kevésbé fogékony
Bouvier al., 2017; Roznik|(Rousseau et al., 2013)
et al., 2017)

Regent Ren3, Ren9, Diana x Erzékeny (Loskill et al., [Kevésbé fogékony

Rpv3.1 Chambourcin 2009; F. Rex, |(Rousseau et al., 2013)
2012)

Erzékeny (V.vinifera) fajtik
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Csaba gyongye |- Madlene Erzékeny Kozma, szobeli [Kozepesen fogékony
d’ Angevine X kozlés (Bényei és Lorincz,
Muscat fleur 2005)
d’Orange

Furmint - Alba imputotato [Erzékeny (Roznik etal., |[Fogékony
\XVI(;Ii%umsch 2017) (Bényei és Lorincz,

2005)

Kékfrankos - Zimmertraube [Erzékeny Kozma, szobeli [Kevésbé fogékony
Blau x kozlés (Bényei és Lorincz,
Heunisch Weil3 2005)

Merlot - Magdeleine Erzékeny (Loskill et al., [Kozepesen fogékony
noire des 2009) (Robinson et al.)
Charentes

Hibridek

83 NA Csillam x Erzékeny Kozma, szobeli [NA
SK001/7 kozlés

106 NA Csillam x 01-  [Erzékeny Kozma, szébeli [NA
1/797 kozlés

109 NA Csillam x Ellenallo Kozma, szobeli [NA
SK001/7 kozlés

112 NA Csillam x Erzékeny Kozma, szobeli |[NA
SK001/7 kozlés

113 NA Csillam x Erzékeny Kozma, szobeli |[NA
SK001/7 kozlés

127 NA Csillam x 01-  [Erzékeny Kozma, szobeli |[NA
1/797 kozlés

147 NA Csillam x Ellenalld Kozma, szobeli [NA
SK001/7 kozlés

163 NA Csillam x Erzékeny Kozma, szobeli [NA
SK001/7 kozlés

180 NA Csillam x 01-  [Ellenallo Kozma, szobeli |[NA
1/797 kozlés

187 NA Csillam x 01-  [Ellenalld Kozma, szobeli [NA
1/797 kozlés

192 NA Csillam x 01-  [Ellenalld Kozma, szobeli [NA
1/797 kozlés

213 NA Csillam x 01-  [Erzékeny Kozma, szobeli |[NA
1/797 kozlés

234 NA Csillam x Erzékeny Kozma, szobeli [NA
SK001/7 kozlés

4.2.3. Sztilbén mérés UPLC-MS/MS technikaval

Az altalunk vizsgalt sz616fajtakban az alabbi sztilbének szintjét mértiik meg: transz-

rezveratrol, cisz-rezveratrol, a glikolizalt formak koziil a transz-piceid, cisz-piceid, a metilalt
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modosulat a pterosztilbén, transz-g-viniferin, cisz-g-viniferin, transz-o-viniferin, cisz-o-
viniferin, a-viniferin trimert, piceatannol.

A sztilbén szintek meghatdrozasit az MTA martonvasari Agrartudomanyi
Kutatointézetének NoOvényélettani Osztalya végezte. A levélmintdkbol a sztilbének
kivonasat, elvalasztasat ¢és detektalasat egy ultrahatékonysagu folyadékkromatografias
Waters Acquity | class UPLC rendszerrel vizsgaltak, amely egy tobbszords reakcid
monitorozas modszerén alapuld, UniSpray ionforrassal (US) miik6do, Waters Xevo TQ-XS
(Milford, MA, USA) tandem tomegspektrométerrel volt Osszekapcsolva, ami egy argon
gazzal mukodtetett iitkozési cellaval volt ellatva. A modszer soran (Pal et al., 2019), a
fagyasztott levélmintakat folyékony nitrogénben homogenizaltdk és metanol-viz 2:1 aranyt
elegyében extrahaltak 100 mg FW ml™ friss tdmeglire. Az elvalasztis Waters Acquity HSS
T3 oszlopon (1.8 pm, 100 mm x 2.1 mm), 40 °C-os hémérsékleten tortént. A gradiens
elicidhoz viz és 0,1 v/v %-ban hangyasavat tartalmazo acetonitril keverékét alkalmaztak.

Az adatok feldolgozasat Waters MassLynx 4.2 ¢s TargetLynx szoftverrel végezték.

4.3. A feketerothadas ellenallosagban feltételezetten szerepet jatszo gének eltéro

expressziojanak validalasa
4.3.1. A gének in silico bioinformatikai elemzése, primer tervezés

Az RNS szekvenalds bioinformatikai vizsgéalataval kapott korabbi eredmények
(Kellner, 2022) alapjan a (p<0,01) szignifikancia szinten 6, 18, 36 hpi differencialt
expressziot mutatd gének mindségellendrzését végeztem el. Az RNS szekvenalas
adatelemzése sordn kapott XLOC azonositoval jelolt és ehhez pdarositott VIT (v2.1)
azonositoju (a CRIBI adatbazisdhoz tartozo) transzkriptumok alternativ splicing varidnsait
leellendriztem a CRIBI adatbazisaban talalhatokkal. Kisziirtem a hibas szekvenciakat,
két VIT azonositojii gén is tartozhat, illetve a DNS sense €s antisense szalan is azonos
helyzetben lokalizal6dd géneknél eléfordult, hogy a bioinformatikai kiértékelés sordn a két
XLOC azonositéhoz egy VIT azonositoji gén tartozott.

A differenciélt expressziot mutaté gének koziil kivalasztottunk néhanyat, mely
talalatok megerdsitése céljabol RT-PCR-t végeztiink. Ehhez sziikséges volt primereket

tervezni, melyeket az Integrated DNA Technologies
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(https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) oldalan talalhaté OligoAnalyzer™ Tool

segitségével terveztilk meg.

Az altalunk kivalasztott validalando gének (2. tablazat) koziil a sztilbén szintazok
¢s a fenil-alanin ammonia lidzok, illetve WRKY transzkripcios faktorok nagy géncsaladot
alkotnak, mellyel egyiitt szekvencidjukban magas szintli homologiat mutatnak. Ezéltal a
primerek specifikussaganak biztositasahoz, sziikséges volt a teljes géncsalad szekvencidjat
(https://genomes.cribi.unipd.it) gyiijtottik ki. Muscle programban (Edgar, 2004) a
géncsaladok egyes tagjainak a szekvenciat egymashoz illesztettiik.

Az illesztett szekvencidkon beliil egyedi szekvenciaeltérést kerestiink az altalunk
validdlandé VVSTS génekben (STS10,20,21). A specifikussagot ugy érhetjiik el, ha pl. a
validalandé gén forward primerének utols6 (3°) nukleotidja lesz az egyedi, a géncsalad tobbi

crer

junction pontra van tervezve, amely idealis esetben specifikus.

2. tablazat. A kivdlasztott feketerothadds valasz gének a szoloben.

Gén neve Gén funkcidja Gén azonositéja (VIT v2.1) | Gén lokalizacioja a sz616
genomban (v12X.2)
VVSTS10 sztilbén szintaz VIT_216s0100g00780 chrl6:16276379-16278547
VWWSTS20 sztilbén szintaz VIT_216s0100g00900 chr16:16385884-16397049
VWSTS21 sztilbén szintaz VIT_216s0100g00910 chr16:16398197-16400134
VVPAL12 fenilalanin-ammonia-liaz VIT_216s0039g01280 chr16:699950-702582
VVOPR2 12-oxo-fitodiénsav-reduktdz | VIT_218s0041902060 chrl8:27186796-27189275
VWWRKY | WRKY transzkripcios faktor | VIT_207s0031901710 chr7:17794258-17797278
VVRPM1 betegség rezisztencia fehérje | VIT_201s00119g00950 chr1:806633- 809936
rpm1l-like
VWDMRG6.1 | downy mildew resistance 6 VIT_216s0098g00860 chrl6: 21182902- 21186983

Az Emboss primersearch programjaval (Rice et al., 2000) a sz616 referencia

genomon vagyis a kézel homozigdta V. vinifera cv. "Pinot noir’ PN40024 genomjan illetve
Kellner (2022) korabbi munkajabol szarmazo V. vinifera cv. ’Csaba gyongye’ és *Csillam’
referencia transzkriptumunkon ellendriztiik, hogy specifikusan amplifikalnak-e az altalunk

megtervezett primerek. Azoknal a primereknél, ahol nem teljesen egyezett az in silico
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felsokszorositott szekvencia, vagyis mismatchet taldltunk, azokat tovabb vizsgaltuk NCBI

Blast segitségével. Beazonositottuk a mismatchek pontos helyét, mivel ha a forward primer

3’ bazisait érinti a polimorfizmus, akkor az nem detektalhato a valos-idejii PCR soran, mig

a 5 végi szekvencidkban vald eltérés nem okoz gondot. A primerek szekvenciai 3.

tablazatban lathatoak.

3. tablazat. A nyolc potencialis feketerothadas vailasz génre tervezett primerek és a
referencia gének szekvencidai és a PCR termékek mérete széloben. F: forward, R:reverse

primer, félkovér, piros nukleotid a primer specifikussagat jeldli.

Gén neve Primer szekvencia (5°-3’) PCR termék
mérete (bp)

VWSTS10 AGTCTGATTATGCTGATTACTATTTCAA-F 98
GATCATTGATTTGTCACATATGCG-R

WSTS20 CTGGTGCAGATTATAAACTCGC-F 61
ATCACTCTTCTGACAGATGGC-R

WSTS21 AATCGCATATGTGACAAATCAATT-F 59
ATTTCTTCGGTCAAATGAATGTAAC-R

VVPAL12 TCAACTCTGTGAATGATAACCCC-F 70
TGGAAGTTGCCACCATGTAC-R

VVOPR2 ACACTGCTCAAGGGTATCC-F 81
CAGCATCTACAATAGGTTTCCAA-R

WWRKY | CAGCCCCAATCCAAGGAAC-F 84
GAGTCTTCCCTATCCCTTTCG-R

VVRPM1 CCTCCACTTCAACCAATGC-F 117
GCTTATTTGTAGGCTCCTCAAG-R

VVDMRG6 GCTCTATGGTTTTTTCCAGGTG-F 68
CCTCCAACATTTTCTCCATCAT-R

VWGAPDH | TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA-F 70
CCACAGACTTCATCGGTGACA-R

VWSAND CAACATCCTTTACCCATTGACAGA-F 76

GCATTTGATCCACTTGCAGATAGG-R
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4.3.2. A korokozo gomba, Guignardia bidwellii in vitro fenntartasa és a kisérleti

ndvények fenntartasa

A feketerothadasos tenyészetet a Pécsi Tudomanyegyetem Sz6lészeti és Boraszati
Kutatdintézetétdl kaptuk, melyet tovabb oltottunk PDA (burgonya-dextréz) taptalajra. A
tenyészeteket allando fluoreszcens megvildgitas alatt (50 % Tungsram 36 W F7 Daylight és
50 % Sylvania 36W T8 F Black light blue (UV-A)) 25 ° C-on inkubaltuk.

A Guignardia bidwellii fert6zés hatasara bekovetkezett génexpresszios valtozasok
Osszehasonlitdsdhoz egy, a feketerothaddsnak ellenalld interspecifikus hibridet, a
'Kékfrankos' x 'Rayon d’Or' fajtak keresztezésébdl nemesitett *Csillam’-ot és egy fogékony
Vitis vinifera fajtat, a ’Madeleine d’ Angevine’ és a ’Muscat Fleur D'oranger’ keresztezésébol
szarmaz0 *Csaba gyongyé’-t valasztottuk.

A szOlovesszoket a NAIK Szoélészeti és Boraszati Kutatointézet, Kecskeméti
Kutaté Allomasatol kaptuk 2019. januar végén. Egy hét hitott tarolds utan csapvizzel
lemostuk a vesszdket, majd kétriigyes dugvanyokra metszettiik 6ket, melyeket mésfél napig
vizben aztattunk. Ezt kovetden altalanos viragfold és perlit 1:1 aranyt keverékét tartalmazo
fél literes milanyag poharakba iiltettiik el a vesszoket, majd 6 hénapig 21 °C-on, 16 6ras
megvilagitassal neveltiikk 6ket a MATE Talajtani Tanszékének fényszobajaban. Ez id6 alatt
marciusban és aprilisban is a képzddd széldvirdgzatokat steril csipesszel eltavolitottuk, hogy
segitsiik a hajtasndvekedést, illetve majusban és juniusban is visszametszettiik steril
metszdolloval a sz6loket, hogy egységes méretliek legyenek €s Gjrainduljon a honaljhajtasok

novekedése.
4.3.3. Azellenallo és fogékony sz6lofajtak fertdzése a feketerothadas korokozdjaval

A transzkriptomikai eredmények (Kellner, 2022) validalashoz 41 napos
Guignardia bidwellii tiszta tenyészeteket alkalmaztunk, melyeket 1-2 ml steril desztillalt
vizzel nedvesitettiink be és felkapartuk a felsziniiket steril spatulaval. A steril desztillalt viz
hozzaadésat kovetden a kovetkezd tenyészetre pipettaztuk at az elsé tenyészetbdl nyert spora
szuszpenzidt, megismételve ezt a 1épést minden egyes tenyészetnél, egyre toményebb a
szuszpenziot kaptunk. Végiil 10%-10° spora/ml tdménységii sporaszuszpenziot allitottunk be
Biirker kamraval (Hausmann et al., 2017). A fert6zést Kellner és munkatarsai (2014) alapjan
2019. jalius 31-én inditottuk el a féllevél modszert alkalmazva. A mintakat 3 biologiai

ismétlésben, a fertdézést kovetden 6, 18, 36 draval gyljtottik.
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4.3.4. A fert6zés mikroszkopos vizsgalata

A fert6zés mértékét és eldrehaladasat a sziir6papir korongok helyén gytijtott
fert6zott és mock inokulalt levélmintak tripankékkel torténd festése (Varallyay et al., 2012)
alapjan ellendriztik, majd a fert6zés eredményességét fénymikroszkopos vizsgalattal

validaltuk.

4.3.5. Valo6s idejii PCR-rel torténd vizsgalat

Sz616ben a feketerothadasra adott sejt szint(i korai valaszban (0, 6, 18, 36 hpi) az
RNS szintli valtozasokat vizsgaltuk. A génexpresszid relativ kvantifikalasdhoz az
Osszehasonlito AACT modszert alkalmaztuk (Schmittgen és Livak, 2008). A real-time PCR
eredmények statisztikai  kiértékelését a GraphPad Prism szoftverrel (https:/

https://www.graphpad.com) végeztem.

4.3.5.1. RNS kivonas szol6 szovetbdl

Az RNS kivonashoz Gambino moddszerét alkalmaztuk néhany modositassal
(Gambino et al., 2008).

Doérzsmozsarakban azonos mennyiségli levélszovetet tartalmazdé mintat (3
levélkorong tett ki egy mintat) homogenizaltunk folyékony nitrogénben, majd 2 ml-es
Eppendorf csovekbe tettiik at a homogenizalt port.

65 °C -on elémelegitett, 850 pl kivono puffer (2 % CTAB, 2,5 % PVP, 100 mM
Tris-HCI pH 8.0 25 mM EDTA, 2 M NaCl) és 17 pl -merkaptoetanolt adtunk a mintakhoz,
majd vortexeltiik és 10 percig 65 °C —on inkubaltuk rendszeres keverés mellett. Ehhez 850 pl
kloroform-izoamilalkohol 24:1 (CHISAM) aranyu keverékét mértiik és 1 percig forgattuk a
csoveket, majd 11000 g-vel 10 percig, 4 °C -on centrifugaltuk. 800 pl feliiltszot 1j, 2 ml-es
Eppendorf csovekbe és vele megegyezé térfogati kloroform-izoamilalkoholt mértiink
hozza, majd 1 percig forgattuk a csoveket és az elézdekben leirt modon centrifugaltuk.

500 ul feliilaszot uj, 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe mértiink és fele akkora
térfogatu, 250 pl 9 M LiCl-t adtunk hozz4, majd finoman forgattuk. 30 p-ig jégen inkubaltuk
a mintakat, majd 21000 g-vel 20 percig, 4 °C -on centrifugaltuk.

A pelletet 65 °C-0s 500 ul SSTE oldat (1 M NaCl, 0,5 % SDS, 10 mM Tris-HCI pH
8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) hozzdadasat kovetden vortexeltiik, majd 500 ul CHISAM-ot

mértiink hozza és a csoveket forgatva kevertiik a mintakat. 11000 g-vel 10 percig, 4 °C -on
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centrifugaltuk. 400 pl feliiluszot uj, 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe mértiink és 280 pl -20 °C-
os izopropanolt és 40 ul 3 M natrium-acetatot (pH 5,2) adtunk hozza, majd forgatva kevertiik
a mintakat és szobahOmérsékleten 5-10 percig inkubaltuk. 21000 g-vel 20 percig, 4 °C -on
centrifugaltuk, ezutan a pelletet 500 ul -20 °C-0s 70 %-o0s etanollal mostuk. 11000 g-vel
5 percig, 4 °C -on centrifugaltuk. Beszaritas utan 25 pul nukleazmentes vizben oldottuk

vissza és -80 °C-on taroltuk dket.

4.3.5.2. A kivont RNS mintik DNdzos emésztése, RNS koncentracio meghatarozasa és
reverz transzkripcio

A kivont RNS mintak DNazos emésztését TURBO DNA-free™ Kittel (Ambion)
végeztikk. A kivont illetve a DNazzal kezelt RNS mennyiségi és mindségi ellendrzését
Nanodrop segitségével végeztiik el.

Az RNS kivonas soran a szol0 teljes RNS tartalmat kinyerjiik, azonban az mRNS
szinti valasz tanulmanyozdsdhoz a reverz transzkripcioval cDNS-t sziikséges
szintetizalnunk.

A cDNS szintézishez 2 pg DNaz kezelt RNS mintaval dolgoztunk, a High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™) segitségével.
4.3.5.3. Real-time PCR

A reakcidelegyiink 5 pl SsoFast EvaGreen Supermixet (BioRad), primerenként
cDNS-t tartalmazott. Az 6sszemérést steril fiillkében, steril eszkdzokkel végeztiik el.

A cDNS mintakat Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR System
késziilékben szaporitottuk fel. Referencia génként a SAND és GAPDH génekkel dolgoztunk
(Lai et al., 2018; Tashiro et al., 2015). A RT-PCR reakci6 zajlott az alabbi modon (4.
tablazat).

Az RT-PCR reakcid megbizhatosagat gélelektroforézissel ellendriztuk. Ehhez
10 ul PCR terméket 2 pul toltdpufferban (Thermo Fischer Scientific) futtattam meg 3 pl
etidium-bromidot tartalmazé 1,2 %-0s agar6z gélben, 80 V-n 25 p-ig.
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4. tablazat. A valos idejii PCR altalanos hoprofilja.

1. Kezdeti denaturacié 95 °C , 30
masodperc
Denaturacid 95 °C mésiccl) erc
2. Ciklusszém: 45 0
Annelacio/elongacio 60 °C ,
masodperc
Denaturacié 95 °C . 15
masodperc
3.0lvadasi gorbe | Reasszocidcid 60 °C 1 perc
Végso extenzio 95 °C , 15
masodperc

4.4, CRISPR/Cas9 konstrukciok készitése

4.4.1. Guide RNS-k megtervezése

A VWMLO géneket, a kodolo régiokat és az mRNS szekvenciakat NCBI GenBank
¢és a padovai egyetem egykori CRIBI adatbazisabol (https://genomes.cribi.unipd.it) V2.1
annotacid alapjan gy(jtottilk ki Winterhagen, Feechan és Oberhollenzer altal kozolt
tablazatokbol (Feechan et al., 2008; Oberhollenzer, 2013; Winterhagen et al., 2008). Az
Osszegyljtott MRNS szekvenciakat NCBI Blast segitségével illesztettiik a 12x-s sz016
kiilonbségek feltarasdhoz az altalunk megszekvenalt Furmint genomhoz is. Az MLO, DMR6
aminosavszekvenciakat az Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) adatbazisabol kerestiik
ki. A fehérjék szerkezete alapjan olyan domeéneket valasztottunk ki, melyek az MLO, DMR6
miikodésében 1ényegesek. A VVDMR6 génhez az adatokat Zeilmaker munkaja alapjan
gyiijtottiik ossze (Zeilmaker et al., 2015).

A VVMLO gének guide RNSének megtervezeését és Geneious szoftverrel végeztiik.
A gRNS szekvencidkat 12x szO6lo genomra illesztettiik. Azokat a gRNS-ket kizartuk,
amelyek PAM (protospacer melletti szekvencia) szekvenciaja (NGG forward vagy CCN
reverz helyzetii) atfedd blast talalatokat adott. A sz6l6lisztharmat rezisztenciat az MLO 6-7
és az MLOI11 és 13 gének célzott csendesitésével terveziink megvaldsitani. Az MLO
géncsalad tagjainak nagyfokt szekvencia hasonldsaga megneheziti a specifikus megcélzasat
az altalunk modositani kivant szakasznak. A FUMLOG6 és FuMLO7 géneket nem lehet kiilon

megcélozni, ezért a gRNS megtervezésanél 1ényeges szempont volt, hogy mindkét gént
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egyszerre célozzuk meg. A FUMLO11 gén esetében pedig a PAM szekvencia hasonlosaga a
FUMLQ9 génnél nem kivant off-target hatast okozhat.

Az MLO fehérjék egy egyedi, 7 transzmembran régioval rendelkeznek. A
megfeleld, specifikus modositasi célpont a csendesitéshez az elsé két transzmembran domén

vagy az elsé intracellularis hurok lehet (4.abra).

’ Extracellularis hurkok

1
NHZ\ ; ] n
= X1 Transzmembran

Vi Intracellularis hurkok

4.abra
Az MLO fehérje felépitése. A nyilak a CRISPR modositas lehetséges helyeit jelolik.
(Panstruga, 2005).

A megtervezett csendesitd konstrukciokat és azok alapvetd tulajdonsagait az 5.

tablazat foglalja Ossze.

5. tablazat. A CRISPR csendesitésre kivalasztott FuMLO gének és a CRISPR konstrukciok
elnevezései. Fu a Furmintot jelenti, EC=extracellularis , TM=transzmembran régio.

Cél gén Konstrukcio Iranyultsag
FuMLO11 FUMLO_G14 Sense
FuMLO13 FUMLO_G14 Sense

FuMLOG6 és FuMLO7 | FUMLO_EC1 3 Antisense
FUMLO_EC1 3 m7 | Antisense
FUMLO _TM3 1 Sense
FuDMR6 FuDMR6a_G6 Sense
FuDMRG6b_G102 Sense
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4.4.2. A CRISPR konstrukciok elkészitése

A CRISPR konstrukciok 1étrehozasahoz a pUC gRNA shuttle (Addgene: 47024) és
p201N:Cas9 (Addgene: 59175) plazmidokat hasznaltuk fel. A p201N:Cas9 plazmidba az
alabbi konstrukcio ligalasat végeztiik el 3 gRNS esetén (MLO6-MLOY7) (5.abra).

MrU6 promoter scaffold

UNSI gRNS2 UNS2

MiUG prométer scaffold MrUG prométer scaffold

Swal gRNS 1 UNSI UNS2 gRNS 3 Spel

S.4bra
A CRISPR/Cas9 konstrukcio vazlatos felépitése. A konstitutiv expressziot biztosito MtU6
promoter mogott harom blokkban a harom, FuMLOG6 és FuMLO?7 géneket egyarant célzo
konstrukcio keriilt egybe épitésre.

4.4.3. MtU6 promoter és gRNS scaffold amplikon elékészitése
4.4.3.1. pUC gRNA shuttle plazmid kivondsa és tisztitasa

A pUC gRNA shuttle vektort E.coli-ban kaptuk a gyartotol, ezért elészor a
baktérium sejteket 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB taplevesben, 37 °C-on overnight és
200 rpm-en felszaporitottuk razé inkubatorban. A plazmidkivonast alkalikus lizissel
(miniprep) végeztiik az alabbi protokoll alapjan:

1. Az iivegesében levé baktérium tenyészetet Eppendorf cs6be pipettaztuk at és 30
masodpercig centrifugaltuk 13000 rpm-en, majd a feliiliszot ledntottik és a sejtek
feltarasahoz 100 ul GTE oldatot (0,055 mM glitkkdz, 25mM TRIS (pH 8,0), 10 mM EDTA)
mértiink, majd a pellet feloldodasaig vortexeltiik a mintdkat.

2. A mintakhoz 200 ul Solution IT oldatot (0,2 M NaOH, 1 %-os SDS) adtunk, majd
Ovatosan raztuk a csoveket, amig nydkossa nem valtak a mintdk, majd 5 percig jégen
inkubdltuk dket.

3. Ezutan 150 ul Solution III oldatot (3 M kalium-acetat, 11,5 % ecetsav)
pipettaztunk a mintdkhoz, majd forgatva kevertiik fehér csapadék megjelenéséig a cséveket,

majd 5 percig jégen inkubaltuk Oket.
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4. A mintakat 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk, majd a feliilaszot, kb. 400 pl-t egy
tiszta Eppendorf csébe atpipettaztunk és a térfogataval megegyez6 mennyiségii fenol-
CHISAM (1:1) oldatot mértiink hozza, majd 30 masodpercig vortexeltiik.
Szobahdmérsékleten 5 percig 13000 rpm-en centrifugéltuk a mintakat.

5. Tiszta Eppendorf csébe a feliiliszo térfogatahoz, kb. 300 pl-hez képest 2,5-
szeres térfogata abszollt etanolt, ez esetben 750 pl-t mértiink, majd megforgattuk a mintakat
és 5 perc szobahémérsékleten torténd inkubacio utan, 10 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk
Oket €s leontottiik a feliiltszot.

6. 1 ml 70 %-os etanolt mértiink a mintakhoz és 3-4 percig 13000 rpm-en
centrifugéltuk dket, majd ledntottiik a feliilluszot és vakuum centrifugdval a maradék etanolt
eltavolitottuk.

7.1 ul RNaz A-t tartalmaz6 50 pl 1X-es TE puffer oldatot mértiink az egyes pelletet
tartalmazo Eppendorff csovekbe, majd 30 percig 37 °C-os vizflirdében RNaz emésztettiik a
mintékat.

8. Ezutan szobahdémérsékleten short spin centrifugaltuk a mintakat, a plazmidok
kicsapasahoz 30 pul 20 %-0s PEG (6000), 2,5 M NacCl oldatot pipettaztunk, majd 60 percig
jégen inkubaltuk.

9. Ezutan 10 percig 4 °C-on 13000 rpm-en centrifugaltuk a mintakat, majd hirtelen
mozdulattal a pelletrdl leontottiik a feliilaszot. 1 ml 70 %-o0s alkoholt mértiink a mintékra,
majd 3 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk 6ket. Ezt kovetden ledntottik a feliiliszot a
mintakrol és megismételtiik az 1 ml 70 %-os alkohollal valé mosast és a centrifugalast.

10. Végiil 5 percig vakuum centrifugaltuk a mintdkat a maradék alkohol
eltavolitasahoz és 50 pl steril, nukleaz mentes vizben feloldottuk a kivont plazmid DNS-t.

4.4.3.2. MtU6 és a scaffold régio amplifikalasa PCR reakcioval a kivont pUC gRNA
shuttle vektorbol

Az 50 pl-es PCR reakciohoz MtU6 felszaporitasa soran 0,5 pl 1 ng/ul plazmidot
pipettaztunk a 10 ul 5x tdéménységii Phusion High Fidelity puffert, 1 ul 10 mM dNTP mixet,
2,5ul 10 uM MtU6 forward primert (5’-ATGCCTATCTTATATGATCAATGAGG-3’),
2,5ul 10 uM MtUG6 reverse primert (5’-AAGCCTACTGGTTCGCTTGAAG-3’), 0,5 ul
2 U/ul Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNS polimerazt és 33 ul steril nukleaz mentes
vizet tartalmazé PCR csovekbe. A PCR reakci6 6. tablazatban lathato.
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6. tablazat. MtU6 régio PCR héprofilja.

Kezdeti o
1 denaturécio 98 °C 1 pere
Denaturacid 98 °C , 10
masodperc
2. Ciklusszam: 35 Anneldcio 61 °C ’ 20
masodperc
s o 30
Elongécio 72 °C ,
masodperc
3. Végsb extenzio 72 °C 7 perc

A scaffold szakaszt nem sikeriilt Phusion polimerazzal felszaporitani, ezért KAPA
HiFi HotStart Ready mixet hasznaltunk helyette.

A 30 pl-es PCR reakciohoz a scaffold régio felszaporitasa soran 0,9 pl 1 ng/ul
plazmidot pipettaztunk a 15 pl 2x toménységii KAPA HiFi HotStart Ready mixbe, 0,9 ul
10 uM scaffold forward primert (5’-GTTTTAGAGCTAGAAATAGCA-3"), 0,9 ul 10 uM
scaffold reverse primert (5-AAAAAAAGCACCGACTCGGTG-3’), 12,3 ul steril

nukledzmentes vizet tartalmazd PCR csovekbe ¢€s elvégeztiik a PCR reakcidt (7. tablazat).

7. tablazat. A scaffold régio felszaporitisahoz alkalmazott PCR reakcié hdprofilja.

Kezdeti o

L denaturacio 95°C 3 perc
Denaturaci6 98 °C . 20

2. Ciklusszam: 25 masggperc
Annelécio 62 °C ,

masodperc

Elongécid 72 °C 1 perc

3. Végs6 extenzio 72 °C 1 perc

A PCR termékeket agardz gélelektroforézissel valasztottuk el, MtU6 esetén 352 bp;
mig Scaffold esetén is a varhatd 83 bp méretli termeket kaptunk. A promoter PCR termékeét
kitisztitottuk gélbdl Zymoclean Gel DNA Recovery Kittel. Scaffoldnadl magat a PCR
terméket DNA Clean & Concentrator Kittel (Zymo Research). Ezt kdvetden meghataroztuk
Nanodrop spektrofotométerrel a DNS-k koncentraciojat, MtU6: 19,5 ng/ul, Scaffold:
44 .4 ng/ul lett.
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4.4.3.3. MtU6, gRNS és Scaffold szakaszok dsszeépitése, 5’ és 3’ tulnyulo végek szintézise
MtUG6 és Scaffold szakaszokra

A PCR termékek 0,2 pM oldatat készitettiik el a NEBuilder reakciohoz, ehhez
NeBioCalculator-t (https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt) hasznaltunk.

Egy 10 pl-es reakciohoz NEBuilder® HiFi DNA Assembly-t hasznaltuk, 1-1 pl
0,2 pmol megtisztitott MtU6 és Scaffold PCR termékeket, 1 ul 0,2 pmol gRNS-t (adott DNS

olig6t), 5 ul 2x toménységii NEBuilder Master Mixet és 2 pl steril bidesztillalt vizet mértiink
0ssze, majd 50 °C-on 60 percig inkubaltuk.

A p201-Cas vektorba vald ligalashoz és a gRNS kazettdk Osszekapcsolasdhoz
sziikséges a talnytld végek létrehozasa sordn a PCR reakcioban a FuMLO11 _G14 és
FuMLO13_G14 esetén Swal_MtU6 forward és Spel Scaffold reverse primert hasznaltuk.
DMR6 gén esetén a két gRNS kazetta 0sszekapcsoldsdhoz az aldbbi primer parokat
hasznaltuk Swal MtU6 forward és UNSI1 Scaffold reverse primert, illetve UNS1_MtU6
forward ¢és Spel_Scaffold reverse primert alkalmaztuk. A FuMLO6 EC1_3,
FUMLO6_EC1_3 m7, FuMLO6 TM3 1 esetén pedig harom primer part kiilon PCR
reakcioban (8. tablazat) hasznaltunk.

A primerek szekvenciai:

Swal_MtU6 forward primer:

(5°-
GATATTAATCTCTTCGATGAAATTTATGCCTATCTTATATGATCAATGAGG-
3%,

UNS1_Scaffold reverse primer:
(5’-GAGAATGGATGCGAGTAATGAAAAAAAGCACCGACTCGGTG-37),
UNS1_MtU6 forward primer:
(5>-CATTACTCGCATCCATTCTCATGCCTATCTTATATGATCAATGAGG-3"),
UNS2_Scaffold reverse primer:
(5’>-TCCGTCTACGAACTCCCAGCAAAAAAAGCACCGACTCGGTG-37),
UNS2_MtU6 forward primer:
(5-GCTGGGAGTTCGTAGACGGAATGCCTATCTTATATGATCAATGAGG-3’),
Spel_Scaffold reverse primer:
(5>-GTCATGAATTGTAATACGACTCAAAAAAAAGCACCGACTCGGTG-3%).
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8. tablazat. A guide RNS-ekhez felhasznalt primerek.

Beépitendé guide Forward Reverse primer
RNS-k primer neve neve

FuMLO11 G14 Swal_MtUGF Spel_ScaffoldR
FuMLO13 G14 Swal_MtUG6F Spel_ScaffoldR
FuDMR6a_G6, Swal_MtU6F1, | UNS1_ScaffoldR1,
FuDMR6b_G102 UNS1_MtU6F2 | Spel_ScaffoldR2
FUMLO6_ECL1 3, Swal_MtU6F1, | UNS1_ScaffoldR1,
FUMLO6_EC1 3 m7, | UNS1_MtU6F2, | UNS2_ScaffoldR2
FUMLO6 TM3 1 UNS2_MtU6F3 | Spel_ScaffoldR3

A PCR reakci6 (9. tdblazat) sordn Q5 polimerazt hasznaltunk. Egy 12,5 pl-es PCR
reakcidban 1 pl-t mértiink kiilon reakcidelegyekben a haromféle gRNS kazettabol, 0,625 pl-
t 10 uM forward primerbdl, 0,625 pl-t 10 uM reverse primerbdl, 2,5 pl-t az 5% tdoménységii
Q5 reakceio pufferbol, 0,25 pl-t ANTP-b6I, 0,125 pl-t a Q5 polimerazbol és 7,375 pl-t a steril
bidesztillalt vizbol.

9. tablazat. PCR hoprofilja (5° és 3’ tulnyulo végek).

Kezdeti o 30
1 denaturacio 98 °C masodperc
Denaturacié 98 °C mésgdoperc
2. Ciklusszam: 25 20
Annelacio 63 °C ,
masodperc
Elongécid 72 °C 1 perc
3. Végso extenzio 72 °C 2 perc

A PCR termékek mindségét és méretét gélelektroforézissel ellendriztiik, a vart, 495
bp méretli termékeket kaptunk, mely a 3’ talnyuld vég (~20 bp) + MtU6 (352 bp) + gRNS
(20 bp) +Scaffold (83 bp) + 5 thlnyuld végbdl (~20 bp) allt dssze.

4.4.3.4. p201N:Cas9 plazmid kivondsa és tisztitasa, linearizdlasa és ismételt tisztitdasa

A p201N:Cas9 vektort is E.coli-ban kaptuk a gyartotol, ezért eldszor a baktérium
sejteket 50 pg/ml kanamicint tartalmazo LB taplevesben, 37 °C-on overnight és 200 rpm-en

felszaporitottuk raz6 inkubatorban.
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A plazmidkivonast alkalikus lizissel (miniprep) végeztik a feljebb emlitett
protokoll alapjan. Ezutan a kivont plazmidot Zymoclean Gel DNA Recovery Kittel (Zymo
segitségével meghataroztuk, mely 726,5 ng/ul lett.

A linearizalas a ligalasi reakciohoz sziikséges, p201N:Cas9 plazmidot Swal
hasitohelynél nyitottuk fel. Ehhez egy 20 ul-es reakcioba 1 ul Swal (10,000 U/ml)

restrikcids endonukleazt (https://www.neb.com/products/r0604-swai), 2 ul 10x toménységii

NEBuffer 3.1-t, 12,87 ul bidesztillalt vizet és 4,18 ul tisztitott plazmidot vagyis 3 ug
mennyiséget mértiink és 25 °C-on 180 percig inkubaltuk. Ezutan gélelektroforézissel
ellendriztiik a hasitds eredményességét.

A Swal emésztett plazmidot a PCR & DNA Clean-up kittel (Monarch NEB)
tisztitottuk ki agaroz gélbdl.

A plazmid  masodlagos emésztését Spel  enzimmel  végeztik

(https://www.neb.com/products/r0133-spei). Ehhez 20 pl-es reakciéban 1 ul 20000 U/ml

Spel HF enzimet, 2 pl 10x toménységii Cutsmart puffert és 17 pl Swal emésztett, tisztitott
plazmidot mértiink 6ssze, majd 37 °C-on 120 percig inkubaltuk.

4.4.3.5. Ligalas és transzformdcio E.coli 10-béta torzsébe, kolonia PCR

Az inzertjeinket a mar tulnyald végekkel rendelkez6 MtU6 promoter, gRNS,
scaffold alkotta vagyis maga a gRNS kazetta.

Az 5 pl-es ligalasi reakcioban 2,5 pl 2x toménységli NEBuilder Master mixhez
megfeleld térfogatu steril bidesztillalt vizet €s 50 ng anyagmennyiségnek megfelelé p201N-
Cas9 linearizalt plazmidhoz 1 pl egyféle inzertet illetve inzertkeveréket mértiink, mivel
DMR6 esetén kettd, MLOG6 esetén harom gRNS kazettank volt. 50 °C-on 60 percig
inkubaltuk.

A transzformalast a High Efficiency Transformation Protocol (C2987H/C29871)
(NEB) alapjan végeztiik, azonban E.coli 5 alfa torzse helyett 10-béta torzzsel dolgoztunk,
mivel ez alkalmas nagyobb méretii plazmidokhoz. 50 pg/ml kanamicint tartalmaz6 LB
taptalajokra szélesztettiink a ligatumbol 20 illetve 200 ul-ket.

Kivalasztottunk mind a négyféle konstrukciobol tobb CFU-t is a kolonia PCR-hez,
melyeket steril pipettaheggyel emeltink at a 0,5ul 10uM Ubi3P218R (5°-
ACATGCACCTAATTTCACTAGATGT-3’) forward primerbdél, 0,5 pl 10 uM P201R (5°-
GTGATCGATTACCCTGTTATCCCTAG-3) reverz primerbdl, 0,5 ul MgClo-bol, 1,25 pl
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10x toménységi (Cl) pufferbol, 0,25 pul ANTP-bél, 0,08 ul HotStartTaq DNS polimerazbol
(Quiagen) ¢és 8,92 ul steril bidesztillalt vizbdl allo 12 ul PCR reakcidelegyet tartalmazo
csovekbe, majd elvégeztiik a kolonia PCR-t (10. tablazat).

10. tablazat. Kolonia PCR hoprofilja.

Kezdeti

1 denaturécio 95°C  perc
s 50

Denaturacio 95 °C masodperc

2. Ciklusszam: 25 20p
Annelécio 60 °C ,

masodperc

Elongécio 72 °C 1,5 perc

3. Végsd extenzid 72 °C 5 perc

Ezutan gélelektroforézissel megkerestiik a megfeleld mérettartomanyba esé
klonokat, egy inzert esetén 764 bp, két inzertnél 1238 bp, harom inzertnél 1792 bp méretii
termékek jelezték a feltételezhetden sikeres ligalasi reakcidt. A megfeleld klonokat steril
pipettahegy segitségével atoltottuk kanamicint tartalmazé LB taptalajokra, illetve 3 ml
50 pg/ml kanamicint tartalmazé LB taplevesbe, majd 37 °C-on 250 rpm-en inkubaltuk

overnight razoégépben.

4.4.3.6. Plazmid kivonas és emésztés

62 ul inzerteket tartalmazo p201N-Cas9 plazmidot Plasmid Miniprep Kittel
(GenElute) vontuk és tisztitottuk ki, majd a koncentraciojukat Nanodrop spektrofotométer
segitségével ellendriztiik. A rekombinans DNS-eket Ascl

(https://www.neb.com/products/r0558-asci) és Ncol (https://www.neb.com/products/r0193-

ncoi) restrikcids endonuklazokkal hasitottuk. A p201N:Cas9 vektornak két Ascl és egy Ncol
hasitasi helye van, ezért harom fragmentet kapunk sikeres enzimatikus emésztést kovetden.
20 pl-es reakcioban 1000 ng tisztitott plazmidot higitunk ki steril bidesztillalt
vizzel, melyhez 2 pl 10x tdménységii CutSmart NEB puffert és 0,5-0,5 ul 20000 U/ml Ascl
€s 20000 U/ml Ncol HF enzimet mértiink és 37 °C-on 30 percig inkubaltuk.
Gélelektroforézissel ellendriztiik, hogy az adott klonok a megfelelé méretli gRNS
kazettat tartalmaznak-e. Az Ascl altal két, egy 4750 bp €s egy 7950 bp darabot kapunk inzert
nélkiil a plazmidbol. Az Ncol pedig egy 1600 bp vektor szakaszon kiviil az adott méreti
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gRNS kazettaval egyiitti darabot eredményez. Ez egy gRNS kazetta esetén Osszesen
1950 bp, kett6 esetén 2450 bp, harom esetén pedig 2950 bp.

4.4.3.7. Szekvenciaanalizis és a CRISPR konstrukciok felszaporitdsa, tarolasa

Az esetleges mutaciok kizarasara Sanger szekvenalasra elkiildtiik a kivalasztott
klonokat. Az egy ¢€s két gRNS kazettat tartalmazé plazmidok esetén a p201R, harom gRNS
kazetta esetén kiilon reakciokban a p201R (5’- CGCGCCGAATTCTAGTGATCG-3’) és az
UNSZ2R (5’- GTCTACGAACTCCCAGC-3’) szekvenald primereket mértiik a reakcidoba. A

szekvenalast a Microsynth Austria GmbH végezte (www.microsynth.at). A szekvenalt

klonok nukleinsav illesztését Geneious szoftverrel (https://www.geneious.com) végeztiik.

3 ml 50 pg/ml kanamicint tartalmazé LB taplevest mértem Falcon csévekbe a
szekvencia mindségellendrzésen atesett megfeleld klonokkal és overnight felszaporitottam
37 °C-on, 220 rpm-n razatoban 6ket. 500 ul sejtet tettem el 500 pl 40%-os glicerin oldatba

kriocsovekben, majd - 80 °C-os hiitdben taroltuk oket.

4.5. Embriogén kallusz indukcié és felszaporitas Furmint levélbol

4.5.1. Kisérleti novények

Az embriogén kallusz indukcidhoz Vitis vinifera cv. ’Furmint’ portokokat és
leveleket hasznaltunk fel. A sz6ldviragzatokat 2019. jinius 7-én, kozvetleniil viragzas el6tt
gyljtottik be egy Bicskén talalhatd iiltetvényrdl (GPS: 47°28'21.3"N 18°41'03.2"E). A
levelek a kecskeméti NAIK Sz6lészeti és Boraszati Kutatointézetétél kapott in vitro
Furmintrdl szarmaztak.

A sz6léviragzatokat 7 napig, 4 °C-on hiitében taroltuk, majd 70 %-os alkoholban
30 mp-ig és 0,6%-0s NaOCl oldathan 10 percig fertétlenitettiik oket, végiil haromszoros
steril desztillalt vizes mosast kaptak. Steril csipesszel és szikével a virdgzatban 1évo
portokokat kipreparaltuk és megvizsgaltuk a fejlettségi allapotukat. Mindegyik viragzatbol
szarmaz6 portokok IV. stadiumu allapotban voltak (Gribaudo et al., 2007). A Furmint
portokok embriogén kapacitasait MSE/2 és MST/2 taptalajokon teszteltiik Olah és
munkatarsai alapjan (Olah et al., 2009). A taptalajt tartalmazo Petri-csészékbe 40-50 db
portok kertilt 5 ismétlésben, majd 22+/-2 °C-on s6tétben inkubaltuk oket.
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2019. december 10-én az in vitro Furmintrdl steril olld és csipesz segitségével
vagtuk le a legfels6é harom, legfiatalabb levelet, majd szikével daraboltuk fel o6ket
szlirépapiron steril koriilmények kozott. A levéllemezeket korbe vagtuk, majd ugy
daraboltuk fel, hogy levéleret tartalmazzon mindegyik 0,5-1 cm-es nagysagu levéldarab. A
levéldarabokat fonaki oldallal lefelé 1-naftil-ecetsavat és 6-benzilaminopurint tartalmazo %
MS taptalajra és indolecetsav, kinetin tartalmt /2 MS taptalajon inditottuk el Polylux XL 36
W és Tungsram F7 Daylight 36 W megvilagitason 16 oras, s6tétben 8 éras fotoperiodusban,

22+/-2 °C-o0s hémérsékleten.
4.5.2. Felhasznalt taptalajok

A Kkisérlet soran MS alapt taptalajt hasznaltunk (Murashige és Skoog), melyek fele
koncentracioban tartalmaztak a makroelemeket az eredeti taptalaj recepthez képest 20 g/l
szacharéztzal és 7 g/l Oxoid agarral (pH 5,7-5,8), illetve cefotaximot is adtunk a taptalajhoz.
Osszesen 4 kiilonbdzé hormon dsszetételli taptalajt készitettiink (6.4bra).

Az 1) MSE taptalaj (Mozsar ¢és Siile, 1994) 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BAP-t, az
2) MST taptalaj (Olah et al., 2003) 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,05 mg/l TDZ-t tartalmazott. Az 3)
MS/2 NAA, BAP taptalajok 0,5 mg/l NAA-t, 4 mg/l BAP-t, mig az 4) MS/2 TAA, kinetin
tartalmu taptalajok 0,5 mg/l 1AA-t és 1,5mg/l kinetint. Az aktiv szénnel kiegészitett
taptalajokban 0,05 g/l koncentracioban volt aktiv szén Thomas munkassaga alapjan
(Thomas, 2008). Az utdbbi két taptalajpan az MSE/2 taptalajhoz képest a Fe-EDTA
koncentracidja 35,5 mg/l-r61 10,75 mg/l-re csokkentettiik, a szachardz 20 g/l-rél 30 g/l-re
emeltiik, fitoagar 7 g/ rél 6 g/l-re csokkentettikk és 8 helyett 5 féle vitamint tettiink bele,
melyek a thiamin, biotin, Ca-pantotenat, nikotinsav, piridoxin voltak. A 8 féle vitamin koziil
a riboflavint hagytuk ki, mivel gatolhatja a kallusz képzddést (Drew, 1987; Gruselle és
Boxus, 1990), ezen kiviil szintén elhagytuk a folsavat és a p-aminobenzoesavat. A thiamin
mennyiségét is jelentdsen noveltiik, 0,4 mg/l-rél 10 mg/l-re, nikotinsav 0,4 mg/l-r61 1 mg/l-
re, a piridoxin 0,4 mg/l 1 mg/l-re, biotin 0,002 mg/I-r61 0,01 mg/l-re, a Ca-pantotenat pedig
0,4 mg/L-r61 1 mg/l-re., mivel a fasszariaknak magasabb mennyiségben sziikségesek. A

BAP mennyiségét 0,1 mg/l-r6l 4 mg/l-re emeltiik meg a differenciacio eldsegitése céljabol.
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6.abra
Portok és levél kallusz indukciohoz felhasznalt taptalajok.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Botritisz ellenallésag vizsgalata szabadfoldi *Juhfark’ iiltetvényben

Az elmult években a klimavaltozéassal jaro valtoz6 kornyezeti feltételek hatasa
hazankban is egyre jobban megnyilvanult. Ennek eredményeként az dshonos magyar sz616
fajtak tolerancidjanak csokkenése volt megfigyelhetd, amely példaul a ‘Juhfark’
sziirkerothadasra valo fokozott fogékonysagaban is megmutatkozott. A MATE Badacsonyi
Sz6lészeti és Boraszati Kutatoallomasana a *Juhfark’ klonszelekcid célja az volt, hogy a
termés lazabb fiirti legyen, ezaltal kevésbé legyen érzékeny botritiszre.

A klonalis kiilonbségek mértékét az adott évjarat hatdsa sokszor feliillmulja, igy
kifejezetten nehéz tobb éves adatsorokbol az évjarat és a klonalis kiilonbségek hatasat
szétvalasztani. Ennek a problémanak a kikoszobolésére minden ¢€v fenofazisainak
meteorologiai adatai alapjan K atlag csoportképzéssel az éveket 3 csoportba soroltuk. Az elsé
csoportba 2012, 2015, 2016, 2021 és 2022; masodik csoportba 2014, 2019; mig a harmadik
csoportba 2011, 2013, 2017, 2018 és 2020 tartozott (7.abra).
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7.abra

K-érték alapjan torténd csoportositas és az évjaratok fokomponens analizise. A
fokomponens analizisben a klimatikus index szama a riigyfakadastol viragzasig az 1-€S
szam, viragzas alatt 2-es, viragzas vége és zsendiilés kozott 3-as, zsendiilés és érés kozott
4-es szam értéket kapta.
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11. tablazat. Juhfark 2011-2021 kozétti terméshozama és Botrytis fertozottsége. .B.1. és
B.2. ‘Juhfark’ klonok. Base=alap fajta NA=nincs adat (termésveszteség madarak miatt)

B Botrytis
Klén fv Teméshozam . szsttség
kg/m2 %
B.1. 2011 0,28 50
B.2. 2011 0,64 35
Base 2011 0,87 30
B.1. 2012 1,38 0
B.2. 2012 1,34 0
Base 2012 1,06 0
B.1. 2013 1,35 3
B.2. 2013 1,56 2
Base 2013 1,08 5
B.1. 2014 0,73 60
B.2. 2014 0,21 80
Base 2014 0,21 85
B.1. 2015 1,01 3
B.2. 2015 1,21 5
Base 2015 1,46 10
B.1. 2017 1,31 5
B.2. 2017 1,28 5
Base 2017 1,57 5
B.1. 2018 2,26 7
B.2. 2018 1,99 5
Base 2018 2,02 10
B.1. 2019 NA NA
B.2. 2019 NA NA
Base 2019 1,43 40
B.1. 2020 1,01 20
B.2. 2020 1,06 25
Base 2020 1,55 20
B.1. 2021 1,12 20
B.2. 2021 1,09 20
Base 2021 1,48 20
B.1. 2022 0,96 10
B.2. 2022 NA NA
Base 2022 2,25 10
B.1. 2011-2022 1,16 17,8
B.2. 20112022 1,15 19,67
Base 20112022 1,36 21,36
Atlag - 1,23 19,67
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A PC1 ¢és PC2 fékomponensek a teljes variancia 29,4% ¢és 25,4%-at magyaraztak
az évjarat csoportok kozott *Juhfark’ fajt fenofaziainak tekintetében. Az évjarat csoportok
egyértelmiien elkiilonithetéek.

A sziirkerothadas fertdzottséget (%) vizudlis becslés alapjan kovettiik nyomon. A
‘Juhfark’ fajta 2011 és 2022 kozotti 11 éves monitorozasa sordn, 2016-ban az tltetvényt
madarkar sujtotta olyan mértékben, hogy nem lehetett megfeleld mindségii sz016t talalni.
2019-ben csak a *Juhfark’ alapfajta, mig 2022-ben csak a B.1. klon és az alapiiltetvényben

levo sz6loket lehetett kiértékelni.
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Botritisz fertézottség mértéke (%)

, 2
Evjaratok csoportja

8.abra
A Botrytis fertozottség mértéke (%) egyes évjdratcsoportokban a standard ‘Juhfark’ fajta
és a B.1. és B.2. klonokkal 6sszehasonlitva.

‘Juhfark’atlagos terméshozama 1,23 kg/m? 10 év alatt, amely egy 6shonos fajtanal
j6 eredménynek mindsiil és a gazdasagi elvaras felett van. Termésmennyiség tekintetében
nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a klonok vagy az évjarat csoportok kozott.

A botritisz fertdzottség atlagos mértéke az évek soran 19,67% volt, amely magas
értéknek szamit €s a fajtara jellemzod. Szignifikéns kiilonbségek csak a botritisz sujtotta
évjarat csoportok kozott volt. A legtobb évben a sziirkerothadas mértéke alacsonyabb volt a
klénokban az alapfajtahoz képest, kifejezetten az évjarat csoportokban, amelyben a teljes

rothadés elég alacsony volt (1 és 3 évjarat csoport). Az atlagos fertdézottség mértéke
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alacsonyabb volt a B.1. klonban az alapfajtdhoz képest minden évjarat csoportban, azonban

ez a kiilonbség statisztikailag nem alatamaszthat6 (8.abra).

5.2. A feketerothadas és a sztilbének kapcsolata

A sz6loben a sztilbén szintek és a gombas megbetegedésekkel szembeni
ellenallosag Osszefiiggd kapcsolatat feltételezik (Viret et al., 2018). A feketerothadas
korokozojaval valo fert6zésnek a szO16 sztilbén tartalmara kifejtett hatasat eddig még nem

vizsgaltak.
5.2.1. Feketerothadas korokozo6 fertézoképességének ellendrzése

A 81 napig -80C-on tarolt Phyllosticta ampelicida izolatum életképességét és
patogenitasat Furmint zoldbogyon ¢€s a zoldbogyo levét tartalmazo zabtaptalajon teszteltiik.
10 nappal a fertézést kovetéen a bogyd nedvességét vesztette és teljesen ellepte a gomba
fekete telepe, fehér gombafonalakkal atszOve. A taptalajra oltott gombatelepeken pedig
fehér, tejszeri nedv képzodott, melyet fénymikroszkdppal megvizsgalva, intenziv

sporaképz6dést volt lathatod (9.abra).

9.abra

Az A dabran a fertozott bogyon lévo fekete telepek lathatoak fehér gombaszovedékkel 10
nappal a fertézés utan 10X nagyitds, sztereomikroszkop, a B abran zabtaptalajon a
sporulalo 57 napja tenyésztett gombatelepek, 20 % nagyitas, sztereomikroszkop, a C abran
sporak és hifaszovedék a taptalajon lévo 57 napos tenyészetrol, 40 X nagyitas,
fénymikroszkop.
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A sztilbén mérésre szant novények fertdzését kovetden 14 nappal pedig megjelent
a fogékony ’Csaba gyongye’ fajta levelein IS tiinet, amely szintén alatdmasztotta a

gombaizolatum fert6zoképességét.

5.2.2. A feketerothadas fertdzés hatdsa a sztilbén szintekre tenyészedényes kisérletben

"Csillam’ és *Csaba gyongye’ fajtan

A feketerothadas fert6zés sztilbén szintekre vald hatasat az ellenalld ’Csillam’ és a
fogékony ’Csaba gyongye’ fajtdkban vizsgaltuk. A legfelsd, kisméretli levelekkel
dolgoztunk. Az Gsszesitett sztilbének szintjében kiilonbség volt a szabadfoldi kisérlethez
képest abban, hogy kevesebb sztilbén tipust vizsgaltunk (transz-rezveratrol, cisz-rezveratrol,
transz-piceid, cisz-piceid, transz-pterosztilbén, transz-e-viniferin, cisz-g-viniferin).

A °Csillam” mock ¢és a fert6zott levelek kozott a sztilbén szintben nem volt

szignifikans a kiilonbség Kruskal-Wallis teszt alapjan p=0,2820 volt (10.4bra).
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10.4bra
Az osszesitett sztilbén szintek a 0 hpi, 6 hpi, 18 hpi, 36 hpi mock és BR fertozott "Csillam’
levelekben.

A ’Csillam’ fajta esetében a kezdeti 0 hpi idOpontban azonban 59813 ng/g FW
atlagos Osszesitett sztilbén szintet mértiink, amely a szabadfoldi mintakhoz képest (9489
ng/g FW) 6,3x magasabb volt. Annak ellenére, hogy kevesebb sztilbén tipust vizsgaltunk,
mégis magasabb Osszesitett sztilbén mennyiséget tapasztaltunk laboratdriumi koriilmények

kozott vizsgalt ndvényekben.
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"Csaba gyongye’ fajtaban a mock és a fert6zott levelek kozott a sztilbén szintben
nem volt szignifikans a kiilonbség Kruskal-Wallis teszt alapjan (p=0,2820) (11.4bra).

A ’Csaba gyongyé¢’-ben alacsonyabb volt a sztilbének szintje az 6sszes iddpontban
¢s mintaban a Csillamhoz képest. A 0 hpi idépontban a Csaba gyongyében atlagosan 24454
ng/g FW, mig Csillamban 2,4x magasabb sztilbén szintet mértiink. A Csillamhoz hasonldéan
’Csaba gyongye’ esetében a szabadfoldihez képest, a sztilbének szintje 2,2x magasabb volt

laboratoriumi koriilmények kozott.
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11.4bra
Az ésszesitett sztilbén szintek a 0 hpi, 6 hpi, 18 hpi, 36 hpi mock és BR fertozott Csaba
gyongye levelekben.

Osszesitett sztilbén tartalom (ng/g FW)

5.2.3. A sztilbéntartalom és a levélméret Osszefiiggése szabadfoldi mintak alapjan

Az altalunk vizsgalt fajtak fiatal, kisméretii levelei kevesebb sztilbént tartalmaztak,
mint az 1désebbek szabadfoldi koriilmények kozott. A kétfele levélméret sztilbén tartalma
kozott paros t-proba alapjan szignifikans (p=0,0006, df=14) volt a kiilonbség (p<0,05)

megbizhatdsagi szinten (12.4bra).
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12.abra

AKis (,3 cm”) és nagy (,5 cm”) méretii levelek dsszesitett sztilbén tartalma

Az eltéré levélméretekbdl szarmazd kiillonbozd sztilbén szintek miatt kiilon
vizsgaltuk tovabb a kisméretli és nagyméretii levelek sztilbén szintjeit. A kisméretii levelek
esetén Kruskal-Wallis teszt alapjan szignifikans volt (p=0,0024) a kiilonbség az egyes fajtak

sztilbén tartalmaban (p<0,05) megbizhatosagi szinten.

5.2.4. A feketerothadassal szemben ellenalld €s arra fogékony fajtak és genotipusok

leveleinek sztilbén tartalma

Vitis vinifera cv. *Furmint’ fajtaban volt a legalacsonyabb (atlag 2156 ng/g FW ¢és
2944 ng/g FW) az Osszesitett sztilbén szint kis és nagyméretli levelek vizsgalatanal is
egyarant, de a feketerothadas, lisztharmat és peronoszpora rezisztens Vitis vinifera cv.
’Solaris’ és a *Souvignier gries’ is meglepden alacsony sztilbén szinttel rendelkezett mindkét
levélméretnél. A fogékony *Furmint’-hoz képest csupan 1,3x magasabb a ’Solaris’ és 2,4x
a ’Souvignier gries’ sztilbén szintje a kisméretii levelekben (13.4bra).

A kis levélméretli 'Csillam’-nal magasabb lett a *Csaba gyongye’ sztilbén szintje,
viszont nem volt szignifikans a kiilonbség kozottiik paratlan t teszt alapjan (p=0,6062)
(p<0,05) megbizhatdsagi szinten. A nagy levélméretii ’Csillam’-nal viszont alacsonyabb lett
a ’Csaba gyongye’ sztilbén szintje, Mann Whitney teszt alapjan p=0,4000 viszont ez sem
szignifikans eltérés. A legalacsonyabb sztilbén szinteket tanulményozva, a nagyméretii
levelek esetén a fogékony Furmint’-hoz képest 1,6x magasabb volt az atlag sztilbén szint
az ellendlld ’Solaris’-ban, mig a fogékony ’Kékfrankos’-ban 1,7x-es kiilonbség. A

legmagasabb sztilbén szintek mindkét levélméretnél (atlag 15180 és 17108,5 ng/g FW) egy
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Vitis amurensis F2 hibridnél volt lathat6. A ’Rayon d’Or’ sziilével rendelkez6 *CSFT29’
(6378,9 ng/g FW) és Rayon d’Or’ nagysziiléji ’Merzling’-ben (6414,4 ng/g FW) szinte

megegyezett az 0sszesitett sztilbén szintek atlaga.

30000
20000

10000 = H TI T

Osszesitett sztilbén tartalom (ng/g FW)

13.4bra
A kis meéretii (,3 cm”) levelek és az altalunk mért osszesitett sztilbén szintek a kiilonbozo
sz0lo fajtakban. A szaggatott vonaltol jobbra a feketerothaddsra rezisztens, mig balra a
fogékony fajtakat jeloltiik.

A nagyméretii levelek esetén Kruskal-Wallis teszt alapjan szignifikans volt
(p=0,0016) a kiilonbség az egyes fajtak sztilbén tartalmaban (p<0,05) megbizhatdsagi

szinten (14.abra).
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Az dsszesitett sztilbén tartalom kiilonbozé szélofajtak nagy méretii (,, 5 cm”) leveleiben. A
szaggatott vonaltol jobbra a feketerothaddsra rezisztens, mig balra a fogékony fajtdakat
Jjeloltiik.

5.2.5. Sztilbén szintek a feketrothadas ellenallosagra hasadd nemzedék leveleiben

Bizonyos fajtaknal, mint a ’Csillam’, SK001/7°, ’01-1-797° megvizsgaltuk a

Kisméretli, nagyméretli és a még idésebb (7,5 cm-nél nagyobb) leveleket is (15.4bra), mivel

crer

hibrideket. A sziil6 fajtakat vizsgalva pedig az SK001/7-nél (p=0,3393) nem szignifikans,
’01-1-797°-nél (p=0,0425) szignifikans, mig ’Csillam’-ban (p=0,1679) nem jelentés a

sztilbén szintek kiilonbsége a levélméreteket 6sszehasonlitva (15.abra).
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A levélmeéretek és a sztilbén szint a hasado nemzedék sziileiben.

A sziilok kisméretii leveleinek Osszesitett sztilbén tartalma kozott Kruskal-Wallis
teszt alapjan nem volt szamottevo a kiilonbség (p= 0,0857), nagy levelek esetén még kevésbé
(p=0,3821) és a még id6sebb, még nagyobb méretii leveleknél egytényez6s ANOVA teszt
alapjan (p=0,2328) sem volt szignifikans a kiilonbség 95%-0s megbizhatdsagi szinten a
sztilbén szintekben.

A hibridek koziil a 109,147,180,187 és 192 BR cllenallok. A kis levél esetén a
hibridek kozott a legalacsonyabb sztilbén szinttel a BR rezisztens 180 és 187-es hibrid
rendelkezett, 2713 ng/g FW, 3123 ng/g FW sztilbéntartalmuk volt (16.abra). Azonban a
legmagasabb sztilbén tartalma a szintén BR rezisztens 147-es hibridnek volt (50284 ng/g
FW). A 147-es hibrid igy feliilmulta a SK001/7 (3836,5 ng/g FW) és a BR rezisztens Csillam
(9489 ng/g FW) sziiloit.
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16.abra
A hasado nemzedék hibridjeinek sztilbén tartalma kis (,,3 cm”) levélben. A szaggatott
vonaltol jobbra a feketerothadasra rezisztens, mig balra a fogékony fajtdkat jeléltiik.

A nagy levél tanulmanyozéasa soran a hibridek kozott a legalacsonyabb sztilbén
szinttel a 213-as, a BR fogékony hibrid rendelkezett (3835 ng/g FW), viszont tovabbra is a
BR ellenalld 147-es utdd lett a legmagasabb (39248 ng/g FW) sztilbén szintii a hibridek
koziil (17.abra).

Ha 6sszehasonlitjuk a rezisztens hibridek és a fogékonyak kis leveleit, akkor Mann
Whitney teszt alapjan nem volt kiilonbség a csoportok kozott (p=0,3543), ez nagyméretii
leveleknél is igaz (p=0,7242) volt.

Mann-Whitney teszt alapjan nem volt szignifikans (p=0,3543) a kiilonbség a
feketerothadas ellenallo és fogékony hibridek kozott (p<0,05) a ,,3 cm”-es leveleknél, de ez
a az ,,5 cm-es” leveleknél (p=0,7242) is lathaté volt a sztilbén szintekben (18.abra).
Mindezek alapjan a rezisztencia €s a sztilbén szintek kapcsoltsaga nem igazolhat6, ezen

tulajdonsagok fiiggetleniil 6roklddhetnek.
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17.4bra
A hasado nemzedék hibridjeinek sztilbén tartalma nagy (,,5 cm”) levélben. A szaggatott
vonaltol jobbra a feketerothadasra rezisztens, mig balra a fogékony fajtikat jeléltiik.

40000 -
5 2 30000 T
52 |
—R
S
DI
£ £ 200004
= B
3 <
S i
2 & 10000 _‘
0- T T
O
ﬁ\t& gs-Q t\t& P
~ - r ="
‘t-\& \z-oo. & &
A ) .V &V
oY NS A WY
LR S S S
18.abra

A fogékony és ellenallo hibridek osszesitett sztilbén tartalmaban mutatkozo kiilonbségek a
kis méretii (,,3 cm”) és nagy méretii (,,5 cm”) levelek esetében
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5.3. Feketerothadas fert6zésre ellenallo és fogékony fajtaban eltéroen reagalé gének

expressziojanak validalasa

A transzkriptomikai adatok alapjan feltételeztiik, hogy a feketerothadés fert6zésre
adott korai valaszban a sztilbén szintdz gének kiemelt szerepet jatszanak, mivel a DE gének
kozott talaltuk meg Oket. Az Osszesitett sztilbén szintek viszont nem mutattak dsszefliggést
a sz0l0 feketerothadasos megbetegedésével, illetve ellenallosagéaval. A valos idejii PCRrel
lehetdség nyilik egy adott iddpillanatban a PCR termékek pontos mennyiségének a
meghatarozasara, ezért tovabb tanulmanyoztuk a kiilonb6z6 6, 18 és 36 orés, a fertdzéstol

eltelt idépontokban a gének expressziojat.

5.3.1. Feketerothadas fert6zés vizsgalata fénymikroszkoppal

A feketerothadas gomba sporakkal inokulalt, tripankékkel festett levélkorongokon
igazoltuk fénymikroszkoppal a fertdzés sikerességét. A fogékony Csaba gyongye fajtan a 6
oras mintdkon még nem, mig a 18 o6ras mintakon mar lathato6 volt, hogy a sporak csiratomlot
hajtottak. A 36 6ras mintakban pedig hifanovekedést tapasztaltunk, mig az ellenallé Csillam

fajtan ebben a fert6zést kovetd idépontban sem indultak csirazasnak a sporak (19.abra).

19.4bra
Bal oldalt a Csaba gyongye levelén a csirazo sporabol elagazo hifak 36 hpi, jobb oldalt
Csillam levelén a nem csirazo sporak 36 hpi, nyilak a spordkat jel6lik. 20 % nagyitas.

5.3.2. A differencialtan expresszalo gének listajanak ellendrzése, szlikitése

Egyenként kielemeztem a mindség szirt DE gének expresszids mintazatat

(0,6,18,36 hpi) idépontokban (p<0,01), mely alapjan 32 azonos transzkripcidos mintazattal
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rendelkezd csoportot és 49 egyedi expresszidji gént tudtam elkiiloniteni a két fajta vizsgalata
soran.

A feketerothadas ellenallosdg szempontjabdl potencidlisan jelentds gének
kivalasztasaban olyan expresszids mintazatiakat valasztottunk ki, melyek ’Csillam’-ban
magasabb expressziot mutattak, mint a ’Csaba gyongyé’-ben, kizardlag a fert6zott
mintakban fejezédtek ki, mig a mockban nem. Ezek kozott a gének kozott korabban mar

novényi megbetegedésben leirt, pl. rezisztencia gén analdgok voltak.

12. tablazat. A 0 oras idopontban még nem expresszalodo gének. Az altalunk expresszios

validalasra kivalasztott géneket félkover betiitipussal jeloltem.

XLOC azonosito VIT azonosit6 Gén (fehérje) Csillam-Csaba gyongye
XLOC 002163 VIT_210s0042g00930 stilbene synthase 0,5-0
XLOC 012383 VIT _216s0100g00960 | stilbene synthase 4-like 0,5-0

phenylalanine ammonia-

XLOC_011341 | VIT 21650039g01240 lyase 0,5-0
phenylalanine i

XLOC 011342 | VIT_216s0039g01280 ammonialyase 0,5-0

XLOC_011336 | VIT 21650039g01130 | Phenylalanine ammonia- 0,5-0,5

lyase

probable flavin-
XLOC_021061 VIT_20450008902260 containing 1-0
monooxygenase 1-like

XLOC 012377 VIT _216s0100g00880 | stilbene synthase 4-like 1-0,5

XLOC_025097 VIT_206s0009g02590 pectinesterase 2-like 1-0,5

12-oxophytodienoate

XLOC_015049 VIT_218s0041902060 reductase

1-0,5

A 0 orads idOpontban sem a Csillamban, sem a Csaba gydngyében nem
expresszalodo: a Guignardia bidwellii fert6zés indukalt gének kozott 31 volt, mely
Csillamban magasabb, Csaba gyongyében alacsonyabb vagy ugyanolyan mértéki
expressziot mutatott €s csak egy kivétel volt, mely csak a Csillamban nem mutatott

expressziot, mig a Csaba gyongye mock és fertdzott mintakban is egyarant miikodott.
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A 0 6rés iddpontban még nem, illetve mar expresszalodo gének koziil olyanokat
valasztottunk ki, melyek jellegzetes expresszios mintazattal rendelkeztek, vagyis a 6 és 36
oras idépontban megemelkedett a transzkripcios szintjiik. Az igy talalt géneken beliil
elkiilonitettiink 0 6rés idépontban nem kifejezddé (12. tablazat) és a kezdeti idépontban mar

expresszalodo géneket (13. tablazat).

13. tablazat. A 0 oras idopontban mar expresszalodott gének. Az altalunk expresszios

validalasra kivalasztott géneket félkover betiitipussal jeléltem.

XLOC azonosito VIT azonosito Gén (fehérje) Csillam-Csaba gyongye
XLOC 012392 VIT_216s0100g01120 stilbene synthase 1-0
XLOC 012385 VIT_216s0100g00990 stilbene synthase 1-0
XLOC 011773 VIT_216s0100g00750 stilbene synthase 1-0
XLOC 012381 VIT_216s0100g00940 | stilbene synthase 4-like 1-0
XLOC_024574 | VIT_206s0004g01040 re‘i‘;gﬁi: Lerf)'f;ﬁ]”ggfs 10
XLOC_004307 | VIT_21250028g01940 Shﬁgt?]);{ﬁrgﬁrsﬁgtrgfo 1-0
XLOC_ 028471 | VIT_20850007g05830 ”””a’E‘\fﬁiEr\/‘}tr?iifr; &r]"d”‘:t 1-0
XLOC 011778 VIT_216s0100g00910 stilbene synthase 1-0,5
XLOC 011777 VIT_216s0100g00830 stilbene synthase 1-0,5
XLOC_012380 VIT_216s0100g00930 stilbene synthase 1-0,5
XLOC 012371 VIT_216s0100g00800 stilbene synthase 1-0,5
XLOC 012373 VIT_216s0100g00840 stilbene synthase 1-0,5
XLOC_012388 VIT_216s0100g01020 stilbene synthase 1-0,5
XLOC_012397 VIT_216s0100g01170 stilbene synthase 1-0,5
XLOC_012379 VIT_216s0100g00920 stilbene synthase 1-0,5
XLOC_011775 VIT_216s0100g00770 stilbene synthase 1-0,5
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XLOC 011777 VIT_216s0100g00830 stilbene synthase 1-05
XLOC_012390 VIT_216s0100g01070 stilbene synthase 1-0,5
XLOC_012396 VIT_216s0100g01160 stilbene synthase 1-0,5
XLOC 012391 VIT_216s0100g01100 stilbene synthase 1-0,5
XLOC 012375 VIT_216s0100g00860 | stilbene synthase 4-like 1-0,5
XLOC 011779 VIT_216s0100g01040 | stilbene synthase 4-like 1-0,5
XLOC_025435 | VIT_20650004g02620 phe”y'a'a?;gzeammon'a' 10,5
XLOC_017270 | VIT 219s0027g01400 | diSease resistance protein 2-0
rgad-like
XLOC 000038 | VIT 201s0011g00950 disease resistance 2-0
protein rpm1-like
XLOC 012378 VIT_216s0100g00900 | stilbene synthase 4-like 2-0,5
XLOC 011776 VIT_216s0100g00780 stilbene synthase 2-0,5
XLOC_ 027511 | VIT 207s0031g01710 | WrKY transcription 20,5
factor
XLOC_029716 VIT_209s0002g02970 protein 2-0,5
XLOC_008118 VIT_214s0030g01890 protein 2-0,5
XLOC_030258 VIT_209s0054g00430 | uncharacterized protein 2-0,5
uncharacterized protein
XLOC_009364 VIT_214s0083g00250 loc100853032 3-0
XLOC 010427 VIT_215s0046900170 protein 3-0,5
20g-fe oxygenase family
XLOC 012607 VIT_216s0098g00860 | expressed (flavanone 3- 3-0,5
dioxygenase-like)
XLOC 025551 | VIT 20650004g05080 | Z2'MCtransporter vagy 3-1

protein binding

kiilonbségeket egy szubjektiv aranyszammal jeldltem a tabldzat negyedik oszlopdban a

Az ellendlld Csillam ¢és a fogékony Csaba gyongye kozotti expresszids

Csillam mock mintahoz viszonyitottan.
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5.3.3. Differencialtan expresszald gének validalasa valos ideji PCR-rel

Az eredmények kiértékelését mindegyik gén esetén p<0,05 szignifikancia szinten
végeztilk. A relativ expresszio értéke a mock kontrollhoz képest a fert6zott minta
génkifejez0dési értékét mutatja.

A VWVRPMI1 gén a feketerothadasra fogékony Csaba gyongye fajtdban a nem
fert6zott és a sporaizolatummal inokulalt levelekben sem expresszalodott egyik altalunk
vizsgalt idépontban sem. A rezisztens Csilldm fajta viszont a mock inokulalt és a fert6zott
levelekben is expresszalta az RPM1 gént. Az egyes idopontok (6, 18, 36 hpi) kozott azonban
nem volt szignifikans (p=0,7417) a kiilonbség egytényezds ANOVA teszt alapjan (20.abra).

Csillamban 6 hpi-nél a mock expresszid 0,6-ra csokkent a fertdzott levelekben,
tehat a nem fert6z6tt mintaban volt magasabb az RPM1 expresszidja. 18 hpi-nél a fert6zott
levelekben mar 1,1x volt magasabb az expresszio a féllevél kontrolljahoz képest és ez
megmaradt 36 hpi-nél is vagyis szinte nem volt kiilonbség ezekben az idépontokban, nem
tortént a feketerothadas fert6zés hatasara indukcié a transzkripcioban (20.4bra). A

transzkriptomikai adatok alapjan vart 2-0 kiilonbség a két fajta kozott igazolodott.

RPM1 DMR6
104 : 10
i &~ Gsillim - Gsillim
© -®- Csaba gydngye o - Csaba gydngye
& =
¥ 54 5 5
E z
3 =
=4 =
0 0 1 T T
6hpi 18 hpi 36 hpi 6hpi 18 hpi 36 hpi
Mintavételi idépontok Mintavételi idépontok

20.abra

Az RPM1 és a DMR6 gén relativ expresszioja (6,18,36 hpi) a két vizsgalt fajtaban.

A VWDMR6 gént vizsgalva a két fajta kdzott nem volt szignifikans a kiilonbség
kéttényez6s ANOVA teszt alapjan Geisser-Greenhouse elemzésben (p=0,3381) (20.4bra).

A ’Csillam’-ban az egyes mintavételi iddpontokban a mock ¢€s a fertézott mintak
kozott sem igazolhatd (p= 0,6883) az expresszids kiilonbség egytényezés ANOVA teszt
(p<0,05) alapjan, mig *Csaba gyongyé’-ben szignifikans volt a kiilonbség (p=0,0470). A 6
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hpi mintaban a fert6zottben alacsonyabb volt 0,8x az expresszio, mig 18 hpi-nél 2,16x

magasabb volt, 36 hpi esetében 1,23x volt magasabb a fert6zott levélben a mockhoz képest.

A WDMR6 egy betegség fogékonysagi gén, a fogékony fajtaban vartuk a magasabb

expresszios szintjét, amely a 18 6ras idopontban jelentdésen meg is emelkedett.

A sztilbén szintdz géneket és a PAL gént 3 bioldgiai ismétlésben vizsgalva bizonyos

idopontokban magas volt a szords értéke, ezért nem tudtam egyértelmii kdvetkeztetéseket

levonni a relativ expressziodjukrol. Az STS10 és STS21-nél kéttényezés ANOVA elemzés

alapjan nem volt igazolhato a kiilonbség a két fajta kozott (p= 0,0629) és (p=0,2304), addig
STS20-nal szignifikans (p=0,0407) lett. A PAL (p=0,6306) sem volt jelentds eltérés a

"Csillam’ és *Csaba gyongye’ kozott (21.abra).
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A sztilbén szintaz gének és PAL gén relativ expresszioja (6,18,36 hpi) a két vizsgalt

fajtaban.

Az OPR2 és a WRKY gén esetében kéttényezds ANOVA elemzése alapjan nem

volt jelentds a két fajta kozott az expresszios kiillonbség (p=0,3497) és (p=0,3914), azonban
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az OPR2 relativ expresszidja a 36 6ras idopontban nagy szorads miatt nem értékelhetd

(22.abra).

OPR2 WRKY
8x1013 30 .
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6hpi 18hpi 36 hpi 6hpi 18 hpi 36 hpi
Mintavételi idépontok Mintavételi idopontok
22.abra

Az OPR2 és WRKY gének relativ expresszioja (6,18,36 hpi) a két vizsgalt fajtaban.

A transzkriptomikai adatok eredményei a valds idejli PCRrel kapott relativ
expresszios adatokkal nem fedtek at. Ez alol egy gén, az RPMI1 volt kivétel, amely valoban

DE gén volt, csak az ellenallo Csillamban expresszalddott.

5.4. Fogékonysag gének génszerkesztéssel torténo csendesitésének elokészitése

5.4.1. CRISPR konstrukciék megtervezése és elkészitése

A CRISPR konstrukcidé megtervezése és transzformacioja NEB 10-béta kompetens
E. coli sejtekben a Magyar Agrar- és Elettudoményi Egyetem Sz6lészeti és boraszati Intézet,
Sz6lészeti Tanszékén és a bécsi Természettudomanyi és Elettudoméanyi Egyetemen (BOKU)
vald kozos egyiittmitkddésben késziilt el. Jovobeli célunk az, hogy a transzformacio és
CRISPR mutagenezist koveté novényregeneracido utan a "Furmint’ novényeket tesztelni
lehessen lisztharmat ¢és feketerothadas rezisztenciara és ki lehessen értékelni az uj
genomszerkesztési eljaras hatékonysagat.

Az Anyag ¢és modszer fejezetben leirtaknak megfelelden elkészitettik a
megtervezett CRIPR/Cas9 konstrukcidkat. Harom konstrukci6 all rendelkezésre a sz616
lisztharmat fogékonysdgaban szerepet jatsz6 MLO gének esetében, melyek koziil egy a

FuMLOL11, egy a FUMLOI13 géneket veszi célba egy-egy célponttal, mig a harmadik
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konstrukcio a FUMLOG6 és FUuMLO7 géneket célozza harom pontban. Ezen kiviil szintén
rendelkezésre all a FuDMRG6 gént célz6 egy db. konstrukcid, amely a gén két pontjat célozza
egyszerre. A csendesités folytatdsdhoz azonban sziikség van egy, a ’Furmint’ fajtadban

hatékony ndvényregeneracios rendszerre, aminek kidolgozasat szintén megkezdtiik.

5.4.2. Embriogén kallusz indukci6 fejlesztése *Furmint’ fajtanal

2019. junius 14-én inditottunk el Furmint 4 kiilonb6z6 viragzatabol (A, B, C, D)
kipreparalt portokokat MSE/2 és MST/2 téptalajokra helyeztiik az alabbi elnevezéssel:
MSE_A, MSE_B, MST_C, MST_D. Az A és B viragzat portokjai voltak MSE/2-n, C és D
viragzat portokjai voltak MST/2-n taptalajon elinditva. Egy honap mulva az §sszes portokot
MSE/2 taptalajra tettiik at és 22+/-2°C-os homérsékleten sotétben inkubaltuk. Egy honapos

inkubacid utan vagyis a kisérlet elinditasa utan 2 honappal halvany és sotétsarga kallusz

jelent meg a portokok nagyrészén és elvétve fehér szini kalluszosodast is megfigyeltiink
(23. abra).

23. abra
MSE/2 taptalajon talalhato halvanysarga kalluszok portokbdl 2 honap utan

A kisérlet kezdetétdl szamitott 6. honapban NAA, BAP illetve IAA és kinetin
tartalmu taptalajokra kertilt at a kalluszok egy része az MSE/2 taptalajokrol, melyeket 22-+/-
2°C-on meleg ¢és hidegfehér (Polylux XL 36W ¢és Tungsram F7 Daylight 36W)

megvilagitast fényszobaba keriiltek 16 ora vilagos és 8 dra sotét periddusos szakaszokban.
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Az MSE/2 taptalajokon tovabbra is fenntartottunk a portokon fejlédott kalluszokbol, melyek
tovabbra is sotétben voltak 22+/-2°C-on.

Az 1) NAA, BAP és IAA, kinetines taptalajokon 2,5 honappal kés6bb a portokok
nyele bezoldilt (24. abra), mig az MSE/2-n 1év6 portokok nem mutattak tovabbra sem

valtozast.

24, abra
A: 2019.augusztusi MSE/2, B: 2020.dprilisi NAA, BAP MS/2 taptalajon lévé portokon
fejlodott kalluszok

A kisérletiinkben sikeresen végeztiink embriogén kallusz indukciot Furmint
sz6l6fajta levelekb6l NAA, BAP tartalmu MS/2 és aktiv szenet tartalmazé MSE/2
taptalajon.

Az TAA, kinetin tartalmu taptalajokon 30 nap elteltével a levelek széle bebarnult.
A kisérlet kezdetétdl szamitott 80 nap elteltével pedig kismértékli fehér kallusz képzddés
volt megfigyelhetd.

A kisérlet inditasa utan 30 nappal az NAA/BAP tartalmu taptalajon mar grizszerti
fehér kallusz képzddés volt megfigyelhetd, 60 nappal késébb pedig a fehér kallusz région
kiviil rozsaszinii is megjelent, pedigezért atettiink kalluszokat 0,05 g/l aktiv szenet
tartalmazo MSE/2 taptalajokra, hogy teszteljiik, valoban embriogének-e.

50 nappal az aktiv szenet tartalmazo MSE/2-taptalajra vald atoltas utan pedig
sOtétsarga, feltehetéen embriogén kallusz jelent meg és globularis proembrio képzodés is

lathat6 volt (25. abra), amely a ’Furmint’ levél embriogenezisre vald képességére utal.
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25. abra
Globularis proembrio az aktiv szenes MSE/2 MSE/2 taptalajon.

Az NAA/BAP tartalmu taptalajon maradt kalluszokon 87 nappal a kisérlet kezdete
utan halvanysarga, embriogén kalluszképzddés indult, mely egyre jobban fejlodott, kb. 180
nappal a kisérlet kezdete utan egyre sargabba valtak a kalluszok (26. abra).

26. abra
Sarga embriogén kallusz NAA, BAP tartalmu MS/2 taptalajon
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6. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

6.1. Botrytis cinerea ellenallosag szabadfoldi vizsgalata klonkisérletben

A ‘Juhfark’ erdsen fogékony a sziirkerothadasra, ehhez a sz6lofiirt tulajdonsagai,
mint a bogyohéj vastagsaga, a fiirt tomottsége mind hozzajarulhatnak (Grimplet et al., 2019).
Az eredmények alapjan a Vitis vinifera cv.’Juhfark’ esetében az évjarat-érzékenység a fajta
jellegébdl, a fiirtrothadasra valé érzékenységgel fliggott 6ssze. Mindkét klon szignifikansan
eltér6 érzékenységet mutatott a Botrytis fert6zéssel szemben a kiilonb6z6 évjarata fiirtokben.
A 2. évjarat csoportban magasabb értékeket, vagyis rosszabb eredményeket kaptunk, mint a
tobbi évjaratcsoportban. A Botrytis cinerea altal okozott fiirtrothadast nagymértékben
befolyasoljak a sz616 érése sordn az iddjarasi koriilmények. Az eredmények alapjan a
klonszelekcio nem jelent teljeskorti megoldast az éghajlatvaltozas negativ hatasainak

kikiiszobolésére.

6.2. Rezisztencia gének és a sztilbén szintek a sz616 feketerothadasaban, Csillam és

Csaba gyongye fajtakban laboratériumi koriilmények kozott

A sztilbén szinteket egyrészt azért vizsgaltuk meg, mivel a differencialt expressziot
mutatd gének kozott talaltunk sztilbén szintdzokat, masrészt a feketrothadas térképezés
legels6 eredményei alapjan talaltak egy olyan feketerothadassal kapcsolatos QTL-t, amely
atfedett egy rezveratrol bontd QTLIel a 16-0s kromoszdéman, melyen olyan sztilbén szintaz
gének lokalizalodnak (VvSTS7-48), melyek a stresszvalaszban vesznek részt (Vannozzi et
al., 2012). Hasonloképp a transzkriptom szekvenalas alapjan kivalasztott sztilbén szintaz
génjeink a (VVSTS10,20 és 21) is a 16-os kromoszoman lokalizalodtak.

A sztilbén szintdzok koziil az STS10 és az STS21 expresszidjaban nem volt
szignifikans kiilonbség a rezisztens és a fogékony fajtdban, mig az STS20-nal jelentds volt
a kiilonbség.

Vezulli és munkatarsai (2019) a sz6ldperonoszpéra rezisztencia €s a polifenol
tartalom vizsgalataban a DE gének kozott talalta meg az STS10, STS20, STS21 gént. Az
STS10 potencialis szerepét a cisz-piceid szintézissel hozta dsszefliggésbe. Szbéldlevelekben
az UV-B/C stressznek valo kitettség a VWM YB14 és a VWWRKY 8 transzkripcios faktorok és
a VWSTS15/21 gének atirasat aktivalja, de elnyomja a VVMYB30 transzkripcios faktort a

85



szbl6levelekben. A VVWMYB14 képes serkenti a VVSTS15/21 gének expresszidjat, viszont a
VWMYB30-al verseng az emlitett sztilbén szintaz promoterekhez vald kapcsolédasban (Mu
etal., 2023).

Ha valods szerepiiket szeretnénk feltarni a feketerothadas folyamataban, akkor arra
alkalmas lehet a sztilbén szintek vizsgélata.

Az egyik génjeldltink az rpml-like rezisztencia gén, mely homolog génjének
rezisztenciaban vald jelentéségét Arabidopsis thaliandban kimutattdk Pseudomonas
syringae-vel szemben (Grant et al., 1995). Sz6l6ben expresszidja szignifikansan
megemelkedett Plasmopara viticola és Lobesia botrana rovar hatasara (Liu et al., 2020;
Reineke és Selim, 2019). Vitis vinifera cv. Crimson magvatlan sz6l6bogyoban is a sz616
bogyd bels6 nekrozis virussal (GINV) torténd fert6zés soran feliilszabalyozodott (Wang et
al., 2022). Vitis vinifera L. cv.’Muscat Hamburg’ gyokérzetét vizsgalva szintén megnétt az
RPM1 szintje, a miR482-vel egyiitt, melynek a célpontja ez a rezisztencia gén. Az RPM1-
gyel kolcsonhato fehérje 4 (RIN4) egy konzervativ ndvényi immunités szabalyozo, amely a
PTI és ETI folyamataban is részt vesz. A RIN4 fehérjét a korokozo effektor fehérjéi képesek
modositani. A sz6lOperonoszporara fogékony Vitis vinifera cv. ‘Centennial Seedless’
fajtaban Plasmopara viticola fertézés hatasara csokkent a RIN4 gén expresszidja, mig az
RPM1 gén szintje megndtt (Liu et al., 2020).

A DMR6 egy sz6l6lisztharmat fogékonysagi gén, mely egy oxidoreduktazt kodol a
2 oxoglutarat (20G)- Fe(ll) oxigenaz csaladban. Elészor a széléperonoszpora
vizsgalatokban Arabidopsis thaliandban mutattak ki a fertézési folyamatban fontos szerepét
(van Damme et al., 2008). Sz6l6lisztharmat kisérletében differencialt expressziot mutato
géneket kozott tudta Makovecz-Toth (2016) kimutatni. A DMR6 expresszidja
megemelkedett flavescence dorée fitoplazma fert6zés hatasara a tiinetek megjelenése elott
(Prezelj et al., 2016).

A VWOPR2 a jazmonsav szintézis kulcs enzime, UV sugarzasnak Kkitett
sz6l6bogyokban a VVOPR?2 feliilexpresszalodott (He et al., 2020). A WRKY transzkripcios
faktorok pedig a novényi fejlédést szabalyozzak, masrészt a sztilbén szintazok
szabalyozasaban is részt vehetnek a novényi stresszvalaszban (Mu et al., 2023; Wu et al.,
2022).
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6.3. A sztilbén szintek kapcsolata a levélmérettel Csillimban, Csaba gyongyében és

mas BR rezisztens és fogékony fajtakban szabadfoldi koriilmények kozott

Dolgozatomban azt a feltételezést vizsgaltam, hogy a magasabb sztilbén szint
valoban magasabb ellenalloképességgel jar-e a levelekben. Ehhez el6szor laboratoriumban
hajtatott Csaba gyongye’ és *Csillam’ fajtan vizsgaltam meg féllevél modszerrel a legfelsd
levelekben a feketerothadas hatasat a korai valaszban (0-36 h kozott).

A fajtdkon beliil az altalunk vizsgalt dsszesitett sztilbén szinteket tanulmanyozva a
feketerothadas fert6zés hatdsara nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbségeket a
fertdzestol szamitott 0, 6, 18, 36 6ras mintak kozott sem a *Csillam’, sem a *Csaba gyongye’
fajtaban. A fajtan belill az egyes mintavételi idépontokban nem volt kiilonbség a féllevél
modszer alapjan felhelyezett mock és a fert6zott parja kozotti sztilbén szintekben. Ez arra
utal, hogy az adott rendszerben a fertdzés nem valtott ki olyan reakciot, mely jelentésen
megemelte volna a sztilbén szinteket a vizsgalt idintervallumban.

Az eredmények alapjan viszont igazolodott a fajtak kozti kiilonbség, a BR ellenallo
"Csillam’-ban a ’Csaba gyongyé’-hez képest mért magasabb sztilbén szintekben. A
szabadfoldi kisérletben a kisméretii levelek vizsgalataban ez nem mutatkozott meg, s6t
alacsonyabb volt a sztilbének szintje is, annak ellenére, hogy kevesebb sztilbén format
vizsgaltunk a laboratériumi koriilmények kozott nevelt novényekben. Azt feltételezziik,
hogy a hajtatott, mesterséges fényen nevelt sz616 nem biztos, hogy alkalmas ilyen jellegii
mérések vizsgalatara, mert a mesterséges kornyezet stresszhatéast valthat ki.

Az Osszes fajtdban szabadfoldi kisérletben mért Osszesitett sztilbén szintek
levélméret alapjan torténd megkiilonboztetése szerint a kisebb levélméret kevesebb, mig a
nagyobb levélméret magasabb sztilbén szintekkel jar. Ez alatamaszthatja a korabbi
ontogenetikai rezisztenciaval kapcsolatban leirt eredményeket.

Az egyik tanulmanyban a feketerothadassal szembeni ellenallosag mértékét a
korokozd gomba csirazasi, appresszorium képzési és a szubkutikularis hifaképzdodése
alapjan vetették 0ssze a levél helyzetével és méretével liveghazi koriilmények kozott (Kuo
¢s Hoch, 1996a). Kuo és Hoch (1996a) alapjan tehat a konidium csirazast és az
appresszorium képzddését nem befolyésolta a levél mérete, de az iddsebb, hajtascsticstol
szamitott 6. levél esetén jelentdsen visszaesett a szubkutikularis hifa, nem kolonizélja az
1d6ésebb leveleket a hifa, ezért tlinet sincs ezeken. A leveleket méretiik alapjan az aladbbi

kategoriakba soroltdk: 0,1-1,9 cm, 2,0-3,9 cm, 4,0-5,9 cm, 6,0-7,9 cm és 8,0 cm feletti
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levelek. Mi alapvetden a kisméretil, fiatal 2,5-3,5 cm-es, nagyméretii idésebb 4,5-5,5 cm, de
néhany esetben az 6ridsi, még iddsebb kora 7,5 cm feletti leveleket is vizsgaltuk.

Osszességében a kisebb méretli levelek fogékonyabbak lehetnek részben az
alacsonyabb sztilbén szint miatt. Az, hogy a magas sztilbén szint oka vagy kovetkezménye
az ontogenetikus rezisztencia kialakuldsanak, nem ismert. A levelek novekedésével és a
sztilbén szintek emelkedésével egyiitt a teljes rezisztencia all be. Kizarolag a fiatal levelek
esetében beszélhetliink fogékonysagrol és ellendllosagrol. Hasonld a helyzet a bogyok
esetében is, de a munkamban a bogyokkal nem foglalkoztam.

Szabadfoldi koriilmények kozott mar nem volt lehetéségem a fertézés hatasat
megvizsgalni, viszont a fertdzést megeldzo allapotokat *Csaba gydngyé’-n és *Csillam’-on
kiviil tobb fajtaban is megvizsgaltunk. A *Csillam’ tiinetmentes rezisztencidja mogott rejld
okokat is kerestiik, a differenciélt expressziot mutatd gének €s a sztilbén szintek, illetve a
BR indukalt sztilbén szintek alapjan.

A vizsgalt fajtak kozott szerepel a ’CSFT29’, a ’Csillam’ testvére, amely szintén
BR ellenallénak bizonyult. A *Rayon d’Or’ (’Seibel 4986°) pedig a ’Csillam’ apai sziil6je,
melynek Vitis rupestris 6sétdl eredhet a feketerothadas ellenallosaga. A ’Csillam’ anyai
szlildje a ’Kékfrankos’ viszont BR fogékony. A ’Rayon d’Or’ ugyanakkor a szintén
feketerothadas ellenallo *Merzling’ fajta nagysziil6je is egyben. A *Csillam’ x *SK001/7’ és
"Csillam’ x °01-1-797’ sziildk altal 1étrejott hasadd nemzedék tagjait is vizsgaltuk, melyek
kozott feketerothadasnak ellenallo és érzékeny hibridek is voltak. A ’Merzling’ egyik sziil6je
a BR ellenall6 ’Seyval blanc’.

A feketerothadas ellenallosag szempontjabol a szabadfoldi vizsgalataink soran, az
altalunk mért Osszesitett sztilbének szintjében nem taldltunk egyértelmli Osszefiiggést
ellenall6 és fogékony fajtak kozott.

A legalacsonyabb sztilbén szintii *Furmint” azonban nemcsak a hemibiotrof sz616
feketerothadds, hanem a biotrof szO6l6lisztharmat, peronoszpéra ¢és nekrotrof
sziirkerothadasra is fogékony. A biotrof korokozok altalaban a fiatal, kisméretii leveleket
kedvelik, mig az dregedd, szeneszcens szovetek a nekrotrofok célpontjai. Ez azt jelentheti,
hogy a szdlének a biotrof korokozokkal, illetve a hemibiotrof (mivel kezdetben biotrof)
korokozok ellen a fiatal levelek védelmére lenne sziiksége.

A legmagasabb sztilbén szinti 5-11-02 Vitis amurensis hibrid feketerothadas
sztilbén szintekkel rendelkezé ’Rayon d’Or’ és ’Seyval blanc’ viszont feketerothadas,

sz6l6lisztharmat, peronoszpora ellenallo és Botrytis cineredra kevésbé érzékeny.
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Az ellentmond6 eredményeket a *Souvignier gris’ fajta elemzése alapjan talaltuk,
mivel nagyfoku rezisztencidja van az elébb emlitett gombas megbetegedésekkel szemben,
mégis kis (5120 ng/g FW) és nagyméretti (8761 ng/g FW) levelekben viszonylag alacsony
sztilbén szinteket figyeltiink meg, mely a feketerothaddsra érzékeny, lisztharmat és
peronoszpoéra ellenallésaggal nem rendelkezé *Merlot’ fajtahoz hasonl6 értékeket vett fel.

A kisebb méretii, BR érzékeny levelek a BR ellenallo fajtdkban magasabb sztilbén
szinttel rendelkeztek, de talalunk kivételeket is a fajtak kozott.

A ’Csillam’, és a fogékony *SK001/7’ és *01-1-797’ sziiloket vizsgalva kizarolag a
01-1-797-ben volt a haromféle levélméret kozott sztilbén tartalomban szignifikans a
kiilonbség. A hasadé nemzedék vizsgalataval valtozatos sztilbén tartalommal rendelkezd
hibridek jottek 1étre a BR fogékony sziil6tdl és az ellenallosag mértékétdl fiiggetleniil. A
kiilonb6z6 sztilbének eltérd hatassal birhatnak, ami a sz616 esetében nem teljesen felderitett.

A levelek kora alapveten befolyasolja a sztilbén szintet. A nagyon fiatal és id6s
levelekben nem magas a sztilbén szint, a sztobma nem fejlédott ki teljesen vagy zarva van,
mely korlatozhatja bizonyos patogének bejutasat és igy a sztilbének indukalt szintézisét. EQy
tanulmanyban a Botrytis cinerea fertézésre képzodott sztilbén mennyisége és a sztilbén
termelddése korrellalt a sziirkerothadas rezisztenciaval, azonban ez aldl kivételt képezett a
"Pollux’ (B6-18) interspecifikus hibrid fajta, melyben kevés sztilbén képzddott pedig enyhén
egyértelmiien korrellalt (Stein és Blaich, 1985).

Malacarne és munkatarsai (2011) a sz6léperonoszpora rezisztens *Merzling’ (egy
V. vinifera hibrid Vitis rupestris és Vitis lincecumii 6sokkel) x fogékony V. vinifera cv.
"Teroldego’ hasadd nemzedékét vizsgalva, harom csoportot tudott elkiiloniteni sztilbén
profil és mennyiség alapjan. A legmagasabb sztilbén szintet tartalamz6 csoportban transz-
rezveratrol, transz-piceid, transz-pterosztilbén és 13 féle viniferin volt. Ezeknek a
sztilbéneknek a felhalmozddasa a levélben a rezisztens fenotipusokban fordult eld
(Malacarne et al., 2011). Negativ korrelacio volt a kiillonb6z6 sztilbének tartalma és fertézést
kovetden a sporulacio szazalékos eloszlasat tekintve. Kevés kivétellel, de a magas sztilbén
termeld utddok mutattak a legkevésbé sporulacids tiineteket. Ez viszont nem egyezett a
monomer sztilbének, mint transz-rezveratrol és transz-piceid esetében, melyek magas
sporuldcioval 1év6 egyedekben is alacsony szintliek voltak.

Az Osszes altalunk vizsgalt sz6ldfajta koziil a legalacsonyabb Osszesitett sztilbén
szintet a Vitis vinifera cv. "Furmint’ fajtaban mértiink, amely fogékony szdl6lisztharmat, -

peronoszpoéra, szirke- €s feketerothadasra is egyarant is. A sztilbének fontos védd
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metabolitok, gatoljak az olyan gombak fejlodését a sz6loben, mint a Botrytis cinerea
(sziirkerothadas), Plasmopara viticola (sz6l6peronoszpora) ¢és Erysiphe necator
(sz6l6lisztharmat). A Vitaceae csaladban a rezveratrol és az a-, B- , illetve e-viniferineket
tartjak fitoalexineknek, melyek de novo keletkeznek a fert6zés helyén (Viret et al., 2018). A
sz6l0 feketerothadas sordn azonban nem vizsgaltdk még sz6lében a sztilbén szinteket.

A ’Csaba gyongyé¢’-ben és a ’Csillam’-ban is a mock inokuldlt levelek magasabb
sztilbén szintje volt megfigyelheto a fert6zott levelekhez képest.

Osszeségében az adott méretii levelekben 1év6 sztilbén szint és a feketerothadas
ellendllo fajtak kozott nem talaltunk egyértelmii kapcsolatot. A sztilbén szint onmagaban
nem magyarazza meg az ellenallosagot.

A hasad6 nemzedékek vizsgilata pedig egyértelmiien igazolta, hogy a magas
sztilbén szint és a magas foku ellenallosag fiiggetlentil 6roklodo tulajdonsag lehet.

Az ellenallésagban mind a preformalt tolerancia (pl. magas sztilbén szintek) vagy
az indukalt rezisztencia is szerepet jatszik. A sztilbén szint Snmagaban nem magyarazza meg
az ellenallosagot. A ’Csillam’ esetében magas sztilbén szint segithet a kimagaslo
ellenalloképességben, de alacsony sztilbén szintii fajtak, mint a *Solaris’ is lehetnek, ha nem

is ennyire kiemelkedd, de mégis ellenallok.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A sz016 feketerothadéas ellenallosag kapcsdn még nem vizsgaltdk a sztilbén
szinteket sz6l6levélben. Megallapitottam, hogy a fiatal 2,5-3 cm atmér6jii levelekben az
Osszesitett sztilbén szint alacsonyabb, mint a fejlettebb 4,5-5cm-es levelekben, a fogékony
¢s az ellenalld fajtak esetében is, ami Osszhangban van az ontogenetikus rezisztencia

kialakuldsanak jelenségével.

Laboratoriumi mesterséges fert6zési kisérletben, a Csaba gyongye fajta levelében
alacsonyabb volt a sztilbének szintje az 0sszes iddpontban és mintdban az ellenallo

Csillamhoz képest.

Csaba gyongyében és a Csillamban a mock ¢és a fert6zott levelek kozott a sztilbén
szintben nem volt szignifikans a kiilonbség az egyes mintavételi iddpontokban, ami kiemeli

a sztilbének, mint fitoanticipinek szerepét a preformalt rezisztenciaban.

Feketerothadds ellendlld ¢és fogékony fajtak sztilbén szintjei ¢és fajtak
feketerothadéassal szembeni ellendllosaga kozt nincs egyértelmi Osszefiiggés, a sztilbén

szintek onmagukban nem magyarazzak meg az ellendllosagot.

A feketerothadassal szemben ellendllo és fogékony sziilok keresztezésébdl
szarmazo utddnemzedékben a feketerothadas ellenallosag és a sztilbén szint fiiggetlentil
oroklddhet. A nagyszamu populaciobol 3 éves ellendrzés alapjan kivélasztott fogékony €s

ellenallo egyedek sztilbén szintjei nem mutatnak kapcsoltsagot az ellenallésaggal.

Az ellenallésadg molekularis hatterét vizsgalva mesterséges fert6zés hataséara
bekdvetkezd génexpresszios vizsgalatokkal azonositottam egy gént (RPM1), amely csak az

ellenallo Csillam fajtdban fejez0dott ki.

Célzott génbevitellel torténd gombarezisztens szO6lo eldallitasahoz CRISPR
konstrukciokat allitottam el6 az altalam vizsgalt és lisztharmat rezisztenciaban fontos
génekkel, (DMRG6 és MLO) melyek a gombarezisztenciaban illetve fogékonysagban (MLO)

szerepet jatszanak. Novény transzformacios kisérletekhez, génbevitelhez.
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8. OSSZEFOGLALAS

Botrytis cinerea fertdzéssel szemben kevésbé érzékeny Juhfark’ klonok kiértékelése
alapjan valaszt kaptam arra, hogy onmagaban a klonszelekcié nem volt elegend6 a
sziirkerothadéas ellenédllésag javitasara. A lazdbb flirtszerkezet csokkenti a
szlirekerothaddssal valo fert6zottség mértékét. Ezek alapjan a gomba-patogén
kapcsolat mélyebb szintli, a biologiai hattér vizsgalatara van sziikség, mely egy
nekrotrof gomba esetén nehezebb a rezisztencia poligénes 6roklddése miatt.

A sz0616 feketerothadas ellenallosag kapcsan eldszor vizsgaltunk sztilbén szinteket
sz6l6levélben laboratoriumi és szabadfoldi koriilmények kozott. A laborkisérlet
alapjan a ’Csaba gyongye’ fajta levelében alacsonyabb volt a sztilbének szintje az
Osszes fertdzési idépontban (6, 18, 36 h) kezelt és mock kontroll mintaban a ’Csillam’-
hoz képest. A 0 hpi idépontban a ’Csillam’-ban 2,4x magasabb, 59813 ng/g FW atlag
sztilbén szintet mértiink a ’Csaba gyongyé’-hez képest. A laboratériumban nevelt
"Csillam’ 6,3x és ’Csaba gyongye’ 2,2x magasabb Osszesitett sztilbén szinttel
rendelkeztek a szabadfoldi koriilmények kozott termesztettekhez képest.
Feketerothadas ellenalld és fogékony fajtakban az altalunk mért sszesitett sztilbének
szintjei alapjan nem volt egyértelmii Osszefiiggés a feketerothadassal szembeni
ellenallosaggal szabadfoldi és laboratoriumi koriilmények kdzott sem. A levélméretek
vizsgalatat és a sztilbén szintek kozotti kapcsolatdban az ontogenetikus rezisztencia
igazolni latszodott. A szabadfoldi feketerothadas fogékony fiatal 2,5-3 cm atmérdj
levelekben az altalunk mért Gsszesitett sztilbén szint alacsonyabb volt, mint 4,5- 5cm-
es fejlettebb levelekben. Kimutattuk, hogy a szabadfoldi koriilmények kozott 1€vo
sz616k kozott a feketerothadas rezisztens *Solaris’ és a >Souvignier gries’ is meglepden
alacsony sztilbén szinttel rendelkezett mindkét levélméretnél.

A feketerothadas rezisztens és fogékony genotipusok keresztezésébdl szarmazo
populaciobdl eldszor vizsgaltuk a sztilbén szintek €s az ellenallosag dsszefliggését. A
nagyszamu populdciobol 3 éves ellendrzést kovetden valasztottunk ki a fogékony és
ellenallo egyedeket, melyek sztilbén szintjei nem mutatnak kapcsoltsagot az
ellenallosaggal. A hibridek kdzott magas vagy alacsony sztilbén szinttel rendelkez6k
is voltak.

A sz016 feketerothadasat vizsgalva lehetdségiink adodott gomba-korokozo

kolesonhatasok molekularis modszerekkel torténd feltardsara. Ehhez egy korabbi
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feketerothadassal vald fertdzést kovetd teljes transzkriptom elemzés alapjan
azonositottunk differencidlt expressziot mutatd rezisztencia géneket, melyek koziil
RT-PCR-rel validaltul az RPM1 gént a feketerothadas ellenalld *Csillam’ fajtaban.

A kivalasztott validaland6 gének kozott volt egy betegség fogékonysagért felelds
DMR6 gén a ’Csaba gyongye’ és a ’Csillam’ fajtdban is egyarant, amely az
eredményeink alapjan a feketerothadés rezisztencidban nem feltétleniil jatszik fontos
szerepet, viszont szOl6lisztharmat fogékonysagban fontos Iechet, ezért
lisztharmatgomba rezisztens sz016 eldallitasahoz CRISPR konstrukciokat készitettiink
DMRG6 és MLO gének csendesitéséhez.

A célzott génbevitelhez ’Furmint’ fajta levelébdl eldszor sikeriilt embriogén

kallusztenyészetet elinditanunk, mig portokokbdl nem alakultak ki.



9. SUMMARY

Evaluation of less susceptible 'Juhfark’ clones to Botrytis cinerea infection provided
an answer that clonal selection solely was not sufficient to improve resistance to gray
mold. The less compact bunch structure reduces the degree of infection with gray
mold. These findings suggest that a deeper level of investigation of the fungal-
pathogen relationship is needed to investigate the biological background, which is
more difficult in a necrotrophic fungus due to polygenic inheritance of resistance.

For the first time, stilbene levels in grapevine leaves were tested for resistance to balck
rot in laboratory and field conditions. The laboratory experiment showed lower levels
of stilbene in leaves of the cultivar 'Csaba gyongye' compared to 'Csillam' in treated
and mock control samples at all infection time points (6,18,36 h). At time 0 hpi, the
average stilbene level was 2,4 times higher in 'Csillam' (59813 ng/g FW) compared to
'Csaba gyongye'. The 'Csillam' and 'Csaba gydngye' cultivated in labroratory
conditions had 6,3x and 2,2x higher total stilbene levels compared to those grown
under field conditions.

Based on our measurements of total stilbene levels in susceptible and resistant
varieties, there was no clear correlation with resistance to black rot under field and
laboratory conditions. The relationship between leaf size analysis and stilbene levels
appeared to confirm ontogenetic resistance. In young leaves of 2.5-3 cm diameter
susceptible to black rot in the field, we measured total stilbene levels to be lower than
in more developed leaves of 4.5- 5 cm diameter. We showed that among vines under
field conditions, both the black rot resistant 'Solaris' and 'Souvignier gries' had
surprisingly low stilbene levels at both leaf sizes.

We first investigated the relationship between stilbene levels and resistance in a
segregating population from crosses between black rot resistance and susceptibility
genotypes. From this large population, we selected susceptible and resistant
individuals after 3 years of monitoring and showed that stilbene levels had no linkage
with resistance. Hybrids included those with high or low stilbene levels.

Investigating the black rot of grapes has given us the opportunity to unravel fungal-
pathogen interactions using molecular methods. For this purpose, we identified

resistance genes with differential expression based on a whole transcriptome analysis
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following a previous infection with black rot, of which the RPM1 gene was validated
by RT-PCR in the black rot resistant cultivar 'Csillam'.

The selected genes to be validated included a DMR6 gene responsible for disease
susceptibility in both 'Csaba gyongye' and 'Csillam', which, based on our results, may
not play an important role in black rot resistance, but may be important in grape
powdery mildew susceptibility, therefore, CRISPR constructs were prepared to silence
DMR6 and MLO genes to produce powdery mildew resistant grapes.

For targeted gene transfer, we first succeeded in starting embryogenic callus culture

from *Furmint’ variety leaves but they did not develope from anther.
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