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1. Roviditések jegyzéke

4CL
ABA
bHLH
AP2/ERF
bZIP
DMAT
DMATS
EDTA
FDA
GSH
GST
H.0,
HR
HG
JAZ
JA

CHI
COMT
KoA
PAL
MYB
mMiRNS
PRR
NAC
NPR1
NB-LRR
PTI

PR
PAMP
PEL
PL
PME
PG
PVPP
PCD
PYL
RG
ROS
RIN
SA
STS
SOD
C4H
TF
TRIS
UF3GT

4-kumaril-Koa-ligaz

Abszcizinsav

Bazikus hélix-hurok-hélix (basic helix-loop-helix) transzkripcios faktor
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2. Bevezetés

A tokaji aszu a vilag egyik legkiilonlegesebb bora, melyet 2013-ban magyarorszagi
hungarikumnak nyilvanitottak. Az els6 irdsos emlékek az asza készitésrol Tokaj-hegyaljan a
16. szazadig nyalnak vissza, igy a vilagon ezek az elsé feljegyzések a botritizalt borok
készitésérdl. Ezek az irasok évszazadokkal megeldzik a hasonld eljarassal késziilt borok francia
megjelenését (Johnson ¢€s Robinson, 2003). Az aszi borok készitéséhez sziikséges
asziszemeket az érett szOl6bogyok és a Botrytis cinerea Pers. gomba kiilonleges
kolcsonhatasaként fellépd nemes rothadds folyamata eredményezi. A szO6l6 szamara
kedvezdtlen iddjarasi feltételek esetén ugyanakkor ez a novény-gomba kolcsonhatas egy stilyos
termésveszteséggel jard fiirtbetegség, a sziirkerothadds formdjaban nyilvanulhat meg. Az
agrarszektorban a B. cinerea becslések szerint évente 10-100 milliard dollaros veszteséget okoz
vilagszerte (Weiberg et al. 2013). Jelenleg kozel 7 millio hektaron termesztenek sz616t (OIV-
International Organisation of Vine and Wine, Nemzetkozi Bor €s Sz616 szervezet) és az a tény,
hogy akar teljes termésveszteséget is okozhat a gomba fertdzése, kiilonosen fontossa teszi a
sz6l6 - B. cinerea kapcsolat atfogd vizsgalatat. Kiilon hangsulyt fektetek munkam soran a
kolcsonhatds két végkimenetelének a szOldbogyd és a gombasejtek oldalarol torténd
molekularis bioldgiai 6sszehasonlitasara, mely a magyar (Tokaj-hegyaljai) mintakon még nem

tortént meg.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az aszusodas folyamata

A Botrytis cinerea fertdzés kiilonleges koriilmények kozott kiemelkedd mindségii termést, az
aszu létrejottét eredményezi szolobogydkon. Ebben a nemesrothadasi folyamatban ugyanaz a
sziirkepenész jatszik szerepet, mint a sziirkerothadasban, csak a fertdzési folyamatot
meghatarozo kiilsé és belsé tényezokben van kiilonbség, ami alapvetden meghatarozza a

fert0zé€s intenzitasat és kimenetelét.

A B. cinerea altal okozott nemesrothadas, az aszisodas kialakulasahoz legalabb négy alapvetd

feltételnek kell egyiittesen fennallnia (Naar és Szarvas, 2012):

1. Nedves id6jaras a folyamat korai szakaszaban, ami a konidiumok csirdzdsan tul az
erdteljes fertdzés elinditasahoz is sziikséges;

2. A sz6lobogyok mar érett, vagy tulérett allapotban legyenek;

3. A bogyohéjnak latszolag épnek, sériillésmentesnek kell lennie, hogy ne kdvetkezhessen
be robbanasszerl fertozés;

4. A penetracié megtorténte utdn hosszl, csapadékmenetes iddszak kovetkezzen.

E négy feltétel esetén a fertdzést kovetden a gomba lassan tud fejlédni, s6t akér le is allhat a

novekedése.

A nemesrothadas sordn képz0d6 aszubogyodk kialakuldsanak 1épéset:

A Tokaj-hegyaljai klima viszonyok idealisak az asziibogyok kialakulasahoz. A sz616bogy6 héja
az érése soran elvékonyodik. A csirdz6 konidiumok tomléi a latszolag ép borszoveten keresztiil,
az ¢érés soran a sztomak koril kialakuld mikrorepedéseken, vagy sebeken at jutnak a
gazdandveény szervezetébe, ahol a gomba megtelepszik. A bogyokon permetlé perzselés vagy
lisztharmat utan kialakulo feliileti parasodas is utat nyithat a Botrytis fertézésének (Lehoczky
et al. 1968). Az Gsz eleji es6zések és a hajnali kodok hatasara a sz6l6szem megduzzad,
mikrorepedések keletkeznek rajta, ami szintén beindithatja a botritiszes nemesrothadast
(Magyar és Bene 2006). A korokozo extracellularis sejtfal bontd enzimeket termel, amit6l a
sejtfal annyira karosodik, hogy nem képes funkcionalni, amin keresztiil a bogyo jelentds vizet
veszit és a beltartalma betoményedik. A csucsmindségli aszubogyok jellemzdje, hogy barnas

lilas szintiek, erdsen toppedtek. Feliiletiikon alig vagy nem képzddik micélium.

A boraszok a 2017-es évet figyelemreméltd évjaratnak tekintik aszi szempontjabol. Meleg

évjarat volt, a korai botritiszesedés alapvetden a magas mindségben késziilt hagyomanyos
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borfajtdknak kedvezett (szamorodni, aszi). Ebben az évben orszdgosan — és igy Tokaj-

Hegyaljan is — rendkiviil korédn sziireteltek.

A Tokaj-hegyaljai specialis mikroklimabdl adodoan az esGs idészakot gyakran hosszi, meleg
napos periddus koveti. Ennek soran dsszel, sziireti idészakban az éjszakai hdmérséklet alacsony
(5-8 °C) és a relativ paratartalom 98-100%. Reggel 8 oratol a levegé homérséklete a
napsiitésnek kdszonhetéen emelkedni kezd. Kilenc és 11 6ra kozott a levegd homérséklete kezd
magasabb lenni a harmatpontnal, ezaltal megkezd6dhet az ¢éjszaka lecsapodott para
felszaradasa, tovabba a relativ paratartalom folyamatosan csokken. A harmatpont a levegének
az a homérséklete, amelyen az adott nedvességtartalmu levegd a folyékony vizre nézve telitetté
valik. A hdmérséklet délre elérheti akar a 20 °C-ot is €s a relativ paratartalom 60%-ra csokken.
A felmelegedés és alacsony pdratartalom altalaban kitart 17 oraig. Ezt kovetden a napsiités
gyengiil, a homérséklet csokken, amitdl a relativ paratartalom ndvekszik egészen a 98-100%

értékig (1. abra).

25 100 __
3
O 2 80
- 70 g
Q55 0 =
% 50 g
2 10 ~ 3 0 &
“ B, i r ~ VA ‘ g
& h
\E .,\v\ J \‘_\/ b 30 8
0 ;5 it 0 2
I prer}
10
Q
0 0 o
Oktéber 15. Oktéber 16. Oktober 17.
paratartalom —h&mérséklet harmatpont

1. abra A hdmérséklet, a relativ paratartalom és a harmatpont alakulasa 2017 oktdberében

Tokaj-Hegyaljan (Tallya, www.amsz.hu).



3.2. A Botrytis cinerea

A B. cinerea az egész Foldon elterjedt agressziv nekrotréf fonalas gomba, mely a
sziirkerothadds nevli megbetegedésért felelés. Komoly fenyegetést jelent a bogyds
gylimolcsokre a novény fert6zésével, valamint tarolas soran fellépd rothadas miatt. A B. cinerea
génusz neve a gordg ,,botrus” (Botpug) szobdl ered. A botrus szO16t jelent, az ,,ytis” utdtag a
korossagra utal, mig a ,,cinere” latinul hamu, amit valdszintileg a sziirkés megjelenése miatt
kapott. A B. cinerea fakultativ parazita gomba, a természetben nagyon ritkan eléforduld
aszkosporas Botryotinia fuckeliana-nak az ivartalan (anamorf) alakja (Jackson 2014). T6lcsér
alaktl apotéciumot képez, melyben parafizisek vannak. Az aszkuszban 8, egysejtli, ovalis
szintelen aszkospora talalhato.

A B.cinerea a Helotiales rend Sclerotiniaceae csaladjaba tartozik (Staats et al. 2005). Ivartalan
szaporodasat a gomba modosult hifaibdl képz6do konidiumtartdkon elhelyezkedd konidiumok
biztositjdk. A novényi sejteket meg6li és a ndovekvd hifaival teljesen elpusztitja a szerkezetét,
miel6tt a sejt alkotoelemeit taplalékként sajat novekedésére forditana (van Kan 2006). Polifag
gomba, rendkiviil széles gazdanovénykorrel rendelkezik — tobb mint 1400 novényt képes
fertézni (Elad 2015). Tobb természetes variansa létezik, melyek extrém modon alkalmazkodtak
a kiilonb6z6 gazdandvényekhez (Choquer et al. 2007). A B. cinerea-val valo laboratoriumi
vizsgalatokat legtobbszor egy nagyon agressziv torzzsel, az ugynevezett b05.10-zel végzik,
amit az 1990-es években izolaltak borsz6lordl (Vitis vinifera) (Biittner et al. 1994).
Népszertisége abbol adodik, hogy genetikailag stabil, és hajlamos a homoldg rekombinécidra,

ami kiilonboz6 genetikai konstrukcidk elkészitését konnyiti meg.

3.2.1. A B. cinerea biolégiajanak hémérséklet és paratartalom igénye

A B. cinerea konidiumai széles hémérsékleti tartomanyban képesek csirazni, majd
novekedésnek indulni. Ciliberti és munkatarsai (2015) tiz B. cinerea torzs csirazasi dinamikajat
vizsgaltak kiilonb6zd hémérsékleteken. Burgonya-gliikoz-agar taptalajra helyezést kovetd
negyedik Oraban a vizsgalt gombatorzsek konidiumainak tobb, mint 30%-a csiratomlot
fejlesztett 20 °C-on. Tizenkét 6ra mulva mar az 6sszes konidium csirdzott. A legidealisabbnak
a 20 °C bizonyult, de a torzsek kozott nem taldltak szignifikdns eltérést az optimalis
hémérséklet tekintetében. Judet-Correia et al. (2010) sz6ldbogydkon vizsgaltak a csiratomld
novekedését kiilonbozd hémérsékleteken. Eredményeik alapjan a gomba maximalis névekedési

potencialjahoz tartoz6 homérséklet: 21,5 °C.

A B. cinerea konidiumai a sz¢l, az es6 és a rovarok segitségével is terjedhetnek a levegdben
(Holz et al. 2007). A konidiumtermelés energiaigényes folyamat, ezért csak a gomba szamara

kedvezd koriilmények (megfeleld tapellatottsag, homérséklet, paratartalom) kozott valosul
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megd. A maximalis konidiumtermeléshez tartoz6 homérséklet 15-20 °C koz¢ esik (2. abra ,,A”),

ami kis mértékben fiigg a B. cinerea torzstdl (Ciliberti et al. 2016).

A gomba konidiumképzddése fligg a relativ paratartalomtdl is. A 65,5% és 100% pératartalom
kozotti tartomanyban allando 20 °C-os hémérsékleten végzett kisérletbdl kideriilt, hogy a
konidiumképzés maximum gorbét mutat és 85% relativ paratartalom kortil éri el az optimalis
nedvességtartalmat (2. dbra ,,B”’). Ennél parasabb levegdben a gomba konidiumképzése enyhén

csokken.
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2. abra A B. cinerea relativ konidiumképzése a hdmérséklet és a partartalom fliggvényében.
A folytonos vonal a Ciliberti et al. (2016) altal megmért konidiumképzési ratakra illesztett
gorbe (,,A”), a hémérséklet (,,B”) relativ paratartalom fiiggvényében (Ciliberti et al. 2016).

3.2.2. AB. cinerea fert6zés tiinetei és molekularis hattere

A gomba altal okozott tiinetek nagyban fliggnek a fertdzott novényi szervekt6l. A B. cinerea
rothadést okoz, aminek sordn a novény szdveteinek szerkezete dsszeesik €s viz jelenik meg a
gylimolcson vagy a leveleken. Az éretlen terméseken tobbnyire lassan terjedd barnés foltot
okoz. A virdgzatot is képes megtamadni, ami termés eldobast illetve sériilt terméseket

eredményez (Gonzalez et al. 2016).

A B. cinerea konidium a gazdan6vényen vald megtapadasa utan 12-16 ora elteltével mar elkezd
kicsirdzni és csiratomlét noveszteni. Késobb ennek a tomlonek a végén alakul ki az
appresszorium, amivel egyiitt sejtfalbontd enzimek, fitotoxikus metabolitok és kis RNS—ek
kivalasztasa is megindul (Gonzélez et al. 2016). A 2011-ben publikalt B. cinerea genomja
(Amselem et al. 2011) ravilagitott arra, hogy a gomba extracellularis sejtfalbont6d enzimei tobb

redundans génnel és izoenzimekkel rendelkeznek, melyek komplex szabalyozassal nagyfoku
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gazdandvény specifikussagot tesznek lehetévé. Ezt igazolja az a megfigyelés, hogy eltérd
gazdandvény esetén a B. cinerea kiilonboz6 extracellularis fehérje mintazatot mutat (Shah et
al. 2009). A sejtfalbontd enzimek kozott talalhatéak poligalakturonazok (PG), pektin-liazok
(PL), pektat-liazok (PEL), pektin-metilészterazok (PME), ramnogalakturonan-lidzok (RG) és
tovabbi nem pektinolitikus bonté enzimek mint pl. cellulazok, hemicellulazok, protedzok és

lakkazok (van Kan 2006).

A B. cinerea az invazidja soran két aspecifikus fitotoxint termel (Colmenares et al. 2002, Tani
et al. 2005), melyek koziil az egyik a botridial, ami egy szeszkviterpén metabolit (Pinedo et al.
2008). A botridial a gazdanovény sejtjeiben klordzist, majd sejt 6sszeomlast idéz el6. Agressziv
B. cinerea torzsek tovabbi poliketidin alapu fitotoxint is termelnek pl. botcinolidokat (Reino et
al. 2004), melyek hasonlé karokat okoznak mint a botridial, de antifungalis hatasuk is ismert
(Tani et al. 2005). Mindkét fitotoxin csoportnak az els6dleges prekurzora az acetil-koenzim—
A, igy ha barmelyik fitotoxin bioszintézisében gatlas 1ép fel akkor a masik tiltermelddésével
kompenzalodik a virulencia csokkenés (Dalmais et al. 2011).

A fert6zés korai szakaszaban a B. cinerea az oxalacetat-acetilhidrolaz enzime segitségével
extracellularis oxalsavat termel. Az oxdlsav a fertdzés tobb 1€pésénél jatszik kulcsszerepet, ugy
mint a kdrnyezet savanyitdsa, ahol az extracellularis sejtfalbontdé enzimeinek pH optimuma
talalhato (Cotton et al. 2003). Tovabba Ca®* ionnal torténd kelat képzés, mely csokkenti a
novényi védekezd mechanizmus sordn keletkezett reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
mennyiségét (Williams et al. 2011). A B. cinerea a reaktiv oxigén szarmazékokat kiilondsen

jol toleralja, sot a fertdz€s soran maga is termel ROS-t. (Temme és Tudzynski 2009).

Az ujabb kutatasok szerint a B. cinerea kartételében nagy szerepet jatszik a kivalasztott kis
RNS-ek széles spektruma, amik géncsendesitésen keresztiill a gazdanovény immunitasaért
felelds gének transzkriptumait csokkentik le, ezzel megfosztva a ndvényt a hatékonyabb

védekezés képességétol (Weiberg et al. 2013).
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3.3. A B. cinerea virulencia faktorai

3.3.1. B. cinerea sejtfal-bonté enzimei

A B. cinerea leirt 16.000 génjébdl kozel 1155-6t szénhidrat modosité enzimként azonositottak,
amibdl 275 tartalmaz extracellularis transzport szignal szekvenciat (Blanco-Ulate et al. 2014).
Feltételezhetden ezeknek az enzimeknek szerepiik van a fert6zésben, mert a novényi sejtfal
jelentds része szénhidratbdl all. A kivalasztott szénhidrat modositd enzimek 49%-a glikozid-
hidroldz (GH). A legnépesebb alcsalddja a GH28, amibe beletartozik a poligalakturonazok
alcsaladja is. A poligalakturondzok a legnagyobb mennyiségben megjelend extracellularis
enzimek ¢és f6 feladatuk a ndvényi sejtfalban taldlhatdé pektin lebontasa. A masodik
leggyakoribb extracellularis fehérje tipus a szénhidrat kotd fehérjék (23%). Oket kovetik a
szénhidrat-észterazok (17%,), glikozil-transzferazok (8%), és végiil a poliszacharid-liazok (3%)

(Blanco-Ulate et al. 2014).

A pektin bontasban kozrejatszanak a poligalakturonazok, pektin-lidzok, ramnogalakturonan-
lidzok ¢és pektinmetilészterazok. A poligalakturonazok a pektin gerincét alkoto
homogalakturonan (HG) lancot hasitjak (Prestegard et al. 2017). Endo-poligalakturonidazok a
lancon beliil hasitanak és ezzel nagyobb lanc egységekre bontjdk a homogalakturonan lancot,
az exo-poligalakturonidazok pedig a nem redukélod lanc végrdl egyszerre csak egy-egy D-
galakuronsavat hasitanak le (Jayani et al. 2005). A jelenleg azonositott 11 extracellularisan

kivalasztott PG-bdl 6t exo és hat endo PG csaladba tartozik (Have et al. 1998, Kars et al. 2005).

Jelenleg négy PL-t és négy PEL-t azonositottak a B. cinerea genomban (Blanco-Ulate et al.
2016). Funkcidjukat tekintve szintén a pektin homogalakturonan gerincét hasitjak, de a PG-k
hidrolizal6 mechanizmusatdl eltéréen B-eliminacioval szakitjdk meg a lancot. A PL enzimek
tobbnyire a nagyfokul metilészterezett teriileteket kedveli, mig a PEL pont ellenkezdleg a ritkan
metilészterezett teriiletet (Jayani et al 2005). A PL és PEL expresszidja gyakorlatban

crer

hogy ezek az enzimek csak tamogatjak a PG destruktiv miikodését (Blanco-Ulate et al. 2016).

A HG gerincen tortént oldallanc médositas (metilacio vagy acetilacid) negativan modosithatja
a gomba endo-PG és PEL enzimeinek aktivitasat (Kars et al. 2005). A PME enzimek
demetilészterifikaljak az oldallanc modositott homogalakturonan gerincét és a reakcid soran
metanol szabadul fel. Jelenleg harom PME gén azonositasa tortént meg a B. cinerea genomban,
melyek koziil a PME1 és PME2 konstitutivan expresszalodik (Valette-Collet et al. 2003).

A B. cinerea genom hat ramnogalakturonaz (RG) enzimet koédol. Ez az enzim a

ramnogalakturon poliszacharid gerincét alkotd galaktdz és ramnoz kozott képes hasitani. A
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ramnogalakturon a homogalakturon gerincii pektinhez hasonl6an tartalmazhat metil vagy acetil
oldallanc modosulatokat. Minddsszesen egy ramnogalakturon-acetiltranszferaz enzimet
azonositottak a gomba genomjéaban, de kulcsfontossagu szerepet tolt be az enzimatikus hasitd

helyek szabadda tételében (Molgaard et al. 2000).

A pektin oldalldncainak lebontasat tovabbi enzimek végzik. Négy a-arabinofuranozidaz
enzimet azonositottak a gomba genomjaban, ami terminalis arabinozt hasit le. Tovabba harom
B-galaktozidaz enzimet, melyek terminalis galaktézt hasitanak le és két a-L-1,5-arabinanaz

enzimet, ami linedris arabinan lancot képes hasitani (Nafisi et al. 2014).

Kisérleti uton azonositottak egy 229 enzimbdl allo6 univerzalis extracellularisan kivalasztott
szénhidrat modositdé enzimkészletet, ami kimutathatd volt paradicsom, salata és sz6l6 B.

cinerea fertézése esetén is (Blanco-Ulate et al. 2014).

3.3.2. B. cinerea masodlagos anyagcseretermékei
A B. cinerea hasonléan mas fonalas gombakhoz a masodlagos anyagcsere-termékek széles
spektrumat (antibiotikumok, fitotoxinok, mikotoxinok stb.) termeli. Ezeket a termékeket 6t

csoportba sorolhatjuk szerkezetiik €s bioszintézisiik szerint (Collado és Viaud 2015):

e terpének
poliketidek

e nem riboszomalis eredetli fehérjék

prenilalizalt triptofan szarmazékok

e ¢ldz6 négy csoport keveréke

A terpének 0t szénatomos izoprén egységekbdl allo vegyiiletek. A molekulak valtozatossaga a
gerincet alkotd izoprén egységek oldallanc modosuldsaival vagy szénhidratok kovalens
kotésével jon 1étre. A szeszkviterpének harom izoprén egységbdl allo terpének. A B. cinerea-
ban azonositott els6 masodlagos anyagcseretermék a botridial volt, ami szerkezetét tekintve

szeszkviterpén, funkcidjaban pedig fitotoxin (Collado et al. 2007).

A poliketidek szintézise megfigyelhetd baktériumokban, gombéakban, novényekben és néhany
tengeri allatban is. Szerkezetileg igen valtozatosak, tovabba bioldgiai és farmakologiai
tulajdonsaguk is eltérd lehet. Harom csoportba soroljuk a poliketideket a szintézistiikért felelds
poliketid-szintaz gén tipustdl fliiggéen (Staunton ¢s Weissman 2001, Yu et al. 2012.). A
poliketid-1 csoportba a makrolid, tehat 14-16 taga laktongyiiriib6l all6 deoxigenalt cukor
oldallancokat tartalmazo antimikrobialis hatassal rendelkezd vegyiileteket soroljuk.

Jelentdségiik foleg a gyodgyaszatban van. A poliketid-II csoportba tobbnyire poliaromas
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antimikrobialis anyagok tartoznak. A poliketid-III csoportba féleg a gombak altal termelt kis
aromas vegyiiletek tartoznak (Collado et al. 2015). Ebbe a csoportba tartozik a B. cinerea masik
jol ismert toxin csoportja a botcinolidok (botcinik sav, botcinin, botrilakton). Ezek erésen
hidroxilalt nonalakton poliketidek (Collado et al. 2000), amik nem csak fitotoxikus aktivitassal,
de antifungalis hatassal is rendelkeznek (Sakuno et al. 2007). A B. cinerea jellegzetes sziirke

szinét adé melanin szintén poliketid-1II vegyiilet (Scharf et al. 2014).

A nem riboszomalis eredetli fehérjék bioszintézisében specifikus, adott fehérje konstrukcid
létrehozasara szolgald enzim komplex segédkezik. Szdmos kiillonb6z6 modult tartalmazhat a
komplex, melyekkel sokféle kémiai modositast végezhet el a késziild molekulan (Finking és

Marahiel 2004). Ezek a peptidek gyakran gyiiriis szerkezetiiek, komplex molekulak.

A prenilalizalt triptofan szarmazékok melyek kialakitasaban a dimetil-allil-triptofan-szintaz
(DMATY) jatszik kozre. A triptofan prenilacidja soran izoprén csoport kotddik a triptofanhoz
igy kialakul a dimetil-allil-triptofain (DMAT). A DMAT tovabbi metilez6désével ¢és

oxidacidjaval valtazatos szarmazékai képzédhetnek (Collado et al. 2015)

A B. cinerea legtobb masodlagos anyagcserctermékének funkcidja jelenleg tisztazatlan, de
erdsen kutatott teriilet a kiilonb6z6 enzimek biotechnoldgidban toérténd alkalmazhatésaga miatt

(Wiemann és Keller 2014).

3.3.3. A B. cinerea novényi sejthalalt indukalo mechanizmusai

A gazdaszervezet és a patogén interakcidjaban fontos szerepet tolt be a ndvényi sejthalal
folyamata. Két eltéré formajat kiillonboztetjik meg a sejthaldlnak: a kontrolalatlan, un.
nekrotikus sejthalal és a programozott sejthalalt. A B. cinerea célja a minél gyorsabb novényi
sejthalél el6idézése, amihez mindkét sejthaldl tipust képes eldidézni, akar egyszerre is (Arenas

etal. 2010, Frias et al. 2011).

A B. cinerea szekrétumaban megjelennek a cerato-platanin csalad fehérjéi, melyek fitotoxikus
aktivitassal redelkeznek. Neviiket a Ceratocystis platani gombarol kaptak. A BeSpll az egyike
a két cerato-platanin fehérjének, és a fert6zés korai szakaszédban erds indukalodast mutat
(Espino et al. 2010). A gomba sejtfalaban lokalizalodik a fehérje (Boddi et al. 2004) és a
novényi védekezo rendszer felismeri (PAMP), aminek kdvetkeztében a ndvényi sejtben beindul
a programozott sejthalal (Frias et al. 2014). Tehat a cerato-platanin fehérjék egyben a gomba
virulencia faktorai is és a ndvényi védekezést is indukaljak, azonban nagy mennyiségben HR-t

indukalnak (Frias et al. 2014).
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A nekrézis ¢és etilén indukdlo faktor (NEP) csaladba két fehérje tartozik: a BcNEPI és a
BcNEP2. Ezek a fehérjék indukaljak a novényi védekez6 mechanizmust, és a cerato-platanin
fehérjékhez hasonldoan nagy mennyiségben programozott sejthalalt inditanak be a
gazdaszervezetben (Gijzen ¢és Niirnberger 2006). Bar a gombasejtekben mindkét fehérje

expresszalodik, a fertdzés hatasara a szekrétumban csak a BeNEP2-t tudtak azonositani (Arenas

et al. 2010).

Itt érdemes megemliteni, hogy a B. cinerea-nak erés PCD elleni védelemre van sziiksége. A
csirazast kovetden elicitorként funkcionald toxinokat és hidrolizald enzimeket valaszt ki, de
ezek mennyisége a konidium méretébdl addddan limitaltak. Ekdzben a novény védekezd
mechanizmusa is életbe 1€p — oxidativ robbanas, kitindzok, fitoalexinek —, ami az jonnan
1étrejott gombahifdk tobbségét elpusztitja. Amennyiben a gombanak effektorokkal sikeriil
aktivalnia a ndvényi programozott sejthalalt, akkor valdjdban a ndvényi védekezést
megkeriilve, a novény sajat magat pusztitia el a biotrof gombak elleni védekezd

mechanizmusaval (Boddi et al. 2004, Shlezinger et al. 2011).

3.4. Novényi védekezés

Mind a n6vényi, mind az allati immunrendszer elsédleges feladata megkiilonboztetni egymastol
a szervezet sajat sejtjeit és az idegen sejteket, majd a felismerés utdn hatastalanitani az
utobbikat. Emldsokben, izeltldbtiakban, és ndvényekben is bizonyitott az altalanos védekezés
jelenléte (Medzhitov and Jenaway 1997, Khus and Lemaitre 2000, Cohn et al. 2001). Bar ezek
az €l6lénycsoportok a torzsfa tavoli again helyezkednek el, a védekezés aspektusai megdrizték
hasonlosagaikat (Szatmari és Klement 2003). A tdmadd mikroorganizmusok jellemzd
molekularis mintazatanak (PAMP) felismerésében tovabba a felismerést kovetd, védekezéshez
kapcsolhatd gének aktivacidjaban ¢és antimikrobidlis vegyiiletek képzésében talalhato
hasonlésag (Asai et al. 2002). A Drosophilia-ban Toll receptornak (Imler és Hoffmann 2001),
mig emldsoknél Toll-szerli receptoroknak hivjuk a felismerésért felelds receptor. Mindkét
receptor tipus rendelkezik leucinban gazdag molekulamintdzatot tartalmaz6 doménnel (Aderem
¢és Ulevitch 2000), amirdl a neviiket kaptak. A névényeknél szerkezetileg és funkcionalitdsban

nagyon hasonlé6 PAMP felismerd rendszer miikodik (Gomez-Gomez €s Boller 2000).

Jones and Dangl (2006) két alapvetd formajat kiilonbozteti meg a névényi immunvalaszoknak:
PTI ¢és ETL. A PTI immunvélasz (PAMP-triggered immunity) sordan a
mikrobdhoz/patogénhez/sériiléshez kothetd molekularis mintazatot
(microbial/pathogen/damage-associated molecular patterns, MAMPs/PAMPs/DAMPS) a
novény sejtmembranjan elhelyezkedé mintazat felismerd receptorok (Pattern Recognition

Receptors, PRRs) azonositjdk ¢és inditjak el a védekezés jelatvitelt. PRR altal felismert
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mintazattal rendelkez6 molekulak lehetnek bakterialis flagellinek, gombak kitin sejtfal darabjai
(kitozan) vagy sejtfalbontd enzimek termékeként odakeriilé6 novényi sejtfal tormelék (Boller

and Felix 2009, Galletti et al. 2011).

A PRR-ek ismétlddd leucin aminosavakbol allo felismerd egysége a membranon kiviil, mig a
fehérjék foszforilalasara képes kindz alegysége a citoplazmaban helyezkedik el. Az utdbbi
aktivacidjaval kezdetét veszi a MAPK-k (mitogén -aktivalt protein kinazok) altal kozvetitett
foszforilacios kaszkad, ami etilén és jazmonsav vagy szalicilsav kozvetitette jelatviteli

utvonalon a védekezési gének kifejezodését inditja el (Dodds and Rathjen 2010).

A novényekben megfigyelt hiperszenzitiv reakcid és az allatokban leirt programozott sejthalél
miitkodése hasonlo folyamat (Lam et al. 2001). A védekezés aktivan résztvevé komponenseiben
azonban mar jelentés kiilonbségek adodnak a két szervezetben. Az emldsokben részben a
keringési rendszer és specializalt sejtek kozvetitik a védelmet, addig a névényeknél a sejteknek

egyediil kell elvégezni a felismerést és a hatékony védekezést is.

3.4.1. Altalanos novényi védekezés

Az altalanos rezisztencia a novények indukalt, lokalis, aktiv védekezési mechanizmusa, mely a
természetben a védekezés els6 vonalaként megallithatja a nem-ndvénykorokozo €s szaprotrof
baktériumokat és gombakat (Klement et al. 2003; Galletti et al. 2011). Az altalanos rezisztencia
tulajdonsaga, hogy tlinetmentes, még sejtszinten sem jar HR kialakulasaval (Ott et al. 1997) és
andvény szamdra keveésbé energiaigényes, mint a HR (Ott 2002). A védekezés korai 1épéseiben
lokalisan megemelkedik a sejtfal lignin tartalma (Underwood et al. 2012), papilla képz6dés
indul be (Zeyen et al. 2002), amit a sejtmembranban elhelyezked6 kalloz-szintazok alakitanak
ki (Voigt 2014). Tovabbi korai aktiv védekez6 mechanizmus a lokélis oxidativ kitorés, mely
soran a noveény reaktiv oxigénformakat juttat a patogén behatolasi pontjdhoz kozel, ezzel
karositva annak feliiletét, toxinjait, enzimeit (Ott et al. 1997, Bozso et al. 2001, Andersen et al.
2018). A reaktiv oxigénformak termelésében kozrejatszanak a NADPH-oxidazok, amin- és
poliamin-oxidazok, oxalat oxidazok (Karkonen és Kuchitsu 2015) és peroxidazok (Kaman-
Toth 2019). A szabadgyokok tovabbi fontos szerepe, hogy az elsddleges sejtfal szerkezet f6
alkotéelemében, a hidroxi prolinban gazdag glikoproteinek kozott keresztkotéseket hozzanak

létre, ami tovabb erdsiti a sejtfalat (Bradley et al. 1992).

A mikrobak enzimatikus tevékenysége soran keletkezd sejtfal fragmentumok maguk is
védekezési folyamatokat indithatnak el, vagy erésithetnek meg (De Lorenzo et al. 1994). A

gomba altal termelt sejtfal bontd enzimek hatasara 1étrejovo galakturonsav oligomerjei a

16



poligalakturonaz enzimet gatlé fehérjék (PGIPs) megjelenését vonja maga utan (Bell et al.

1986).

Amennyiben a patogénnek sikeriil attornie a PTI immunvalaszt, akkor tovabbi effektorokat
juttat a sejtbe, amivel eldsegiti a kolonizaciot. A ndvényi sejt ezeket az effektorokat felismerheti
a nagy polimorfizmust mutato NB - LRR receptorfehérjék segitségével és HR-t indukélhat.
Ezek a felismerd fehérjék a neviiket a funkcidjuk utdn kaptak: nukleotid koté- (NB) és
leucinban gazdag régiok (LRR). Ez a tipusi védekezés csak a biotrof illetve hemibiotrof
¢letvitelt folytaté mikroorganizmusok esetében hatdsos, a nektrotrof korokozokkal szemben
(pl.: B. cinerea) hatastalan, s6t akar el6 is segitheti az ilyen életmodu gombak kolonizaciojat

(Glazebrook 2005).

3.4.2. Novényi védekezésben szerepet jatsz6 hormonok
A ndvényi védekezés kialakitasaban elengedhetetlen a hormonok nyujtotta preciz, de nagyfoka
valtozast eldidézni képes szabalyozasi rendszer. A legfontosabb novényi hormonok ezek koziil

a szalicilsav (SA), jAzmonsav (JA), etilén (ET) és az abcizinsav (ABA).

A szalicilsav (SA), kémiai nevén o-hidroxibenzoesav egy természetesen eléforduld fenolos
vegyiilet, amely az egész ndovényvilagban elterjedt (Raskin 1992). A SA-nak kulcsszerepe van
az altalanos rezisztencia, az ETI, tovabba a lokalis és szisztemikus immunitas kialkitasaban
(Durran és Dong 2004, Vlot et al. 2009). A SA részt vesz a biotrof és hemibiotrof patogének
elleni védekezés aktivalasaban, de emellett fokozza a nekrotrof mikroorganizmusok iranti
fogékonysagot a JA kozvetitette védekezési gének gatlasaval (Beckers €és Spoel, 2006; Spoel
és Dong 2008). A SA a ndvényi sejt citoplazmajaban aktivalja az NPR1 (non-expressor of
pathogenesis-related genes 1) fehérjét, ami ennek kovetkeztében bejut a sejtmagba és indukalja
a PR1, PR2 és PR5 gének atirddasat (Uknes et al. 1992, Nawrath és Métraux 1999).

Jazmonsav legismertebb funkcidja a virdg fejlodés és néhany érési folyamaton kiviil (Pefia-
Cortés et al. 2004) a rovarok és nekrotrof korokozok elleni novényi valasz szabalyozasa
(Browse 2009). A jazmonsav a kloroplasztiszok membranjadban talalhatd a-linolénsav
enzimatikus uton torténd atalakitasaval szintetizalodik (Wasternack és Kombrink 2010). A
jelatviteli Gitvonal kezdd 1épése az a-linolénsav oxigenalasa a 13-lipoxigenaz enzim (13-l0x)
segitségével (Avanci et al. 2010). A legtobb JA kozvetitette valaszreakcioban kulcsszerepet
jatszik a COIIl (coronatine insensitive 1) fehérje, mely nagy affinitassal koti a JA-t (Sheard et
al. 2010). A JA széles transzkripcios valtozast kivalto mechanizmusa soran aktivalja MYC2
tipusit TF gének expressziojat, melyek tovabbi, a védekezésben aktivan résztvevd géneket

indukdlnak. A MYC2 TF-ok aktivacigjahoz sziikséges a MYC2 TF gének atirodasat

17



megakadalyoz6 JAZ (Jasmonate ZIM-domain) fehérjék lebontasa. Jazmonsav jelenlétében
(Fonseca et al. 2009) a COIl1 fehérje stabil komplexet képez a JAZ fehérjével (Katsir et al.
2008), ami indukalja a JAZ fehérje ubikvitinalodasat, ezzel a MYC2 gének atirddasa felszabadul

a gatlas alol.

A gaz halmazallapotu etilén (ET) hormon részt vesz a levelek és a viragok oregedésében,
gyiimolcsok érésében, de emellett képes a novény fogékonysagat is befolyasolni patogén
mikroorganizmusokkal szemben (Graham et al. 2012; Pech et al. 2012). A. thaliana-ban az ET-
t az etilén receptorok érzékelik, amik negativan szabalyozzdk az ET jelatviteli utvonalat. ET
jelenléte nélkiil a CTR1 (Constitutive Triple Response 1) szerin/treonin kinaz aktiv és az EIN2
(Ethylene Insensitive 2) fehérjét, annak foszforilalasdval inaktivalja. Azonban etilén
jelenlétében a CTR1 inaktivalddik, az EIN2 defoszforildlodik és a fehérje C terminalisa bejut a
sejtmagba, ahol indukalja az EIN3 TF-t. Az EIN3 és EIL1 (Ethylene Insensitive-Like Protein
1) ezt kdvetden kiilonbozo célgéneket és ERF TF géneket indukalnak (Miiller és Munnei-Bosch
2015).

Az ABA hormon szabalyozé szerepet tolt be a ndvény fejlédésében, csirazasaban és fontos
szerepet tolt be az abiotikus stresszel szembeni védekezésben (Fujita et al. 2006). Azonban az
ABA képes befolyasolni a ndvény-patogén kolcsonhatds kimenetelét, negativ és pozitiv
iranyban egyarant a ndvény allapotatol, a korokozotol és a kornyezeti adottsagoktol fliggden
(Ton et al. 2009; Robert-Seilaniantz et al. 2011). Altaldnossagban az ABA csdkkenti a SA vagy
JA kozvetitette immunvalaszt (Anderson et al. 2004; Mohr és Cahill, 2007) igy noveli a novény
fogékonysagat (Spoel és Dong 2008, Coelho et al. 2019). Néhany korokozo képes ABA
termelésre — koztiikk a B. cinerea is — vagy a novényben kivaltani az ABA termelését, igy

csokkenteni a ndvényi immunvalaszt (Siewers et al. 2004).

3.4.3. A novényi hormonok kolesonhatasai

A SA és JA kozvetitette védekezési utvonalak tobb ponton szabalyozzdk egymadst negativ
iranyban (Bari és Jones 2009). A két utvonal kolcsonhatasaban nem kizarolag, de az egyik
legjelentdsebb antagonista szerepe az NPR1 fehérjének van. A SA hormon altal aktivalt NPR1
fehérje indukalja a SA fliggd PR géneket, mikdzben represszalja a JA fiiggd PR géneket. Nprl
mutans ndvényekben kimutattak, hogy a SA hatdsara a SA fiiggd gének indukcidja mellett a JA
fliggd gének expresszidja is megemelkedik (Spoel et al. 2003). Ludfilben a WRKY70 TF
(Transzkripcos faktor) konstitutiv kifejeztetésével, a SA kapcsolt PR gének indukalodnak,
mikozben a JA-hoz kothetd PR gének represszioja figyelheté meg (Li et al. 2004). A SA és JA
antagonista kapcsolata azonban alacsony hormonkoncentracio esetén nem érvényesiil, ekkor

szinergista hatast fejtenek ki egyasra és mindkét utvonal aktivalodik (Peterson et al. 2000).
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A SA ¢és JA erds antagonista kapcsolataval ellentétben a JA és ET kapcsolata szinergista. A JA
¢s az ET szintén képes stabilizalni az EIN3 fehérjét és fokozni a rezisztenciat nekrotrof
korokozokkal szemben (Zhu et al. 2011). A JA és az ET szintén sziikséges az ERF1 TF
aktivalasahoz és igy a JA fiiggd PR gének aktivalasahoz (Lorenzo et al. 2003).

Az ABA-JA hormonok kolcsonhatasaban fontos szerepet jatszanak a JAZ-MYC2 fehérjék. Az
aktivalt ABA receptor PYL (Pyrabactin Resistancel-Like) JAZ fehérjével komplexet képez.
Az igy transzkripcids gatlas aldl felszabadult MYC2 TF indukalja a JA-hoz kothetd védekezd
géneket (Per et al. 2018). Az ABA és JA is képes indukalni/represszalni ERF TF-okat (Moffat
et al. 2012). ERF5 és ERF6 gének a levélzet novekedését gatoljak, és JA fiiggd az
expresszidjuk. Ezzel ellentétben az ABA fiiggd ERF11 TF antagonista hatast valt ki az ERF6-
ra (Sewelam et al. 2013). Az ERF1 TF hatasara a ndvény szarazsaggal szembeni ellenallésaga
novekszik. Az ERF1 gén indukcidja figyelhetdé meg JA vagy etilén hatasara, azonban ABA-val
torténod kezelés hatasara az ERF1 gén expresszidja drasztikusan csokken (Weiste et al. 2007).
Néhany NAC TF indukalodast mutat ABA hormonra vagy dehidrataciora (Fujita et al. 2011).
A NAC18 és NAC55 gének mind a JA mind az ABA utvonalban fellelhet6k (Jiang et al. 2009).

3.4.4. A sz6l6 védekezése a B. cinerea ellen

A sz616, mint sok mas haszonnovény, fogékony a B. cinerea-val szemben. Azonban kiilondsen
érdekes, hogy a B. cinerea elsésorban az érett sz6161bogyot képes fertdzni, az éretlent nem,
vagy csak alig. A kiilonbség hatterében azonban nem a gomba eltérd stratégiaja all, mert éretlen
¢és erett szOl0bogyot fertdz6 gomba génexpresszids mintdzatait dsszehasoniltva nem talaltak
markans eltérést az aktivalodd gének kozott (Kelloniemi et al. 2015). A fertézés eltérd
kimenetelében a sz6l6 érettségi stadiumatol fiiggé — gomba altal kivaltott — transzkriptum

mintazat valtozas all.

Az aktiv védekezés 1épései csak abban az esetben tudnak indukalodni, ha gazdandveény érzékeli
a tamadashoz kothet6 jelz6 molekuldkat, az elicitorokat (Delaunois et al. 2014). A névény
altalanos védekezése az érett és éretlen bogyonal egyarant megfigyelhetd. Ezek koz¢é tartozik a
fizikai akadaly képzése, a fitoalexinek (sztilbének és szarmazékai) és a patogénhez kothetd
fehérjék (pathogenesis - related proteins, PR proteins) termelése (Riviére et al. 2012).

Korai elicitorként funkcional tobb oligoszacharid, mint pl. a gomba sejtfalat alkot6 kitin és a
novényi sejtfalat alkotd pektin szdrmazékok. A B-glukén és kitin alegységek bizonyitottan
indukaljak a fitoalexin termelést (Sharp et al. 1984). Erdekes megfigyelés, hogy a gomba altal
termelt endogalaktrurondz, mely a sejtfalbontas f6 enzime is, Onmagédban védekezo
valaszreakciot valt ki (Poinssot et al. 2003). A sz6lé egyik fontos PR fehérje csaladja a

kitindzok, melyek bontjdk a gomba f6 sejtfalalkotdé anyagéat a kitint, igy gatolja a hifadk
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novekedését (Collinge et al. 1993). A kitinazoknak t6bb izoformajuk van, melyek eltéré idében
expresszalodnak az elicitorral torténd talalkozast kovetd 48 oOraban (Aziz et al. 2004). A
poligalakturonaz inhibitor fehérjék (PGIP) csokkentik a gomba eredetli endogalakturonaz
aktivitasat, igy hogy kdzben a ndvény sajat endogalakuronaz aktivitasti enzimének akitivitasat
nem csOkkentik (Rasul et al. 2012). A fertézés korai szakaszaban megemelkedik a novényben
a VvRbohd (NADPH-oxidaz) ¢s VVGLP (Germine Like protein) gének expresszidja, ami
oxidativ kitorést okoz (Kelloniemi et al. 2015). Tovabba a fenilpropanoid Gtvonal kulcsenzimei
is - a VWPAL ¢és a VSTS - aktivalodnak (Bais et al. 2000, Negri et al. 2017). Leggyorsabban és
a legnagyobb mennyiségben a rezveratrol fenilpropanoid jelenik meg, de annak szarmazékai is
fontos szerepet kapnak a védekezésben. A rezveratrol metabolizaci6jabol tovabbi sztilbének
alakulnak ki, igy a gliikozilalt piceid, dimerizalt vitiferinek, amik erds antifungalis hatassal
rendelkeznek, vagy a metilalodott pterosztilbén, ami a rezveratrolhoz hasonléoan a gomba
csiratoml6jének novekedését gatolja. (Pezet et al. 2004; Delaunois et al. 2009). A rezveratrol
lebontasa elindul, csokkenni kezd a koncentracidja (Saigne-Soulard és Abdelli-Belhadj 2015).
A szerin-proteaz inhibitorok hatékony védekezést biztositanak a patogének ellen (Revina et al.
2008). Szololevélben végzett kisérlet soran 24 oraval a B. cinerea fertézés kovetden a szerin-

protedz inhibitor szintje megnott.

A SA-JA hormonok egyensulya és az altaluk aktivalt védekezési titvonal a két érettségi fazisban
1év6 sz610bogyodban jelentdsen eltér. Mig az érett sz610bogyoban B. cinerea fert6zés hatasara a
JA ttvonalhoz kotott gének expresszidja né meg, addig az éretlenben a SA utvonal génjei nem
mutatnak indukciot (Agudelo-Romero et al. 2015, Kelloniemi et al. 2015). Beltartalmi mérések
soran azt tapasztaltak, hogy mig a jAzmonsav-izoleucin konjugatum szintje az érett bogydban
megnd, addig az éretlenben a szabad szalicilsav mennyisége fertdzésre ugyan nem valtozik, de
alapszintje kb. tizszerese az érett bogyoban mérthez képest, a fertdézéstol fliggetleniil
(Kelloniemi et al. 2015). Ezek az eredmények nincsenek dsszhangban azzal a régi dogmaval,
mely szerint a SA ttvonal a biotréf, a JA/ET utvonal a nekrotrof mikrobék elleni védekezésben
jatszik kulcs szerepet (Glazebrook 2005). Az éretlen bogyo esetében tapasztaltak szerint a
nekrotrof B. cinerea-val szembeni ellenallosagot a SA ttvonal és az altala aktivalt VVPR1

fehérje biztositja (Kelloniemi et al. 2015).

Az érett bogyonal a csokkent alap SA szint és a JA utvonal aktivalodasa torténik, azonban a
sz6lobogyok ekkor a megtett védekezd 1épések ellenére mégis nagy fogékonysagot mutatnak
(Kelloniemi et al. 2015). Wang és munkatarsai (2015) azt tapasztaltak, hogy alacsony metil-

jdzmonat koncentracioval torténd kezelés esetén priming hatds, mig magas koncentracional
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erdsebb védekezés indukalhatd a sz616bogyoban B. cinerea ellen, mint a kontroll ndvényeknél.

Ezek a kezelések azonban csak csokkentették a fert6zés mértékét, megallitani nem tudtak.

3.4.5. Xiloglukan anyagcsere a novényekben

A heteropolimerek kozé tartozd xiloglukanok a novényi sejtek elsddleges sejtfalaban
talalhatoak. A polimer gerincét (B1—4)-kapcsolt d-glukan biztositja, melyhez 1-6 pozicioban
a-d-xiloz kotédik, amivel kialakul az altalanos struktirajuk (Hayashi és Kaida 2011). Tovabbi
modositasok lehetnek a lancon, pl.: B-1,2 kotott galaktdéz vagy B-1,2/B-1,3 fukdz, melyek
modositjak a polimer oldékonysagat (Pauly és Keegstra 2016). A xiloglukanok f6 feladata a
celluloz rostok kozott keresztkotések létrehozasa, mellyel kialakitja az elsédleges ndvényi
sejtfal merev, nagy teherbirasu struktirajat (Cavalier et al. 2008). A xiloglukan-
endotranszglikozildzok olyan extracellularis fehérjék, melyek a xiloglukan polimert lancon
beliil hasitjak és kapcsoljak dssze egy masik xiloglukan lanccal. Ez a folyamatos 4tkotés és az
ujonnan kivalasztott xiloglukan lanc beépitése a matrixba alakitja ki az Osszetett xiloglukan-
celluléz rostok halozatat (Nishitani és Vissenberg 2007). A sejtfal dinamikus valtozasa
elengedhetetlen a névényi sejtek novekedésében, a gylimolesok érésében (Albert et al. 2004).
Tovabba mar régoéta ismert, hogy a xiloglukdn-endotranszglikozilazok részt vesznek a

patogének elleni védekezésben is a sejtfal megvastagitasaval (Belchi-Navarro et al. 2018).

3.4.6. Glutation anyagcsere

A glutation (GSH) egy glicinbdl, ciszteinbdl és glutaminsavbol allo tripeptid, ami a tiol
csoportja miatt aktiv redukaloszerként viselkedik (Hasanuzzaman et al. 2017). A névényi
sejtekben a glutation metabolizmusban két enzimcsalad jatszik kulcsszerepet a glutation-
peroxidazok és a glutation-S-transzferazok (Béla et al. 2017, Gullner et al. 2018).
Glutation-peroxidaz enzim a hidrogénperoxid redukalasahoz két GSH molekula kozott alakit
ki diszulfid kotést, aminek kdszonhetden a hidrogénperoxidot két vizmolekuldava képes
redukalni. A diszulfid kotéssel dimerizalédott GSH (GSSH) ezt kdvetden glutation-reduktaz
enzim segitségével redukalodik és ismét képes ellenstlyozni a reaktiv vegyiileteket.

A masik fontos enzim csalad a glutation metabolizmusban a glutations-S-transzferazok (GST).
Néhany GST glutation-peroxidaz aktivitassal bir és a reaktiv zsirsav-peroxidokat szerves
alkoholla redukalja. (Dixon et al. 2009). A GST-nek masik fontos feladata a sejt detoxifikalasa,
mely soran a sejt szamara karos anyagokhoz képes GSH-t konjugdlni. Az igy létrejovo
molekulakomplex a vakudlumba keriil ABC-transzporteren keresztiil (Dixon és Edwards

2010).

Patogénnel valo taldlkozas kovetkeztében a novényi sejtekben felhalmozodnak a reaktiv

vegyiiletek, ezzel eltolva a sejt redox allapotat. Ezt ellensulyozva a sejt torekszik az
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antioxidansok és redukalo agensek mennyiségének a novelésére (Barna et al. 2012). Nekrotrof
patogénnel szemben a sz6l6bogyodban, hasonléan mas ndvényekhez, megemelkedik a GST

gének expresszioja (Mulema et al. 2011, Agudelo-Romero et al. 2015)

Sz616bogyo sejtekben azonositottak elsének a GST enzimek Tau osztalyat, mely fehérjék az
antifungalis hatdssal rendelkezd rezveratrol extracelluléris térbe torténd transzportalasat végzik

(Martinez et al. 2017).

3.4.7. Novényi védekezésben szerepet jatszé traszkripciés faktorok

A transzkripcids faktor (TF) fehérjék a sejtmagban lokalizdlodnak és a DNS-hez kotédve
elosegitik vagy gatoljak gének kifejezodését. A TF-ok komplex redundéans szabalyozas alatt
allnak, hogy a kornyezeti feltételnek megfeleld, a ndovény talélését biztositd génmiikddési profil
alakuljon ki. A szabalyozas torténhet MAPK kaszkad, ndvényi hormonok, vagy mas szignalt

tovabbité molekulak segitségével (Pedley és Martin 2005).

Biotikus ¢€s abiotikus stresszre a ndvények valaszreakciojat tobblépcsds, de hasonlo jelatviteli
utvonalak szabalyozzdk (MAPK kaszkad, SA, JA, ET). A szabdlyozas hasonlosaga
magyarazatot ad arra, hogy a génexpresszios profiljuk nagy atfedést mutat (Glazebrook 2001).
Példaul inkompatiblis novény - gomba kapcsolat soran hasonld gének aktivalédnak, mint

sebzés esetén (Durrant et al. 2004) vagy hideg és szarazsag stressz esetén (Seki et al. 2001).

Jelenleg 58 TF csaladot kiilonboztetiink meg a ndvényekben (Jin et al. 2017), melyek koziil hat
hozhat6 kapcsolatba a korokozok elleni védekezéssel (Ng et al. 2018). Ezek az AP2/ERF
(APETALAZ2/ etilénre valaszol6 faktor), bHLH (basic helix-loop-helix, alap hélix-hurok-hélix),
bZIP (basic leucine zipper, bazikus leucin cipzar), MYB (mieloblasztdzis-fiiggd), NAC (NAM,
ATAF1/2 és CUC2 transzkripcids faktorokbol képzett mozaik sz6), WRKY. A transzkripcios

faktorokat a konzervaldédott DNS kotd doménjiik alapjan rendezziik csaladokba.

A V. vinifera-ban mind az 58 TF csalad megtalalhatd, 6sszesen 1276 TF gént azonositottak
benne (PlantTFDB v5.0). A hat- védekezéssel Osszefiiggd TF csaladban talalhaté gének
mennyiségét Osszehasonlitva ladfilben, kukoricdban, paradicsomban és sz6loben azt
tapasztaljuk, hogy minden egyes csoportban a sz6lében van a legkevesebb azonositott gén (1.

tablazat).
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1. tablazat A ludfii (Arabidopsis thaliana), kukorica (Zea mays), paradicsom
(Solanum lycopersicum) és sz616 (Vitis vinifera) genomban azonositott védekezéssel
Osszefliggd TF csaladba tartozo gének mennyiségi 6sszehasonlitasa (PlantTFDB v5.0).

Azonositott TF gének a ndvényi genomokban

Transzkripcios faktor csalad

Arabidopsis  Zea Solanum Vitis
thaliana mays lycopersicum vinifera

AP2/ERF 169 254 164 100
bHLH 225 308 161 115
bZIP 127 216 70 47
NAC 138 189 101 71
MYB 168 203 140 138
WRKY 90 161 81 59

Az AP2/ERF TF csalad négy alcsaladbol all: APETALA2 (AP2), abszcizinsav inszenzitiv 3
fiiggd TF (Related to abscisic acid insensitive 3/viviparous 1, RAV), dehidratacios valasz kotd
fehérje (Dehydration-response element binding protein, DREB) és etilén valasz faktor
(Ethylene responsive factor, ERF). Az Ap2/ERF transzkripcids faktor csaladnak fontos szerepe
van a novekedés/fejlodés idozitésében, €s a kornyezeti feltételek kedvezdtlenné valasa esetén
annak leallitasaban (Licausi et al 2010). Az ERF géneken beliil 11 filogenetikai alapon
Osszerendelt csoportot kiilonboztetiink meg (Licausi et al 2010). Nekrotrof gombak fert6zése
gyakran okoz abiotikus stressz tiineteket a ndvényeknél, mint pl. dehidratdlodéas, ozmotikus
stressz (Mizoi et al. 2012). A IX. csoportba tartozd gének szamaval kapcsolatba hoztak a
novények fittneszét (Nakano et al. 2006). Az alma, szilva és sz616bogy6 érésénél mar korabban
azonositottak, hogy a IX. csoportba tartozo ERF gének expresszidja megnd a héjban (Wang et
al. 2007, El-Sharkawy et al. 2009, Licausi et al 2010). Ez a feltechetéleg az érés soran

felhalmozott kdnnyen elérhetd cukrokat célbavevd korokozok elleni védekezéssel fiigg Gssze.

A WRKY TF-ok rendkiviil fontos szerepet jatszanak a novényi sejtek jelatviteli halozataban.
Ezt bizonyitja az is, hogy mar a zdld-algdkndl is megjelentek ezek a szabalyozo fehérjék
(Phukan, etal. 2016). A novényekben a WRKY TF-ok jelent6s szerepet toltenek be az abiotikus
stressz elleni tolerancia kialakitasaban és a kornyezeti adottsagokhoz val6 alkalmazkodasban.
Ludfiiben az AtWRKY46 gén szabalyozza a novény fejlodését, hormonalis valasz reakcidjat az
oldal gyokérzet novekedésének serkentésével ozmotikus stressz esetén (Ding et al. 2015).
Napraforgd HaWRKY76 gén kifejeztetése ludfiiben ndvelte annak szdrazsag és elarasztassal
szembeni ellenallosagat (Raineri et al. 2015). A sz616 VWWRKY11 génjének ludfiiben torténd
kifejezetetése novelte a ludfii ozmotikus stressz elleni toleranciajat (Huaying et al. 2010). A
sz6l6 WRKY gének kifejez6désében nagy szamban torténik valtozas az ozmotikus viszonyok
megvaltozasa soran (Chunlei et al. 2014). Az abiotikus stressz elleni védekezésen tal fontos a
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biotikus stressz elleni védekezésben betoltott szerepe is. A ludfiiben leirt AtWRKY18,
AtWRKY40, AtWRKY60 gének részt vesznek a Pseudomonas syringae és B. cinerea elleni
védekezésben (Xu et al. 2006). Az AtWRKY33 TF létfontossagu a nekrotrof gombak elleni
védekezésben (Liu et al. 2015). Tovabba a masodlagos anyagcsere termékek aktivalasaval is
noveli a biotikus streszsz eleni védekezést, amikor a VVWRKY2 gén a VVC4H gén promoterét
aktivalja. Ez a gén a lignin bioszintézis egyik kulcsenzime, amivel a sejtfal szintézist serkenti
(Guillaumie et al. 2010). A ludfilben tapasztaltakhoz hasonldéan a sz6l6 WRKY gének
expressziojat is noveli a metiljazmonat és az ET, mig az ABA és SA ndvényi hormonok
csokkentik azokat (Zheng et al. 2006, Chunlei et al. 2014). Funkciojukat tekintve a novény
velesziiletett immunitasdban (PTI, ETI) jatszanak szabalyozd szerepet. Tobb specifikus
novényi védekezésben szerepet jatszo MAP kinaz célpontja is ez a transzkripcios faktor csalad
(Ishihama et al. 2012). A Nicotiana benthamiana-ban a WRKY7, WRKY8, WRKY9 fehérjék
MAP kinazok foszforilalasaval szabalyozzak a NADPH-oxidaz expressziojat (Adachi et al.
2015). A biotikus stresszek elleni védekezésen tul szerepiik van a csirdzasban, a ndvényi

fejlodésben és a levelek 6regedésében (Rushton et al. 2010).

Jelenlegi  ismereteink szerint A. thaliana-ban a bHLH tipusi TF-ok MYC
(mielocitomatozishoz kapcsolodd) csalddjaba tartozé négy TF kulcsszerepet jatszik a JA-
kozvetitette stresszvalaszban és a polifenolos vegyiiletek anyagcseréjében (Hirai et al. 2007).
A bHLH-IIIe csalad pozitivan szabalyozza, mig a bHLH-IIId negativan szabalyozza a JA
valaszt. Mig a bHLH-IIIf csalad a JA-medidlta antocianin szintézisben jatszik kulcs szerepet,
addig a bHLH-IIIb fagy toleranciaban betoltott szerepe miatt fontos (Goossens et al. 2017).
Sz6loben bizonyitottdk, hogy a bHLH TF-ok szerepet jatszanak a fény indukalta flavonoid

anyagcsere aktivalasban (Sun et al. 2017).

A bZIP TF csalad szerepet jatszik az abiotikus stresszben, a mag érésében, virag-fejlédésben
¢és patogének elleni védekezésben, bar ez utobbi az egyik legkevésbé feltart teriilet (Jakoby et
al. 2002). Biotrof patogén és A. thaliana kapcsolataban szabalyozo funkcidt tolt be a SA
jelatviteli Gtvonalon. SA hatdsara a sejtmagba transzlokalodo NPR1-el Osszekapcsolodva
aktivaljak a SA-fiiggd védekez6 géneket (Pieterse et al. 2012). Patogének tamadasa soran
bejuttatott elicitorok altal aktivalt kindzok képesek egyes bZIP fehérjeket foszforilalni. Az igy
aktivalt TF mar képes bejutni a sejtmagba majd diterpének és flavonoidok szintézisét serkenti
(Droge-Laser et al. 1997). Szo6loben korabban leirtak, hogy a VVvbZIP23 gén
(VIT_03s0038902420) expresszidja megnd szarazsag-, s6-, hidegstresszre (Tak és Mhatre
2013).
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A NAC transzkripcios faktorok a ndvény fejlodésének széles spektrumat szabalyozzak, igy a
mag-, viragzat és embrid képzddést (Sablowski és Meyerowitz 1998, Takada et al. 2001), a
levelek szeneszcenciajat, de a sejtosztddasban (Kim et al. 2016) és a védekezésben is szerepet
jatszanak (Nuruzzaman et al. 2013). Filogenetikai vizsgalatok alapjan a NAC TF-ok 15
alcsaladba oszthatok, melyekkel jol korrelalnak az eltér6 funkcidik is. Egyes NAC TF-ok, mind
biotikus mind abiotikus stresszel szembeni ellenallosagra is hatassal vannak (Puranik et al.
2012). Habar a NAC TF-ok a védekezésben jatszanak szerepet, néhany gén esetében (ATAF1,
ATAF2) a PR fehérje gének repressziojat figyelték meg emelkedett NAC expresszido mellett.
Ennek kovetkeztében fogényokabbakka valtak Botrytis cinerea és Fusarium oxysporum
nekrotrof korokozokkal szemben, de novekedett a szarazsagtiirésiik (Bu et al. 2008, Wang et
al. 2009). A VVNACL TF gén feltehet6leg fontos szerepet jatszik a sz616 fejlodésében tovabba
SA és JA kozvetitette jelatviteli utvonalak segitségével noveli az ellendlloképességét nektrotrof

és biotrof gombak ellen (Le Hénanff et al. 2013)

Az MYB TF csalad V. vinifera-ban a legtobb génnel rendelkezd csalad. Eukariotakban fontos
szabalyozd funkciot toltenek be. A MYB TF-ok szerkezetét tekintve négy csoportot
kiilonboztetiink meg az ismétlddd hélix-csavar-hélix motivumok alapjan. Az R2R3 csoport
novény-specifikus és a legnagyobb funkcionalis csoportot alkotja a csaladon beliil, ami a

biotikus és abiotikus stresszvalaszban részt vesz (Ambawat et al. 2013).

3.4.8. PR fehérjék

A PR fehérjék olyan fehérjék, melyek biotikus vagy abiotikus stressz hatdsara indukalodnak €s
szerepet jatszanak a védekezésben és a tolerancia kialakitasdban. Funkcio szerint jelenleg 17
csoportot (PR1-17, 2. tablazat) kiilonboztetiink meg (van Loon et al. 2006). A PR fehérjék
funkcidja széles spektrumot 6lel fel, mert vannak koztiik enzimaktivitassal rendelkezdk és
antimikrobialis fehérjék is. Ezekben a fehérjékben k6zos, hogy alacsony molekulasalytak (6-
40 kDa), hdstabilak, proteazokkal szembeni ellendllésaguk nagy, tovabba alacsony pH-n van a

mitkédési optimumuk (van Loon et al. 1994).

A biotrof korokozok tobbnyire SA-kodzvetitette jelatviteli uton, az NPR1 transzkripcios faktor
segitségével aktivaljak a PR-1,2,5 fehérjéket. Expressziojuk altal nem csak az adott novényi
sejtet védik, de lokalis szerzett rezisztencidt és szisztemikus szerzett rezisztenciat is
kialakitanak. Ezzel szemben nekrotrof kérokozok esetén a jazmonsav tvonal aktivalodik és
MYC transzkripcios faktor segitségével a PR-3,4,12 fehérjek aktivalodnak. Ezek szisztemikus

szerzett rezisztenciat nem, csak lokalis szerzett rezisztenciat alakithatnak ki (Ali et al. 2018).

25



2. tablazat Novényi PR fehérjék funkcidi (Van Loon et al. 2006).

Csalad Funkcio
PR1 Gombaellenes
PR2 f-1,3—glukan hasitas
PR3 Endokitinaz
PR4 Gombacllenes és kitinaz
PR5 Gombaellenes
PR6 Proteindz inhibitor
PR7 Endopeptidaz
PR8 Kitinaz III
PR9 Peroxidaz
PR10 Ribonukledz—szerti
PR11 Kitinaz
PR12 Defenzin
PR13 Tionin
PR14 Foszfolipid és zsirsav szallitas
PR15 Oxalat—oxidaz
PR16 Oxalat—szer(i oxidaz
PR17 Ismeretlen

3.5. Novényi illatanyagok

A novények széles spektrumban szintetizdlnak szerves ill6 komponenseket, amikkel
interakcidoba 1épnek a kornyezettel. A viragok illatdval vonzani tudjdk a beporzast végzd
rovarokat vagy az érett gylimolcsok illatdval a magok terjesztését végzd allatokat.
Illatanyagokkal repellens hatast képesek el6idézni patogénekkel, parazitakkal és novényevod

allatokkal szemben (Maffei 2010).
A novényi illatanyagok tdbbnyire besorolhatoak négy nagy csoportba:

e terpének (pl.: limonén, a-pinén)
e aromas vegylletek (pl.: benzaldehid, eugenol, fenetilbenzoat)
e zsirsav szarmazékok (pl.:1-hexanal, cis-3-hexanol, metil-jazmonat)

e aminosav szarmazékok

A sz016 {0 illatanyagai monoterpének, Ci3 norizoprének, alkoholok, észterek, karbonsavak ¢és
aromas vegyiletek (Dieguez et at. 2003, llc et al. 2016). A terpének valtozatos szerkezetiikbol
adodoan sokféle aromat képesek kialakitani. Talan legismertebb monoterpén formajuk a
limonén és geraniol, melyek citrus illetve rozsa illatiak. Az aromas illatanyagok koziil két nagy
csoport jellemzd a sz6lében: a fenilpropanoidok és a benzol funkcids csoporttal rendelkezok.

Ezek a vegyiiletek az L-fenil-alanin aminosav metabolizmusabol keletkeznek. Ebbe a csoportba

26



tartozo legismertebb illatanyagok a fahéjsav (fahé;j illat), benzaldehid (kesertimandula illat) és

acetofenon (széna illat).

A sz6loben megjelend zsirsav szarmazékok a Cisz-lipoxigendz ¢és Co-lipoxigenaz miikddése
altal, a linolénsav specifikus hasitasaval, majd a keletkezett termékek tovabbi atalakitasaval
jonnek létre. Az atalakitds soran kialakul a megfeleld funkcids csoport (alkohol, aldehid,
karbonsav), de minden esetben alifas marad a szénlanc. A novények sériilése esetén jellegzetes
,Z0ld illatot” érziink (pl.: fiinyirds utan jellemzd), ami foleg Cig zsirsavbol keletkezett Ce
alkoholok, aldehidek és ketonok keveréke. Az atalakitast a sériilt membranbol kiszabadulo

lipoxigenazok végzik (Dudareva et al. 2013).

Az aszisodas soran nem csak a sz0l6 érésekor keletkezd illatanyagok keriilnek a levegdbe,
hanem a B. cinerea illatanyagai is. Tovabba a fert6zés jellegébdl adodéan nagy mennyiségben
jelennek meg zsirsav szarmazékok (pl: 3-metil-1-butanol, hexilacetat, 2-nonanol), melyek a
sériilt novénybdl szabadulnak fel. Megjelennek tovabba erjedéshez kothetd alkoholok, ketonok,

amelyek az intakt sz616 esetében nincsenek jelen (Rizvi és Raman 2016).

Tokaji aszsodott szolobogyokbol mar tortént illatanyag komponensek meghatarozasa. A
vizsgalat soran asziibogyokbol és aszls borbdl is sikeresen izolaltdk az asza karakterét biztosito
v- és O- laktonokat. Ezek a laktonok feleldsek a citrusos, csokoladé és kokuszdio illatokért. A
lakton vegyiiletek 1étrejottében fontos szerepet jatszik a B. cinerea oxidalo hatasa és a Maillard
reakcio (Miklosy et al. 2004). A B. cinerea fertézésére jellemz6 illatanyagokat szamdcaban
mar azonositottak: 3-metilbutanal, cis-4-dekanal, 2-metil-1-butanol, 2-metil-1-propanol, 1-
okten-3-on és1-octen-3-ol. (Van Den Driessche et al. 2012).

Az illatanyagokat mesterségesen is alkalmazzak, féleg a lesziiretelt gylimdlcsok mindségének
megovasa a céljabol. Ennek érdekében 1-hexanolt, (E)-2-hexén-1-olt, (Z)-6-nonanalt, metil-
szalicilatot, metil-benzodatot, benzil alkoholt és izotiocianatokat juttatnak a légtérbe, melyek

antifungalis hatast anyagok (Tripathi és Dubey 2004).

27



4. Célkitizés

Kutatasom soran célul tliztem ki a Furmint sz616 fajta asziisoddsanak korélettani, genetikai és

illatanyag profiljanak feltérképezését.
Fobb célkitlizések:

1. A Furmint sz6ldbogydk botritizalédasanak korszovettani karakterizalasa.

2. Kiilonboz6 aszusodasi fazisban 1évo Furmint sz616bogyok total transzkriptom analizise. A
vizsgalat soran a névényi és gomba mRNS mintdzat egylittes elemzése.

3. Kiilonb6zd aszusodasi fazisban 1évé Furmint sz6l6bogyok kis RNS analizise. A novényi
¢s gomba miRNS molekuldk kifejez6désének egylittes vizsgalata.

4. A Furmint sz6ldbogyok totdl transzkriptom eredményeinek Osszehasonlitisa mas
botritizalddott sz616bogyok total transzkriptom eredményeivel.

5. Az aszisodds modellezése laboratériumi koriilmények kozott, idedlis iiltetvényi
klimaparaméterek beallitasa mellett.

6. Botritizalddott Furmint bogy¢ illatanyag markereinek meghatarozasa.
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5. Anyag és modszer

5.1. Mintagyiijtés

A Furmint sz6ldbogydkat a tokaji borvidéken talalhato Madrol, a Szepsy birtok Betsek
dil6jébdl gyhjtottem. A mintagylijtés soran alkalmazkodni kellett az évjaratonként kiilonb6zo
1dojarasi feltételekhez, amitdl a sz016bogyo érése €s az aszusodas akar heteket is tolddhatott.

Négy aszusodasi fazist kiilonitettem el morfologiai jellegek alapjan (3. abra).
A kovetkezok alapjan gyljtottiink mintakat:

I, fazis: Ep, feszes borszovet, melyen lathato sériilés nincsen. A bogyd szine zoldes
sarga.

Il. fazis: Mar megjelentek a gomba tiinetei. A bogyonak 25-90%-ban barnas lilas a
héja. A bogyo elvesztette feszességét.

Il. fazis: A bogyo teljes egészében barnas lilas. Enyhén toppedt bogyok, akar jelentds
mennyiségli gomba képlettel a felszinén.

IV. fazis: Az aszubogyok sokkal kisebbek, mint az eredeti sz616bogyo, szinlik mély lila
vagy barna. Erdsen toppedtek, héjszerkezetiik megkeményedett, akar lathatdo gomba

képletek is vannak rajtuk.

A Furmint aszusodasa a flirtén mozaikos, ezért a diilében folyamatosan lehet taldlni a négy
aszusodasi fazisnak megfeleld szO6l6bogyokat. A kiilonb6z6 mintagyiijtési idépontokban (3.
tablazat) minden aszisodasi fazishoz 6t biologiai mintat vettem. A biologiai mintdk egyenként

két 50 ml centrifugacsé mennyiségii, a diild kiilonbozd fiirtjeirdl szedett bogyobol alltak.

3. tablazat Aszubogydk mintagyiijtési idépontjai.

Idépont Kisérlet
2016.10.25. (A iddpont) ELISA, RNS-, kis RNS szekvenalas
2016.11.03. (B iddpont) ELISA, RNS-, kis RNS szekvenalas
2017.09.27. ELISA, Sz0616 bogyo €16 szovet vizsgalat
2018.10.10. Aszusodas modellezése, Illatanyag vizsgalat

Az RNS-, kis RNS szekvenalés és ELISA vizsgalatokhoz Madon gylijtott sz616bogyo mintakat
azonnal folyékony nitrogénnel hiitéttem le. A Budapestre torténd szallitds sordn szarazjég
pellettel t61tott hungarocell dobozokba tartottam a mintdkat. Ezt kdvetden feldolgozasig
ultramélyhiitében -80 °C-on taroltam Oket. A tobbi kisérlethez felhasznalt mintakat a

mintagyljtést kovetden szobahdmérsékleten szallitottam Budapestre.
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3. abra Tokaj-hegyaljan gyiijtott, kiilonb6z6 asziisodasi fazisban 1évé Furmint sz616bogyok.
A rémai szamok az aszusodasi fazist jeldlik.

5.2. Sz6lobogyok drlése

Az RNS kivonashoz és ELISA vizsgélathoz sziikség volt a mintak feltarasa. A bogyok Orlése
Roche markaji érldémalommal tortént. Az 6rld kapszulakat és golyokat folyékony nitrogénben
elohttottem. 25 mL-es acél kapszulakat toltdttem meg félig kiillonbozé fazisti aszusodott
bogyodkkal €s az Orlést végzo acélgolydval. Az 6rlés 30 masodpercig tartott 25 1/s frekvencian.
Az 6rleményt szarazjéggel elohiitott centrifugacsdvekbe toltdttem és ultramélyhiitdben -80 °C-
on taroltam Oket felhaszndlasig. A mintdk kozott a kapszuldkat és a golyot is dtmostam

melegvizes szappanos vizzel, majd desztillalt vizzel és 70% etanollal szaritottam.

5.3. Gomba biomassza meghatarozas

A kiilonboz6 aszlisodasi fazisi sz6l6bogyd mintak gomba tartalmat B. cinerea specifikus,
modositott szendvics ELISA kittel (LOEWE) végeztem a gyart6 utasitasai szerint.

A talcakat 3 oran at inkubaltam 37 °C-on B. cinerea specifikus antitestet tartalmaz6 pufferrel,
majd a mosast kdvetéen egy lépésben felvittem a mintat és az alkalikus foszfataz-antitest
konjugatumot. A mintdk aszusodott poritott sz6lébogyok voltak 20X-os mintafelvevd
pufferben felhigitva. Az egy éjszakds 4 °C-os inkubdlast kovetd enzimatikus Iépéshez
Loeweblue A ¢és B szubsztratot adtam a talcahoz 1:1 ardnyban és 30 percig 37 °C-on
inkubdltam. A szinreakciot 600 nm-es hulldimhosszon detektaltam Labsystems Multiscan MS

v 4.0 spektrofotométeres talcaleolvasoval.

A gomba biomassza mennyis€gi meghatarozasahoz sziikség volt a kalibracios gorbe felvételére.
Minimal tapoldaton (Gamborg B5 [Dushefa], 2% Gliik6z [Reanal]) 48 6ra alatt felndvesztettem
a B. cinerea gombat, majd vakuum szlirtem, hogy minél siiribb gomba pelletet kapjak. A
pelletet folyékony nitrogénnel lefagyasztottam és golydosmalommal 6réltem. Az drleménybdl

mintafelvevé puffer segitségével 6t pontos higitasi sort (koncentracionkként harom
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ismétlésben) készitettem. A kalibralo pontokra négy paraméteres logisztikus gorbét illesztettem

Sigmaplot v12.0 segitségével (4. abra).

Négy paraméteres logisztikus gorbe egyenlete:

i+ —2—4
Y= 1+ (x/c)P 20

Paraméterek: 154
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b=-1,16 e 197
@
¢=0,45 =

d=0,03 5 %]
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B. cinerea tomeg (mg)
4. abra A B. cinerea ELISA gomba biomassza
kalibracios gorbe meghatarozasa négy paraméteres
logisztikus fiiggvény alapjan (R?=0,999).

5.4. Szirazanyag tartalom meghatirozas

A sz0l6bogyok szarazanyagtartalmanak meghatarozasa soran a korabban ledrolt bogyokat
hasznaltam. Mintanként hozzavetdleg 1 g drleményt aluminium f6lidbol kialakitott tartokba
mértem analitikai mérleg segitségével, majd szaritoszekrényben 105 °C-on 1 6ran 4t hevitettem.
Az aluminiumtartokban visszamaradt szarazanyagot ezt kovetden visszamértem.
Meghatarozasra keriilt az érettlen, I, II, III. és IV. aszlsodott fazisi bogyok

szarazanyagtartalma, fazisonként 3-3 parhuzamosban.

5.5. Szemi-automatizalt élészovet meghatarozas a sz6l6bogyoban

A sz016bogyd morfologiai paramétereinek és az €lészovet meghatdrozasanak alapjai Fuentes
¢s munkatarsai (2010) kozleményén alapszanak.

A mintagylijtés soran a bogyok Brix értéke meghatarozasra keriilt. A szdélébogydkat
kozvetleniil a festés elott axialis irdnyban kettévagtam €s a magokat eltavolitottam. Ezt
kovetden az aszsodasi fazisnak megfeleld ozmotikus tulajdonsdgokkal rendelkezd
szachar6zos oldatban (Brix értékbdl meghatirozva) felvett Fluoreszcein diacetit (FDA)

festéket csepegtettem a bogyoé felnyitott felszinére, amig elértem a maximum konvex

31

10



meniszkuszt. 15 percig sotétben inkubaltam, majd GFP sziirdvel ellatott fluoreszcens
mikroszkdp alatt full frame fényképezdgép segitségével rogzitettem a fluoreszcencia jelet. A
III. és IV. aszhsodasi fazis esetében sziikség volt alsd6 megvilagitassal extra képet késziteni,

hogy a morfologiai méréseket el lehessen végezni.

A képfeldolgozashoz a MATLAB szoftver képfeldolgozo egységét hasznaltam. Elsé 1épésben
8 bites képpé kellett konvertdlnom a képet, majd intenzitds hisztogramon tudtam abrazolni a

pixelek fényesség eloszlasat (5. abra).
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5. abra A fluoreszcens kép pixeleihez tartoz6 intenzitas értékét tartalmazo
hisztogram. Az dbra a MATLAB program segitségével késziilt.

A hatteret €s a sz0l6bogyot reprezentald pixel csoport kozott mindig tapasztalhatd egy arok,
ami azt mutatja, hogy jol elkiiloniil a sz616 a hattértdl. Ezt a jelszegény szakaszt felhasznalva
automatizalni tudtam a sz610 és a hattér kozotti hatar felismerését. Empirikusan meghataroztam,
hogy sz0616t6] szarmazo pixelek intenzitasai 35 érték folott helyezkednek el, ezért a 35 és 100
fényintenzitasu pixelek eloszlasat fliggvényként &brazoltam. Az igy kapott fiiggvényt
simitottam ,,Jlowess” algoritmus alapjan €s derivalassal meghataroztam azt a fényintenzitast,

ami az inflexios pont utan kovetkezik, tehat a fliggvény derivatumanak értéke negativ (6. abra).
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Automatikus szél meghatarozas
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6. abra A bogyo6 szélének szemi-automatikus meghatarozésa. ,,A” A fluoreszcens kép 35 és
100 fényintenzitas kozotti pixelek eloszlasa és az arra simitott gorbe. ,,B” Az A abran lathato
eloszlasgdrbe meredekségének valtozasa a fényintenzitas fiiggvényében.

Az ¢lészovet mennyiségének meghatdrozdsaa soran egy empirikusan meghatdrozott
kiiszobértéknél fényesebb pixelek szamat vettem figyelembe. Az empirikus kiiszorbérték
meghatarozasa soran a véletlenszerien kivalasztott kisérleti képek intenzitds hisztogramjat
vizsgaltam meg. Ezt a kiiszobértéket hasznaltam az analizis soran minden fazisra az éldszovet
vizsgélat soran. A pixelek szamszerlisitéséhez sziikség volt a kép binarizdlasara, ahol a
kiiszobértek feletti pixelek a matrixban ,,1” mig az alattiak ,,0” értéket vettek fel.

A morfologiai paraméterek meghatarozasdhoz eldszor ki kellett jelolnom a sz6lo
peremkertiletét, amelyhez az ’edge’ fliggvény ’sobel’ modszert hasznaltam kiegészitve az
empirikusan meghatarozott kiiszobértékkel. Ezt a kiiszobértéket kiilonboz6 aszusodasi
fazisokban lévo bogyokrol késziilt képek esetén modositani kellett, hogy az ¢l detektalas pontos
legyen. A hatar kijelolését kovetden a koriilzart tertiletet kitoltottem, amivel megkaptam a
bogyo teriiletét, maximalis és minimalis atmérdjét. A keriilet pontos meghatarozasahoz sziikség
volt a kijelolt bogydteriilet szélének az élsimitasara, amit a kép kismértékli homalyositasaval
oldottam meg. Az itt hasznalt szlir6 paraméterei ’disc’,’25” volt, amelyet a képre alkalmazva

megfeleld élsimitast kaptam.
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5.6. Total RNS kivonas sz616 bogyobol
Az aszubogyokbol torténd total RNS kivonas technikajanak alapja Reid et al. (2006) munkaja

volt. Fontos szerepet jatszott az RNS kivonas sikerében a megfeleld kiindulasi mennyiség

optimalizalasa, mert az aszasodds soran nem csak beltartalmi értékek valtoznak, hanem

drasztikus vizvesztés is torténik. Ezek fliiggvényében a kiindulasi anyag a kiilonb6z6 asziisodasi

fazist mintaknal eltérd volt az RNS kivonds soran (4. tablazat).

9.

10.

11.
12.

4. tablazat Total RNS kivonas soran bemért kiindulasi sz616bogyé 6rlemény.

Aszusodasi fazis Bemérési tomeg
l. ~800mg
Il. ~800mg
M. ~500mg
V. ~250mg

Az elporitott mintat 50 ml-es centrifugacsobe bemértem és 20 ml kivono puffert adtam
hozza majd 10 percre 65 °C vizfiird6ben inkubaltam és 2 percenként §sszeraztam.

Ezt kovetden azonos térfogatl kloroform-izoamil alkoholt (24:1) adtam hozz4, alaposan
Osszerdztam és 10 percre 4 °C-on centrifugaltam 4800 x g-n.

A feliiluszot Uj csObe pipettaztam at és megismételtem a 2. pontot.

10 ml feliiluszét pipettaztam egy Uj 50 ml-es centrifugacsébe és 0,1 térfogatnyi 3M
natrium-acetat puffert (pH 5,2) és 0,6 térfogatnyi jéghideg izopropanolt adtam hozza.
30 percig -70 °C-on inkubaltam.

Ezt kdvetden 4 °C-on 30 percig centrifugaltam 4800 x g-n.

A feliiluszot leontottem és 5 ml 70% etanollal mostam, majd 4 °C-on 15 percig
centrifugaltam 4800 x g-n.

Feliiluszot maradéktalanul leontottem €s a csapadékot liofilizaloval beszaritottam.

A csapadékot 1 ml TE (pH= 7) pufferben felvettem €s egy 1ij 2 ml-es centrifuga csdbe
pipettaztam at.

300 ul 8 M LiCl oldatot adtam hozza, és ¢jszakara 4°C-on inkubaltam.

A mintat 21.000 x g-n 30 percig 4 °C-on centrifugaltam, majd 500 pl 70%-os jéghideg
etanollal mostam.

A feliiluszot maradéktalanul ledntottem €s beszaritottam a csapadékot liofilizaloval.

A pelletet 42 pl nukleazmentes vizben vettem fel.

34



Kivono puffer dsszetétele:

e 300 mM Tris HCI (pH:8,0),
e 25mMEDTA,

e 2 M NaCl,
e 2% CTAB,
e 2% PVPP,

e 0.05% spermidin trihidroklorid,
e kozvetleniil hasznalat eldtt 2% B-merkaptoetanol hozzdadasa

Az RNS mindségét az RNS kivondsi technika optimalizdldsa soran NanoDrop 1000
spektrofotométeren ellendriztem €s agardz gélelektroforézissel vizsgaltam, de a rutin kivonasok
soran csak NanoDrop 1000 késziilékkel ellendriztem. A megfelelonek (>100 pg/ul RNS
tartalom, A260/230 arany >1,8 és A260/280 arany > 2,0) talalt RNS mintakat ezt kdvetéen
DNA-free kit (Ambion, Thermofischer) segitségével a gyart6 utasitasa szerint DNaz emésztést
végeztem rajtuk. RNS szekvenalas eldtt a mintdk RIN (RNA Integrity number, RNS integritas

szadm) értékét Agilent Bioanalyzerrel mértiik.

5.7. Total transzkriptum szekvenalas és adatelemzés
Az RNS szekvenalds mintédi két mintagyiijtésbol szarmaztak, fazisonként 5-5 mintaval, tehat

Osszesen 40 db RNS szekvenalasi eredményt dolgoztam fel a disszertaciomban.

A total transzkriptum szekvenalasat €s a nyersadatok feldolgozéasat az UDGenoMed Kft.
végezte.

A totadl RNS mindségi ellendrzése Agilent BioAnalyzer Eukaridta Total RNA Nano és Pico kit
segitségével tortént a gyartd utasitdsai szerint. Az RNS szekvenalasi konyvtarhoz hasznalt
mintdk 7-nél magasabb RIN értékkel rendelkeztek. Az RNS szekvenalasi konyvtar a TruSeq
RNA Sample prepartion kittel (Illumina) lett elkészitve a gyartd utasitdsai szerint. A
szekvenalast NextSeq500 késziiléken (Illumina) végezték, egyszalu, egyiranyu, 75 nukleotid

hosszi leolvasasi modban. Atlagosan 18-20 millio szekvenalt leolvasas tortént mintdnként.

A szekvenalas mindségellendrzése FastQC v 0.11.7 szoftver segitségével tortént. Ezt kovetden
a STAR v2.5.4b szoftver segitségével illesztettiik a leolvasott szekvenciakat kiilon a sz616 (Vitis
vinifera IGGP 12x) (Jaillon et al. 2007) és a Botrytis cinerea (ASM83294v1) (Van Kan et al.
2017) referencia cDNS adatbazisra. Az elkésziilt BAM fajlokat a StrandNGS szoftver (Agilent
Technologies) segitségével elemeztiik tovabb. Nyers expresszios adatokat kinyertik a BAM

fajlokbol és DESeq algoritmus alapjan normalizatuk 6ket. Ezt kdvetden a kondiciok kozott
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eltéréen expresszaldodd gének listajat azonositottuk Tukey post hoc és Benjamin-Hochberg

hamis talalati arany korrekcioval (FDR) kiegészitett ANOVA teszttel.

5.8. RNS szekvenalas validalas-Real Time gPCR

A transzkriptom szekvenalads validaldsa sorana a szekvenaldshoz hasznalt RNS mintakban
megmértem Real Time qPCR technikaval 5-5 V. vinifera és B. cinerea gén relativ expressziojat.
A RNS-eket Thermo Scientific First Strand cDNA Synthesis Kit-tel cDNS-sé irtam at a gyarto
altal biztositott protokoll szerint, majd az atirt cDNS-ket 5-sz6r6sre higitottam nukleaz mentes
vizzel. Az RT-qPCR-t C-1000 Thermal Cycler CFX96TM Real -Time PCR System (Bio-Rad)
késziilékben végeztem. A reakcidhoz SensiFAST SYBR® No-ROX Kit-et (Bioline)
hasznaltam a gyartd utasitasai szerint. Az alkalmazott primereket és RT-qPCR paramétereket
az M. 1. tdblazat tartalmazza. Minden vizsgalt gén esetében mind a négy aszusodott tazisbol
négy véletlenszerlien kivélasztott mintdban hatdroztam meg a relativ génexpressziot két

technikai ismétlésben.

A validélas sordn mind a hdrom aszisodési fazisban mért génexpressziot az egyes fazishoz
viszonyitottam — ugyanugy, ahogy a totdl RNS szekvendldas ¢és kisRNS szekvenalas
adatelemzése sordn is tortént. A gének kivalasztasa sordn torekedtem ra, hogy kis és nagy
legyen a vizsgalt gének csoportjaban.

A sz0616 haztartasi génjei koziil a VIT_08s00079g06520 aktin gén és a VIT_06s0004g03220
azonositoval rendelkezé elongacids-faktor-1 expreszidjat hataroztam meg, melyek koziil az
aktin bizonyult stabilabbnak (Reid et al. 2006). Az elongacios-faktor-1 expresszidja két
mintanal nem volt kimutathatd. A B. cinerea esetében az egyik B-tubulin Bcin01p08040 gént
valasztottam haztartasi génnek (Ren et al. 2017). Az expresszié meghatarozasahoz a ddCt
modszert alkalmaztam. A ddCt mddszert soran meghataroztam két eltérd fazisbol szarmazd cél

gén €s haztartasi gén ciklus értékének a kiilonbségét és ezeket ardnyositottam egymashoz.

AACt = 2[(Ctv,c_Ctv,h)_(Ctk,c_Ctk,h)]

ahol:

Ctyc, vizsgalt minta vizsgalt gén Ct értéke

Ct, p vizsgalt minta haztartasi gén Ct értéke

Cty . kontroll minta vizsgalt gén Ct értéke

Cty n, kontroll minta haztartasi gén Ct értéke
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5.9. Fékomponens elemzés

A fékomponens-analizis egy tobbvaltozos statisztikai eljaras, mely az adatredukcidos modszerek
kozé sorolhatd. Az eljards sordn a nagy variabilitassal rendelkezd adatsort transzformaljuk
kisebb, kettd vagy harom ortogonalis fékomponensre. A technika nagy eldnye, hogy eldzetes
becslést nyljt az adathalmazok hasonldsagara, illetve segitségével konnyen azonosithatoak a
kiugr6 mintak. A vizsgalat soran két komponensre bontottam az adatokat. Az elsé fokomponens
tengelyén a legnagyobb variabilitdst mutatja a minta, a masodik fékomponens tengelyén a
masodik legjelentésebb valtozas irdanyat mutatja. A vizsgalathoz az IBM SPSS Statistics 23

programothasznaltam.

5.10. GO kifejezés dusulasi teszt (overrepresentation test)

A GO kifejezések olyan génekhez rendelt azonositok, melyek az adott gén termékét biologiai-
, molekularis folyamatokban vagy lokalizacigjardl adnak informaciot. A GO ontologia graf
szerkezetli, ahol a GO kifejezések a csomdpontok, az élek pedig a GO azonositok kozotti

kapcsolatot reprezentaljak.

A GO kifejezések feldusulasanak vizsgalatat a Cytoscape Bingo v3.0.3. szoftver segitségével
végeztem. Az annotalasi fajl (GO.obo) a Gén Ontoldgiai Konzorcium (Gene Ontology

Consortion) hivatalos honlapjar6l (http://geneontology.org/) szarmazott. A gének GO

annotalasi konyvtarat az Ensembl-Biomart és KEGG szerver segitségével készitettem el a V.
vinifera és B. cinerea 6sszes cDNS-re. A Furmint mintak dusulési tesztje soran hattérnek a
szekvenalasi eredményben valtozott génekbdl késziilt gén halmazt hasznaltam. A teszt soran
hipergeometrikus statisztikat alkalmaztam €és Benjamini & Hochberg hamis talalati arannyal
(p<0,01, False Discovery Rate, FDR) korrigéltam az eredményt. Az eredmények fejezetben
azokat a GO folyamatokat mutatom be, melyek a hipergeometrikus tesztnek és a FDR-nek is

megfelelnek és az adott folyamatot az elérhetd adatokkal nem lehet tovabb pontositani.

A hipergeometrikus teszt soran a program Osszeveti, az eltérden expresszalodo gének listajat az
adatbazisban 1évd, nem eltérden expresszalodo gének listajaval, hogy az adott GO kifejezésnél
milyen eloszlasban van egy adott gén. A vizsgalat soran Fisher-féle egzakt probaval vizsgaljuk

minden szdba jovo GO kifejezésre a szignifikancia mértékét.
A Fisher-proéba miikodési elve:

A Fisher-féle egzakt-teszt egy nem paraméteres proba, amit a kontingenciatablazat elemzésére
hasznalunk (Agresti 1992). Kozvetleniil szamolja a mért gyakorisdgok alapjan az ardnytalansag
mértékét, a tapasztaltnal extrémebb értékek bekovetkezésének valosziniiségét Ho igaz volta

esetén (Ho: A sorok és oszlopok fiiggetlenek). A szadmitds soran, rogzitett marginalisok, és
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fliggetlenséget feltételezd Ho esetén, a tapasztaltnal szélsOségesebb elemek elméleti

valdszintliségeit 0sszeadjuk, a hipergeometrikus eloszlas minden tovabbi tagjara.
Esetiinkben a kovetkezd kontingenciatablazat alapjan torténik a vizsgalat:
5. tablazat Dusulasi teszt soran alkalmazott Fisher-féle egzakt-teszt altalanos

kontingencia tablazata.
€ GO kategérianak ¢ GO kategérianak Osszesen

Eltéréen expresszalodo gének A B A+B
Azonosan expresszalodé gének Cc D C+D
Osszesen A+C B+D A+B+C+D

Amennyiben szignifikdnsan tobb az eltérden expresszalodo gén az adott GO kategoridban,
akkor dusulasrol vagy hidnyrol beszEliink, attol fiiggden, hogy indukalt vagy represszalt gének

listajat hasznaljuk fel az analizishez.

5.11. Kis RNS dusitott RNS kivonas sz616bogyo6bdl

A sz616bogyobol torténd megfelelden tiszta kis RNS izolalasdhoz nem volt megfeleld a total
RNS kivonashoz hasznalt mddszer, ezért egy masik modszert adaptaltam, ahol a kis
molekulastlyt RNS frakciot is megfelel6 tisztasaggal tudtam kivonni (Carra et al. 2007).

A total RNS kivonashoz hasonldan, ebben az esetben is aszusodasi fazistol fiiggden eltérd
mennyiségli mintabol volt sziikséges kiindulnom (6. tablazat).

6. tablazat Kis RNS kivonas soran bemért kiindulasi sz616bogyd 6rlemény.

Aszusodasi fazis Bemérési tomeg
l. ~ 2000 mg
Il ~ 1800 mg
1. ~ 1000 mg
V. ~ 800 mg

1. Az elporitott mintat 50 ml-es centrifugacsébe bemértem és 12,5 ml kivoné puffert (total
RNS kivondshoz is hasznalt kivond puffer) adtam hozzd majd 10 percre 65 °C
vizfiirddben inkubaltam ¢és 2 percenként dsszerdztam.

2. Ezt kovetéen azonos térfogatu kloroform: izoamil-alkoholt (24:1) adtam hozza,
alaposan Osszeraztam és 10 percig 4 °C-on centrifugaltam 4800 x g-n.

3. A feliiliszoét 4 csébe pipettaztam at €s megismételtem a 2. pontot.

4. 10 ml feliiluszot atpipettaztam egy 0j 50 ml-es centrifugacsébe és 10 ml jéghideg
izopropanolt adtam hozza. 15 percig - 20 °C-on majd 45 percig 4 °C-on inkubaltam.

5. Ezt kovetden 4 °C-on centrifugatam 4800 x g-n 30 percig.
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6. A feliszot ledntdttem €s 2 ml 80% etanollal mostam. 4 °C-on 15 percig centrifugéltam
4800 x g-n.

7. Feliiluszot maradéktalanul ledntottem €s a csapadékot liofilizaloval beszaritottam.

8. 700 uL milliQ vizben felvettem €s egy 0j 2 ml-es centrifuga csdbe pipettaztam at.

9. Egyenlé mennyiségl fenol-kloroformot (5:1, pH = 5,2) adtam hozza majd vortexeltem.
15 percig centrifugaltam 20.000 x g-n. Centrifugalast kovetden azonnal atpipettaztam a
tiszta feliilszot, ligyelve, hogy a fehér szuszpenzios fazis érintetlen maradjon.

10. A 9. 1épést megismételtem.

11. A 10. 1épésbdal atszivott feliiluszot S00 pl-re kiegészitettem milliQ vizzel €s hozzdadtam
50 ul 5SM NaCl oldatot majd 550 pl kloroform:izoamil-alkoholt (24:1). 4 °C-on 10
percig centrifugaltam 20.000 x g-n.

12. A feliilaszot 4j cs6be atpipettaztam és 65 °C-os vizfiirddben 5 percig inkubéltam.
Hozzéaadtam egyenlé mennyiségili 15 %-0s PEG oldatot, 15 percig -20 °C-on, majd 4
°C-on 45 percig inkubaltam. Eztutan 4 °C-on 15 percig centrifugaltam 16.000 x g-n.

13. A feliiluszot uj 2 ml-es centrifugacsdbe szivtam at és egyenld mennyiségii izopropanolt
adtam hozza. Egy ¢jszakan at 4 °C-on inkubaltam.

14. Masnap 4 °C-os centrifugaban 30 percen at 21.000 x g-n centrifugaltam, majd 6vatosan
leszivtam a feliiluszot. 5 ml 80% jéghideg etanollal mostam ¢és ujra 30 percig
centrifugéltam 21.000 x g-n.

15. A feliiluszot maradéktalanul eltavolitottam és liofilizaloval beszaritottam.

16. 23 pl milliQ vizben visszaoldottam az RNS-t és -80 °C-on taroltam.

Az RNS mindséget 7 M ureat tartalmazo 19:1 poliakrilamid gélen és Agilent Bioanalyzerrel
ellendriztem. A poliakrilamid gélen futtattam a kis (LMWR) és a nagy (HMWR) molekulastlyt
RNS frakciot, tovabba Zymo Small RNA ladder létrat hasznaltam markerként. Az RNS
mintakat gélbe toltés elétt 2X RNA loading dye-al (Thermo Fisher Scientific) kezeltem a gyartéd
utasitasai szerint, hogy az RNS masodlagos szerkezetét felbontsam. A mintak felvitele el6tt 20
percig iiresen futtattam a gélt 0,5 TBE pufferben 6 V/cm térerdsséggel. Ezt kovetden a HMWR-
bol 2 pg, LMWR-b6l 1 pg RNS-t vittem a zsebekbe és ugyanigy 6 V/em térerdsséggel
végeztem az elektroforézist, amig a bromfenolkéek festék el nem érte a gél aljat. Ezt kovetden
20 percig enyhe razatas kozben aztattam 0,5 ug/ml etidium-bromid oldatban, majd 300 nm

hulldmhosszt fénnyel megvilagitva lefényképeztem a gélt.
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5.12. Kis RNS szekvenalas és adatelemzés

A total transzkriptum szekvendldsat és a nyersadatok feldolgozéasat az UDGenoMed Kft.
végezte.

Kis RNS szekvenalasi kényvtar a NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for
Illumina (New England BioLabs) segitségével késziilt a gyartoi utasitasok szerint. Minden
konyvtar 1 pg kis RNS dusitott mintabol késziilt. 3” €s 5° adaptor ligalasat kovetéen egy szalu
cDNS késziilt beldle majd indexalt adapterek segitségével PCR-el felszaporitottak. Tisztitas
céljabol 6% Novex TBE PAGE gélen megfuttattak a PCR terméket. A kis RNS régio kivagasa
¢s tisztitasa utdn a nukleinsav molekulaméret eloszlasat Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip
(Agilent Technologies) segitségével ellendrizték. A szekvenalds Illumina NextSeq500

késziiléken tortént a teljes transzkriptoma szekvenalashoz hasonloan.

A szekvenalas soran képz6dott leolvasott szekvenciak mindségi ellendrzés és adapter régiok
levagasa utan a V. vinifera referencia genomra (GCF_00003745.3 12x) lettek illesztve. A V.
vinifera miRNS 16kuszai elérhetéek a miRBase adatbazisban. Minden minta esetében
meghataroztuk az ezekre a l16kuszokra illeszkedd leolvasott szekvencidk mennyiségét. A 16kusz
lefedettségi adatokat GeneSpring programba importdlva normalizaltuk az expresszios
értckeket. Ezt kovetéen a kezelések kozott eltéréen expresszalodd miRNS-ek listajat
azonositottuk Tukey post hoc és Benjamin-Hochberg hamis talalati arany korrekcidval (FDR)

kiegészitett ANOVA teszttel.

A ndvényi miRNS-ek célpontjat a PSRN ATarget online szerver segitségével prediktaltam (Dai
et al. 2018).

5.13. Tenyészet fenntartas
A B. cinerea b05.10 torzset laboratoriumban mesterséges taptalajon tartottam fenn és
indukaltunk sporaképzést. 2 maltdoz agaron (1,5 m/m% malata kivonat, 1,5 m/m% agar)

tenyésztettem szobahdmérsékleten 5 napig sététében, majd 5 napig UV fénycsd alatt 21°C-on.

5.14. Fertozés B. cinerea-val

A konidumokat a taptalajrol ,,fert6z6 médiummal” lemostam (Gamborg BS médium [Dushefa],
2% gliik6z [Reanal]), gézlapon atsziirtem és biirker kamraval meghataroztam a sporaszamot.
Ezt kdvetéen fertd6zé médiummal beallitottam a 10° konidium/ml koncentraciot és szorofejes
flaska segitségével egyenletesen lepermeteztem a fiirtoket minden oldalrol. A fert6zés minden
esetben délutan tortént, hogy igazodjunk a B. cinerea cirkadian ciklusa altal biztositott

fokozottabb virulencia iddpontjahoz (Hevia et al. 2015).
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5.15. Aszusodas és sziirkerothadas modellezése

Az ép furmint szoléfiirtoket a Szepsy birtok Betsek diildjében gytijtdttem 2018.10.10-én. A
2018-as 0Osszel jelentds aszaly stlytotta Magyarorszagot, ami kedvezdtlentil befolyésolta az
aszusodas folyamatat. Az aszusodas és sziirkerothadas modellezéséhez ezért sziikséges volt a
sz616furtok B. cinerea konidiummal vald kezelése az aszusodas modellezése el6tt. A kezelés
majd 24 oran keresztiil benedvesitett zart dobozban taroltam dket 21 °C-on.

Az optimalis aszisodasi homérséklet és paratartalom profil meghatdrozasat meteorologiai

adatbazis segitségébel hataroztam meg (www.amsz.hu). Az adatbazisbol kigyljtottem az

aszusodas szempontjabdl kivald évjaratnak mindsiild 2017-es év szeptember, oktober és
november honapok hdmérséklet és pdratartalom adatait Tallya telepiilésrél (Méadrdl nincs
elérhetd meteoroldgiai adatbazis errdl az iddszakrol). Az dsszegylijtott adatokbol készitettem
el a modellezés soran alkalmazott hdmérésklet és paratartalom programot.

Az elokezelést kovetden Conviron klimakamraban inkubaltam a levagott flirtoket nyitott
milanyag ladakban a kdvetkez6é paraméterek szerint: 8-t6] 12 6raig a hdmérseklet 5 °C -rol 20
°C-ra emelkedett és a relativ paratartalom (Rh%) 96-r61 60-ra csokkent. Ot 6ran keresztiil
stabilan maradtak a kornyezeti paraméterek, majd 17-t81 20 6raig 20 °C-r6l 10 °C-ra csokkent
a homérséklet, a relativ paratartalom pedig éjfélig 60%-rol 96%-ra nétt a kamraban. Hajnali 5
orara a hdmérsékletet 5 °C-ra csokkent, 96% relativ paratartalom mellett (7. dbra). A sziirke
rothadt mintak ugyanebben a kamraban voltak elhelyezve, de zart mianyag dobozban, amiben
kozelitéleg 100% RH tudtam biztositani. Az aszisodott €s sziirkerothadt sz616fiirtokbdl egy hét

elteltével vettem illatanyag mintakat.
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15 /_% 60
10 p ——T)
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Orak

Hémérséklet (°C)

Relativ paratartalom (RH%)

7. abra A klimakamraban bedllitott hdmérséklet és relativ paratartalom (RH%)
paraméterek valtozasanak programja.
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5.16. Illatanyag gyiijtés az aszusodott és sziirkerothadt szélofiirtokrol

Az illatanyag gylijtés soran 1-2 szOl6flirtét helyeztem inert siitdzacskdba 4 6ras dinamikus
illatanyag gyijtésre. A dinamikus illatanyaggylijtés sordn a kornyezetbdl beszivott,
aktivszénnel szlrt levegdt aramoltatunk keresztiil a vizsgalandoé minta koriil, ami magaval viszi
az ill6 komponenseket az aramlés iranyaba. Nagy adszorpcios képességgel rendelkez6 anyaggal

megkothetéek az illoanyagok, mikdzben a levegd kiaramlik a rendszerbdl (Vuts et al. 2018).

Az illatanyagokat 5 mg aktiv szén (Brechbiihler AG, Schlieren, Svijc) segitségével
csapdaztam. Az adszorbalt illatanyagokat 150 pl diklormetannal mostam le, majd 300 ng (Z)-

13-oktadekanal-t adtam minden mintahoz bels6 standardként.

Az illatanyagokat GC-MS (HP Agilent 5890 GC and 5975 MS, Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) technikdval VI-WAXms szilika kapillarison (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm J&W
Scientific, Folsom, CA, USA) analizaltam. Splitless iizemmoddban minden mintabol 3 pl-t
injektaltam. A kolonna homérsékletét kezdetben 2 percig 50 °C-on tartottam, majd 8 °C min-1
homérséklet emelkedéssel 240 °C-ra hevitettem, ahol tovabbi 10 percig tartottam a
hémérsékletet. Az ionizalo fesziiltség 70eV, a szkennelési tartomany m/z 29-300 volt, vivogaz
(hélium) aramlasi sebessége 1.0 ml/perc volt. A komponensek azonositasa MassHunterrel
(B.8.00) tortént NIST 17 ¢s Wiley MS konyvtarak alapjan. A komponensek igazolasa Kovats
index (KI) segitségével vagy szintetikus standarddal tortént.

Minden mintaban normalizaltam az azonositott csucsok cstcsalatti teriiletét a belsé standard
teriiletének ismeretében. A kapott eredmények logaritmusat vettem €s csucsonként minden
mintara Kolmogorov-Smirnov tesztet végeztem (P>0,05). Ezt kovetden homogenitas tesztet

(Levene teszt, p > 0,05) és egy szempontos ANOVA tesztet hajtottam végre.
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6. Eredmények

6.1. B.cinerea gomba biomasszajanak mennyisége a sz6l6mintakban

A 2016-ban gytjtott, majd ledrolt aszasodott sz6lobogyd mintdkban meghataroztam a B.
cinerea gomba biomassza mennyiségét specifikus ELISA teszttel. Két mintagyijtési
idépontban hasonlitottam 0ssze a négy aszusodasi fazisban gylijtott mintakat. Mindkét
1dépontbol aszusodasi fazisonként négy bioldgiai mintabol készitettem két-két technikai

ismétlésben a kimutatast. Minden bioldgiai minta 5-8 aszubogyobol allt.

A kiilonb6z0 mintagytijtésbdl szarmazo azonos fazisba tartozd mintak kézott nem tapasztaltam
szignifikans eltérés, ezért az azonos fazisba tartozd mintakat egyiitt kezeltem. A IV. fazisa
mintak — feltételezhetéen nem vart keresztreakcié miatt — a kojugatum hozzaadasat kovetden

azonnal sotétkékre valtoztak, ezért ezeket a mintakat a tovabbiakban nem értékeltem .

Eretlen mintéat csak az elsé mintagytijtésbél tudtunk gytijteni. A mérés eredménye szerint az
éretlen bogyokban és az 1. fazisban nem detektalhato B. cinerea gomba a fiirtokben. A I1. és III.
fazisban mért gombabiomassza eredmények szerint a gomba mennyisége nem ndvekszik
szignifikansan tovabb az aszisodas késdbbi szakaszaban (8. dbra). Az dbrazolds sordn nedves
sulyra vonatkoztatott értékeket adtam meg, mert a szdrazanyag meghatérozas soran az érettlen
tovabba az 1., II. és III fazisba tartoz6 bogydk szdrazanyag tartalma nem kiilonbozik

sziginifikansan (M. 2. tablazat).
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8. abra ELISA technikaval meghatarozott B. cinerea gombabiomassza mennyiségek a 2016-
ban gytijtott asziisodott sz616bogydkban. n.d.: nem detektalhato.

Az eredményeket Kruskal-Wallis nem parametrikus teszttel hasonlitottam 6ssze 0,05
szignifikancia szint mellett.
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6.2. Gombaképletek eloszlasa a sz6lobogyoban

A 2017-es mintagy(ijtés alkalmaval a sz6l6bogyd szoveteiben kiilon-kiilon vizsgaltam a B.
cinerea eloszlasat az asziisodas soran. A szovetenkénti vizsgalat érzékenyitette ezt a B. cinerea
meghatarozasi technikat, mert szovetenként fajlagosan nagyobb mennyiségli mintabol tudtam
kiindulni. Aszusodasi fazisonként harom biologiai mintabol készitettem két-két technikai
ismétlésben a kimutatast. Minden biol6giai minta 10 db asziibogyo kiilonb6z6 szdveteibdl allt.
Az 1. fazisban kizarolag a bogy6 héjan és csak egyetlen esetben volt kimutathato a B. cinerea
jelenléte. A masodik fazisban a héjon nagy mennyiségben jelent meg, néhany esetben a husban
is. A harmadik fazisban a gomba a bogyd belsejébe hatolt, ezért a héj mellett a husban is
kimutathat6 volt nagy mennyiségben (9. abra). Néhany esetben a magbol késziilt orleményben
is talaltam gomba biomasszat. A negyedik fazisban az 0sszes biomassza mennyiség csokken a
harmadik fazishoz képest, de a csokkenés mértéke csak a héj mintdkban volt szignifikans (7.

tablazat)

mg gomba/ g bemért anyag
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9. abra ELISA technikaval meghatarozott B. cinerea biomassza mennyiségek a 2017-ben
gylijtott mintak esetében.

A sz616bogyo kiilonbozoé szoveteiben mért B. cinerea gomba biomassza eredményeket — az
aszusodasi fazisok tekintetében — kiilon hasonlitottam Ossze. A szignifikanciateszthez Kruskal

-Wallis nem parametrikus probat hasznaltam 0,05 szignifikancia szint mellett (7. tablazat).

7. tablazat A B. cinerea biomassza eloszlasnak statisztikai elemzése a bogyo szoveteiben (P<0,05).

Szignifikancia csoportok
Aszusodott fazis Héj Hus Mag
l. A a o
. B a a
1. B b a
V. A b o
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6.3. Sz6lobogyo éloszovet vizsgalat

A 2017-es mintakbdl meghataroztam, hogy az aszisodas soran mekkora a bogyok ¢él6szovet
aranya az egyes aszusodasi fazisokban. A vizsgalat soran az FDA festék bekeriil a sejtekbe,
ahol észterazok hatésara fluorofor vegyiiletté¢ alakul at. A fluoreszcenciat fluoreszcens

mikroszkop segitségével detektaltam és Matlab program segitségével analizaltam a képeket.

Fluoreszcens fényintenzitas

10. abra Négy aszsodasi fazisban 1évo félbevagott, FDA-val festett sz616bogyo
fluoreszcencia intenzitds abraja. Mérce = 5 mm.

Az intenzitds abrakon jol elkiilonithetd a hattér és az éldszovetet festd FDA festék fluoreszcens
jele (10. abra). Az els fazisban szinte még az egész bogyo vilagit, de a kettes illetve a harmas
aszusodasi fazisban drasztikus csokkenés tapasztalthatd. A négyes fazisban egy esetben sem
tapasztaltam fluoreszcenciat.

Az eltérd bogyo méretek miatt sziikség volt az adatok normalizélasara. Az aszisodas sordn a
bogy6 erdsen topped a vizveszteség és a lagyulds miatt, igy a félbevagott bogyo feliilete egyre
kisebb. A kisebb feliilethez viszont konstans keriilet tartozik, mert a bogyo héj mérete nem
valtozik. Az adatfeldolgozas soran ezért meghataroztam minden bogyd héjanak a kertiletét és

ezzel a paraméterrel normalizaltam az adott bogyohoz tartozé 6ssz fluoreszcens jelet (11. dbra).

45



600

500 -

400 4

300 4

200

100 -

Elészovet (pixel) / sz8l8bogy6 keriilet {mm)

n.d.

n ] v
AszUsodasi fazisok

11. abra A szdl6bogyodk ¢éldszdvet tartalma a kiilonb6z6 asziisodasi fazisokban (p<0,05).
n.d.: nem detektalhato.

A masodik fazisban mért normalizalt élészovet mennyisége 36%-a az elsében mértnek, a
harmadikban pedig minddssze 4%-a. A négyes fazisban, ami mar kész asziibogyot jelent,

fluoreszcens jel nem volt detektalhato.

6.4. RNS szekvenalas eredmények

A total RNS szekvenalasa soran a leolvasott szekvencidkat mindségi ellendrzést kovetden az V.
vinifera és B. cinerea referencia cDNS adatbazisra illesztettilk. Az illesztés paramétereibol
adodoan a leolvasott szekvencidk szinte kizarolag csak a neki megfeleld genomra illeszkednek

(12. abra).

Az RNS szekvenalas soran képzodott szekvencidk a kiilonbozd aszisodasi fazisokban eltérd
aranyban illeszkedtek a referencia cDNS adatbazisra. Az 1. fazisbol nyert szekvencidk 90%-
ban illeszkedtek a sz6l6 referencia cDNS adatbazisra, mig a gomba transzkriptumokra a
szekvencidk csak alig tobb mint egy szdzaléka. A kettes fazisban a szekvenciak fele-fele
aranyban illeszkedtek a gomba és a sz6l6 referencia cDNS adatbazisra, ami arra utal, hogy a
szOl0 sejtjel nagy mennyiségben pusztultak el, mert a gomba biomassza a kettes fazisban a
szOl0 kiindulasi tomegéhez képest nagysagrenddel kisebb. A harmas fazisban tovabb nd a
gomba referencia cDNS adatbazisra illeszkedett szekvenciak aranya. A négyes fazisban a sz616
referencia cDNS adatbazisra illeszkedett szekvenciak ardnya mindodssze 6t szazaléka az dsszes

szekvencianak.
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12. abra A total RNS szekvenalas soran leolvasott szekvenciak illesztése a V. vinifera vagy a
B. cinerea referencia cDNS adatbazisra az 6sszes leolvasott szekvencia tiikkrében.

6.5. RNS szekvenalasi eredmények validalasa

A total transzkriptoma szekvenalds nyersadataibol tobblépcsds szekvencia illesztés,
normalizalas ¢és statisztikai probak utdn nyerjiilk az expressziés adatokat. Ezeknek a
szarmaztatott eredményeknek a valodisagat Gigy igazoltam, hogy a szekvenalaskor hasznalt
RNS mintakban megmértem Real Time q-PCR technikaval 5-5 V. vinifera és B. cinerea gén
relativ expressziojat. Az expresszios értéteket minden esetben az 1. asziisodasi fazisban mért
expresszios értékekhez hasonlitottam. A kapott eredményeket pedig Osszehasonlitottam az
RNS szekvenalds eredményeivel. A két technikaval kapott génexpreszids valtozas iranyanak
meg kell egyeznie és hasonl6 nagysagrendbe kell esnie ahhoz, hogy elfogadjuk a szekvenalas
eredményeit.

Az Osszehasonlitast a 13. dbran mutatom be, ahol a kivalasztott gének relativ expresszidjat (RT-
gPCR) ¢és RNASeq expresszios adatait abrazoltam a kiilonb6z6é asziisodasi fazisokban.
Legjobban a kettes fazisban korreldlnak az eredmények (korrelacios egyiitthatd: 0,93), de a
harmas (0,90) és négyes (0,83) fazisban is erds egyezés tapasztalhatd a két technikaval mért
eredmények kozott (M. 3. tablazat). Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a transzkriptom

vizsgélat eredményei megbizhatdak.
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AszUsodasi fazis

13. abra Az RNS szekvenalassal és RT-qPCR technikaval kapott V. vinifera és B. cinerea
relativ génexpresszios eredmények dsszehasonlitasa. A I1., II1. és IV. aszisodasi fazisban
kapott expresszios értékek az 1. fazishoz voltak viszonyitva.

6.5.1. V.vinifera transzkriptom szekvenalas eredményei

A sz0616 és gomba transzkripcios adatait egymastol kiilonvalasztva funkciondlis elemzés alé
vetettem. Az aszusodott sz0l6bogyok RNS szekvenaldsi eredményein eldszor fokomponens
analizist végeztem (14. abra). A fokomponens analizis eredménye szerint az azonos aszisodasi
fazisban 1évé szO6l0 mintdk hasonld transzkripcids mintdzatot mutatnak, mert egyiitt
klaszterezodnek. A kiillonboz6 mintaszedésbol szarmazo, azonos fazisba tartozd mintak

szorosan klaszterezddnek, ami azt mutatja, hogy sikeres volt a parhuzamos mintavételezés.

A fazisok tekintetében jol elkiiloniilnek az I. és IV. fazis mintai, azonban a IlI. és II1. f4zis mintai
egyltt klaszterezddnek. A sz0l6bogyo €ldszdvet vizsgalata soran vildgossa valt, hogy a IV.
fazisu sz616bogyd hus €s héj szovetei nem tartalmaznak €106 sejteket, ezért ebbdl a fazisbol nyert
sz0l6 szekvenalasi eredmények a magban talalhato sejteket reprezentaljak. Vizsgalataim a
sz0lébogyd és a gomba kolcsonhatisara terjednek ki, ami a bogyo hus €s héj szovetekben
valosul meg. A magban tortént valtozasok nem kapcsolddnak szorosan a témahoz, ezért a IV.

fazisbol nyert eredményeket a késébbiekben sz016 adatok vonatkozasaban nem hasznaltam fel.
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14. abra A V. vinifera transzkriptom szekvenalas eredményeinek fékomponens analizise.
Az aszlsodas soran tortént génexpresszids valtozasokat a kontroll, vagyis érett, egészséges
sz6l6bogyodk génexpresszios profiljahoz hasonlitottam. Feliil- és alulszabalyzott gének esetében
azokat vettem szamitdsba, melyek expresszidja legalabb kétszerese vagy fele volt a kontrollhoz

képest, kivéve ahol jelzem az eltérést.

A 1I. asza fazisban 1637, a III. fazisban 2126 feliilszabalyozott gén expresszidja érte el a
kétszeres kiiszobértéket (15. dbra). 1517 azonos gén mindkét fazisban indukalddik, ami a I1. és
III. fazisban aktivalodo géneknek a 68%-a. A nagy azonossag az aktivalodod génekben azt
mutatja, hogy hasonl6 folyamatok jatszodnak le benniik. A III. fazisban még tovabbi 609 gén

aktivalodik, ami arra utal, hogy tovabbi anyagcsere valtozasok torténnek a bogyokban.

Furmint II. Furmint I11.

15. abra Furmint mintak II. és II1. aszusodasi fazisaban aktivalodo sz616 gének Venn
diagramja.
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6.5.2. GO kifejezés dusulasi teszt eredményei a Furmint sz6l6bogyékban

A fékomponens elemzésbdl és az aktivalodo gének nagyfokll azonossag listajabol varhato volt,
hogy a II. és III. aszasodasi fazisban a feldusulo GO kifejezésekben nagy lesz az atfedés.
Dusulasi teszt alapjan a Furmint mintdk masodik és harmadik aszsodasi fazisaban jellemzden
a biotikus stresszre ¢és a sériilésre adott valaszok domindlnak (16.-17. dbra). A masodik fazisban

17 folyamat, mig a harmadik fazisban 13 folyamat aktivalddott.

Fehérje komplex oligomerizacié +—@
Xioglukdn anyagcsere ——@
Fahéjsav bioszintézis Q
Hidrogénperoxid okozta vaaszreakcio @

Glutation anyagcsere Q
L-fenilalanin lebontas
Sérulés okozta vaaszreakcid
Szinsztemikus szerzett rezisztencia szabdyozasa
Endopeptidaz aktivtds csokkenés
HGre adott valaszreakcid
Redox folyamat
Sep detoxifikilas
Cidn elimindlo folyamatok
Ja&Z monsav medidka szignaiz acids utvonal szabdlyoz 3sa
Seffal képzés
Kiin lebontas
Kitinre adott valaszreakcio

e®

‘.. @

GO biologiai folyamat

, 0‘0 R

log, (GO kifejezéshez tartozd gének szima) 10" 10" 10° 10° 107 10° 10° 10* 10°
o X<| ® 1<X<15 . 15<X Korrigalt P érték

16. abra A Furmint II. aszisodasi fazis GO kifejezés dusulasi teszt eredménye. X tengelyen az
FDR val6szintiségi (P) értékeket, az Y tengelyen a feldusult bioldgiai folyamatokat tiintettem fel.

Fehérje komplex oligomerzacié -—4@
Hidrogénperaxid okazta valasz reakeié +————@)
Hore adott valaszreakcié +———@)
Stresszre adott valasz .
Glut ation anyagcsere 0
Redox folyamat O
Sérliés okozta valasz reakcio L J
Szinsztémas szerzett rezisztencia kialakitasa @
Antibiotikum |ebontas Q
Endopeptidaz aktivitas csokkenés 9
Egyérték( karbonsav anyagcsere O
L 4
L 4

GO biologiai folyamat

Kofaror lebontds
Kitin lebontas

log, (GO kifejezéshez tartoz6 gének szama) R RO R RO R RIS
® X<I @ 1<x<1s Korrigalt P érték

17. abra A Furmint III. aszusodasi fazis GO kifejezés dusulasi teszt eredménye. X tengelyen az
FDR val6szintiségi (P) értékeket, az Y tengelyen a feldtsult bioldgiai folyamatokat tiintettem fel.
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A GO kifejezés dusulési teszt eredményeit a tovabbiakban részletesen kifejtem: az egyes

folyamathoz kothetd géneknek az expresszids profiljat megvizsgalva.

6.5.3. Fehérje komplex oligomerizaciés folyamat
A fehérje oligomerizacios kategoriaba tobbnyire hésokkfehérjék tartoznak, amik a Furmint

mintdk esetében mindkét vizsgalt aszusodasi fazisban emelkedett expressziot mutattak.

Altalanossagban megfigyelheté, hogy a vizsgalt gének expresszidja a harmadik fazisban
nagyobb, vagy azonos a kettes fazisban 1évOhoz viszonyitva, de represszié nem figyelhetd meg
az aszusodas eldrehaladtaval egyik gén esetében sem. Az 1. osztidlyba tartoz6 kis
hésokkfehérjék expresszidja elmarad a II. és IV. csoportba tartozokétol, kivéve a
VIT_19s0085901050, mely a legnagyobb aktivalodast mutatja mind a kettes mind a harmas
fazisban (18. abra).

= EI Génexpresszio

= = (log2)

e E -
3 3 -1 4.5

VIT_1950085G01050_17.6_kDa_osztaly_|_ho_sokk_feherje
WVIT_09S0002G06790_26.5_kDa_mitokondrialis_ho_sokk_feherje
VIT_1350019G02740_18.2_kDa_osztaly_|_ho_sokk_feherje
WVIT 1350019G02930 17.8 kDa_osztaly | _ho_sokk feherje
WVIT_1350019G03000_18.5_kDa_osztaly_|_ho_sokk_feherje
VIT_13S0019G03160_18.1_kDa_osztaly_|_ho_sokk_feherje
WVIT_1350019G00860_15.7_kDa_peroxiszomalis_ho_s okk_feherje
VITZ1350019G03050_17.4_kDa_osztaly_|_ho_sokk_feherje

WVIT_ 1850089G01270_22.0 kDa_osztaly IV _ho_sokk_feherje
VIT_04S0008G01510_17.3_kDa_osztaly_Il_ho_sokk_feherje
WVIT_1250035G01910_22.0_kDa_osztaly_IV_ho_sokk_feherje
VIT_04S0008G01580_17.3_kDa_osztaly_Il_ho_sokk_feherje
VIT_0450008G01590_17.3_kDa_osztaly_I|I_ho_sokk_feherje
VIT_0450008G01520_17.1_kDa_osztaly_lI_ho_sokk_feherje

VIT_04S0008G01570_17.3_kDa_osztaly_|l_ho_sokk_feherje

VIT_0450008G01500_17.3_kDa_osztaly_|l_ho_sokk_feherje
VIT_0450008G01550_17.3_kDa_osztaly_|I_ho_sokk_feherje
WIT_16S0098G01060_kloroplasztiszi_ho_sokk_feherje
VITZ1350019G03090_18.1_kDa_oszialy_|_ho_sokk_feherje
WIT_09S0002G00640_17.4_kDa_osztaly_ITl_ho_sokk_feherje

18. abra A GO kifejezés dusulasi tesztben kapott fehérje oligomerizacios folyamatért felelds
Furmint kis hdsokkfehérjék expresszioja hierarchikus klaszterezéssel abrazolva a kiilonb6z6
aszusodasi fazisokban. Az expresszios valtozas log értékben van megadva a kontrollhoz képest.

6.5.4. Glutation anyagcsere folyamata

A Furmint aszusodasa soran a megemelkedett abiotikus €s biotikus stresszel szemben a bogyo
glutation anyagcseréje fokozodott. A 19. abran mutatom be a glutation anyagcsere folyamatban
szerepet jatszo gének hierarchikus klaszterezett expresszios értékeit. A ,,B” klaszter elemei a
harmadik fazisra enyhe repressziét mutatnak. Az ,,A” és ,,C” klaszter eltérd mértékben, de
mindkét esetben nagyobb aktivitast mutat a IIl. fazisban, mint a masodikban, ami arra utal,

hogy tovabb fokozza a ndvényi sejt a redukald képességét. A VIT_06s0004G05700 gén
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expresszioja a legmagasabb a méasodik fazisban, sét tovabb emelkedve a harmadik fazisban is.
A V. vinifera-ban azonositott 17 glutation peroxidaz génbdl csak a VIT_06s0080g00260 és a
VIT_00s02079g00220 gén mutatott alig kétszeres expresszid ndvekedést az asziisodas soran (M.
4. tablazat).

:I EI Génexpresszid

= = (log2)

E E

=1 = -5 0 5
L L

VIT_00S50153G00050_glutation_S_transzferaz
VIT_1650039G01070_glutation_S_transzferaz
VIT_1950093G00320_glutation_S_transzferaz
WVIT_1250028G00920 glutation”S_transzferaz
VIT_0750005G04880_glutation_S_transzferaz
VIT_0550049G01070 glutation” S _transzferaz
VIT_1950093G00220_glutation_5S_transzferaz
VIT_1650039G00970_glutation_S_transzferaz
VIT_1750000G02930_glutation_S_transzferaz
VIT_0050153G00070_glutation_S_transzferaz
VIT_0150026G01340 glutation_S_transzferaz
VIT_1550024G01630_glutation_S_transzferaz
VIT_1550107G00150 _glutation_S_transzferaz
VIT_1950093G00310_glutation_S_transzferaz
VIT_1650039G00990_glutation_S_transzferaz
VIT_0050240G00050 glutation_S_transzferaz
VIT_1250028G00930_glutation_S_transzferaz
VIT_06S0004G05700 _glutation_S_transzferaz

19. abra A GO kifejezés dusulasi tesztben kapott glutation anyagcesere folyamatért
felel6s Furmint glutation-S-transzferazok expresszidja hierarchikus klaszterezéssel
abrazolva a kiilonboz6 aszisodasi fazisokban. Az expresszids valtozas log, értékben van
megadva a kontrollhoz képest. Nagybetiivel (,,A”, ,,B”, ,,C”) a klaszterek vannak jelolve.

6.5.5. Egyéb antioxidans rendszerek

Tovabbi ROS elimindld enzimeket kodold gének expresszid valtozasait vizsgalva azt
tapasztaltam, hogy az aszisodds soran nem jellemz6 sz616 szuperoxid-dizmutaz és katalaz
enzimek aktivitasa. Szuperoxid-dizmutdz enzimek koziil minddssze két gén expresszidja nott
meg (VIT_08s0007g07280, VIT_16s0013g00260) katalaz enzimet kodolo gének koziil kettének
csokkent az expresszidja (VIT_00s0698g00010, VIT_04s0044g00020) (M. 4. tablazat).
Kilencven peroxidazt azonositottam a V. vinifera genomban. Ezek koziil 16 aktivalodott a kettes
aszusodasi fazisban és 15 a harmasban. A VIT_07s0191g00050 gén mindkét fazisban
represszalddott, és tovabbi 6t peroxidaz expresszidja csokkent a harmadik fazisban (M. 4.

tablazat).
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6.5.6. Xiloglukan anyagcsere folyamata

A xiloglukan anyagcsere erdsen indukalodott a II. aszisodasi fazisban Furmint mintakban,
aminek egyfeldl magyarazata lehet a gytimolcs éréséhez kothetd xiloglukan-endotranszglikolaz
gének természetes indukalodasa, de a B. cinerea fert6zés kivaltotta sejtfal erdsités is. A 20.
abran abrazolom azoknak a xiloglukdn-endotranszglikozildz géneknek a hierarchikus
klaszterezett expresszios értékeit, melyeknek az expresszidja az aszisodasi fazisok kozott
pozitiv vagy negativ iranyban véaltozott a kontrollhoz képest.

Mindkét fazisban a legerdsebben aktivalodo gének a  VIT_11s0052901220,
VIT_11s0052g01180, VIT_11s0052g01280, VIT_05s0062900240. Az ,,A” klaszter génjeinél
kismértékii represszalodas tapasztalhato, mig a ,,B” klaszter génjeinek az expresszioja konstans

értéken marad. A VIT_07s0185900050 gén expresszidja a harmadik fazisra jelentdsen

lecsokken.
= EI Génexpresszid
£ £ (log2)
- o
= = -3 0 6

WVIT_11s0052g01220_xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz

VIT 1150052001180 xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz
VIT_11s0052901280_xiloglukan_endotranszglikelazfhidrolaz
VIT_ 0550062900240 xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz
WVIT_07s0185g00050_xiloglukan_endotranszglikolazfhidrolaz
WIT_10s0003g02480_xiloglukan_endotranszglikelaz/hidrolaz
WIT 1150052901300 xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz
VIT_11s0052g01190_xiloglukan_endotranszglikolazthidrolaz
VIT_ 0150026900200 xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz
VIT_11s0052g01260_xiloglukan_endotranszglikolazthidrolaz
WVIT_05s0062g00480 _xiloglukan_endotranszglikelaz/idralaz
WIT 1150052901250 xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz
VIT_11s0052g01200_xiloglukan_endotranszglikolazfhidrolaz
VIT_05s0062g00610_xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz

VIT_ 1450080901670 _xiloglukan_endotranszglikolaz/hidrolaz

20. abra A GO dusulasi tesztben kapott xiloglukan anyagcsere folyamatért felelds Furmint
xiloglukén-endotranszglikozilazok/hidrolazok expresszidja hierarchikus klaszterezéssel
abrazolva a kiilonboz0 aszsodasi fazisokban. Az expresszios valtozas logz értékben van
megadva a kontrollhoz képest.
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6.5.7. L-fenilalanin lebontasabdl eredé masodlagos anyagcseretermékek szintézise

A novényi sejtekben az L-fenilalanin lebontasdval fenilpropanoid, sztilbén és flavonoid
prekurzorok képzddnek. A GO kategoridk dusulasi tesztje szerint szignifikans aktivalodast csak
a masodik aszusodasi fazisban mutatott az L-fenilalanin lebontéasi folyamat, de a folyamat
részletezése soran a harmadik fazis génexpresszios €rtékeit is vizsgaltam. A harmadik fazisban
tobb fenilalanin-ammonia-liaz izoforma (PAL) expresszidja csokkent, amelyek a kettesben
aktivak voltak (21. &bra). Ez az oka annak, hogy mig a II. fazisban a dusulasi teszt
szignifikansan aktivalodo folyamatnak tekinti az L-fenilalanin lebontast, addig a III. fazisban

mar nem.

A lignin, sztilbén és flavonoid bioszintézis prekurzorai a fahéjsav és a beldle képzddd p-
kumarinsav. A lignin monomerjei, a monolignolok szintézise agazik le el0szor a szintézis kdzos
utvonalardl, amikor a p-kumarinsavat a p-kumarinsav 3-hidroxilaz (C3H) enzim hidroxilalja és
ezzel kavésav keletkezik. A kavésav tovabbi oldallanc modosulasokon mehet keresztiil, ami
kialakitja a ligninek kiilonboz0 tipusait.

A sztilbén és flavonoid bioszintézise a 4-kumarinsav-koenzim-A-ligaz (4CL) aktivitasanak
koszonhetden halad tovabb a k6zos bioszintézis utvonalon. A p-kumarin-KoA-t malonil-KoA-
val a sztilbén-szintdz a flavonok prekurzoravad alakitja. Ezek a sztilbének kiilonbzo
hatékonysagu antimikrobialis hatassal rendelkeznek. Azonban, ha a p-kumarin-KoA-t a kalkon-
szintaz és kalkon-izomeraz konszekutiv reakcioban Naringeninné alakitja, akkor flavonoid
szarmazékok képzddnek. A 21. dbran bemutatom a Furmint mintak kettes és hdrmas asztusodasi
fazisdban 1évo sz6ldbogyokban a fenilalanin lebontasaért felelds gének aktivitasat, tovabba a
szubsztratjukbol képz6do fahéjsav tovabbi atalakitasat. A PAL génektdl eltérden a fahéjsav-4-
hidroxilaz (C4H) géneknek az aktivacidja mindkét tazisban magas volt. Ezeknek a géneknek
az aktivacioja a kettes fazisban azzal magyarazhato, hogy a lignin, sztilbén és flavonoid
bioszintézis Utvonalak - mely molekuldk aktivan részt vesznek a stressz tolerancidban és
patogének elleni harcban — prekurzorai ebbdl a folyamatbol képzddnek. A lignin bioszintézis
ledgazasat jelentd C3H enzimaktivitdsu gének expresszidja a kettes fazisban nem véltozott az
€p bogyohoz képest, a harmadik fazisban viszont a VIT_08s0040g00780 gén expresszidja
csokkent. Ez arra utal, hogy a bogyd nem képez jelentds mennyiségii 0j fenilpropanoidot,
amivel lignifikdcioval védekezhetne a nekrotrof gomba ellen. A 4CL enzimaktivitassal
rendelkez6 gén izoformak aktivacioja a két fazisban hasonld, csak a VIT_02s0109900250 gén
expresszidjaban van kiilonbség, melynek az expresszidja a harmadik fazisban erds repressziot
mutat. A p-kumaril-KoA intermediernél valik masodjara ketté a bioszintézis utvonala, a

sztilbének és flavonok bioszintézisére.
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A flavonoidok bioszintéziséért felels kalkon-szintdz (CHS) és kalkon-izomerdz (CHI) gének
expresszidja csokken mindkét fazisban vagy a kontroll szintjén marad. Ettdl eltéréen szinte az

Osszes sztilbén szintdz aktivitdsu gén expresszidja megnd mindkét fazisban.
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21. abra Fenilpropanoid bioszintézis utvonalat katalizalo gének expresszidja a Furmint II. és
II1. aszﬁsodési fézisban A szines négyzetek az adott csoporthoz tartozo egy- egy izoforma
ammonia-liaz, C4H - transz fahéjsav- 4 -monooxigendaz, C3H - p- kumarll 3- hzdroleaz, 4CL -
4-kumaril-Koa-ligdz, STS - sztilbén-szintdz, CHS - kalkon-szintdz, CHI - kalkon-izomeraz,
UFGT - UDP-gliikoz:flavonol 3-O-D-glikoziltranszferdz. Az expresszios valtozas log, ér-
¢kben van megadva az ép sz6l6bogyd expresszidjaval dsszehasonlitva.
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6.5.8. PR fehérjék a Furmint aszisodas folyamataban

A novényi PR fehérjéket funkcidjuk szerint csoportositjuk, amit egyebek mellett a domén
szerkezetiik alapjan prediktalhatunk. Az IPR azonositok a nemzetkozi InterPro konzorcium
altal képzett domén azonositok, melyek a fehérjék osztalyozasardl, doménszerkezetiikrol, és
egyéb fontos jellemzdikrdl adnak informéaciot. Uniprot adatbazisbol kigyljtottem az elérhetd
PR fehérjékre jellemzd IPR azonositokat, majd a leggyakrabban el6fordulokat azonositottam a
sz016 génjeiben. Azoknal a PR csoportoknal, ahol tobb IPR azonosito is egyezett, ott azokat a
sz010 géneket soroltam az adott PR csoportban, amelyek az adott funkcioval rendelkez6 fehérje

csoporthoz hasonlo IPR azonositokkal rendelkeztek (8. tablazat).

8. tablazat A PR fehérjékhez kothetd Interpro domének. Vastagon kiemelve a funkciora
leginkabb jellemz6 Interpro azonosito.

PR csoport Azonositott Interpro domén
PR1 IPR001283, IPR018244, IPR014044, IPR035940
PR2 IPR000490, IPR017853
PR3 IPR016283, IPR001002, IPR018371, IPR036861, IPR0O00726, IPR023346
PR4 IPR001153, IPR001002, IPR018371, IPR036861, IPR016283, IPR023346, IPR036861
PR5 IPR001938, IPR037176, IPR017949
PR6 IPR000864, IPR036354
PR7 IPR015500, IPR036852, IPR003137, IPR010259, IPR000209, IPR037045
PR8 IPR001223, IPR001579, IPR017853
PR9 IPR002016, IPR010255, IPR000823, IPR019794, IPR019793, IPR033905
PR10 IPR000916, IPR024949, IPR023393
PR11 IPR001223, IPR011583, IPR029090, IPR017853
PR12 IPR08176, IPR003614, IPR036574
PR13 IPR001010, IPR0036391
PR14 IPR000528, IPR036312, IPR016140,
PR15 IPR001929, IPR006045, IPR019780, IPR014710, IPR011051
PR16 IPR001929, IPR006045, IPR019780, IPR014710, IPR011051
PR17 IPR007541

V. vinifera-ban PR13, PR16 tipust géneket nem sikeriilt azonositanom. A PR9 tipusu gének a
peroxidaz funkcids csoporttal rendelkeznek, melyeket kordbbi fejezetben mar vizsgaltam (1d.
6.5.5). A PR1, PR2 ¢és PR5 csoportba tartozo gének SA-kozvetitette jelatviteli itvonalon
foglalnak helyet és expresszios valtozasukrol Osszeségében elmondhatd, hogy tobbnyire
represszalddnak (22. abra, M. 6. tablazat). A PR1 és PR5 csoport hatarozott represszalodast
mutat a masodik és harmadik fazisban. A PR2 csoportba tartozé gének koziil hat gén
expresszidjaban torténik szignifikdns valtozds a II. aszhsoddsi fazisban. Harom gén

(VIT 0250012901610, VIT_0550077g01150, VIT_0650080g00420) expresszidja a II. és a IIL
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fazisban is magasabb a kontrollhoz képest, tovabba az utobbi két génnek az expresszidja a
késobbi fazisban tovabb emelkedik. A tradiciondlisan JA-kozvetitette jelatviteli Utvonalhoz
kothetd PR3 (Endokitindz), PR4 (Kitinaz), és PR12 (Defenzin) csoportbol a PR3-ként
azonositott Osszes valtozd gén expresszidja megnovekedett. A PR4 tipust gének kozott
megnovekedett és lecsokkent expresszios szintet is azonositottam, de a VIT_04s0008g04980
gén aktivalédasa kiemelkedik koziilik. A PR12 csoportba tartozd gének koziil csak a
VIT_07s0130g00030 gén expresszidja ndtt meg, az azonositott két génbdl. Az eredmények

tukrében a JA- és SA kozvetitette védkezési utvonalak koziil a Furmint aszusodasa soran a JA

utvonal indukalodik.

Génexpresszio
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22. abra Az azonositott PR-szertli fehérjéket kodolo gének expresszios valtozasa a sz6l6bogyoban
aszusodas hatasara. kék: SA-hoz kothetd PR gének, narancssarga: JA-hoz kothetd PR gének.
Pontos értékek az M. 6 tablazatban taladlhatoak.

Az azonositott PR6 (Proteindz inhibitor) csalad génjei koziil mindegyiknél indukalédas
figyelheté meg, igy ez a csoport a legintenzivebb aktivalodo PR csoport a kontrollhoz képest.
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A PR7 csoport tagjai szubtilaz aktivitast fehérjéket kodolnak. A Furmintban ezeknek a
géneknek aszusodas hatasara két kivétellel kis mértékben csokken az expresszidjuk vagy nem
valtozik. A PR8 (Kitindz III) csoportbol a VIT_15s0046901600 gén, a PR11 (Kitindz)
csoportbol a VIT 1150149900280 expresszidja mindkét aszisodasi fazisban magas, a PR10
(Ribonukleaz-szeri) csoport néhany tagja szintén erdés indukalédast —mutat
(VIT_05s0077901690 és VIT_07s0005g00920). A PR14 (Lipid transzport) csoportba tartozo
gének expresszioja valtozd, azonban megfigyelhetd, hogy a harmadik aszusodasi fazisban az
expresszios valtozas nagyobb, mint a II. fazisban. A PR15 (Oxaléat-oxidaz) tipust gének
expresszioja szintén nagyon valtozékony, de a VIT_09s0002901320 és a VIT_12s0059g00740
gén esetében az expresszid kiemelkedik, foleg a III. fazisban.

A PR csaladok azonositott génjeinek expresszids valtozasaban megfigyelhetd, hogy ha a gének
expresszioja valtozott a kontrollhoz képest, akkor mindkét asziusodasi fazisban ugyanolyan

eldjelii a valtozas.

A JA-hoz kothetd védekezési gének indukciojat a JA jelatviteli uton tortént génexpresszios
valtozéasok is felerdsitik. A jelatviteli uton elhelyezkedd gének vizsgalata sordn a kétszeres
expresszios kiilonbségnél kisebb valtozasokat is figyelembe vettem, mert ezeknek a géneknek
az expresszidjaban a kis valtozas is nagy élettani hatassal lehet. Hét JAZ gén indukélodott a
Furmint asztisodasa soran: VIT_ 010146900480, VIT_04s00089g00110, VIT_09s00029g00890,
VIT_10s0003g03790, VIT_10s0003g03800, VIT_10s0003g03810, VIT_11s0016g00710 (M. 7.
tablazat). Ez az indukalodas 6sszhangban van a JA kozvetitette PR gének (PR3, PR4, PR12) és
VVbHLH transzkripcios faktorok (MYC2 TF alcsaladja) erds aktivalodasaval.

Az eddig azonositott nyolc 13-LOX génbdl (Bertazzon et al. 2019) kett6 mutatott indukciot
Furmint aszusodasa soran B. cinerea fert6zés hatasara: VIT_14s0128g00780 és
VIT_09s0002g01080 (M. 7. tablazat).

6.5.9. Transzkripcios faktorok expresszidja a Furmint asziisodasa soran

A névényi transzkripcids faktoroknak hat csaladja (AP2/ERF, bHLH, MYB, NAC, WRKY, bZIP)
kothetd a korokozok elleni védekezd mechanizmusok szabalyozasdhoz. Az ezekbe a
csaladokba tartoz6 gének expresszidjat kigylijtottem az asziasodott minték teljes transzkriptom
eredményeibdl. Azokat a géneket dbrazoltam, melyek legalabb egy fazisban valtozast mutattak,
vagy irodalmi adatokbdl ismert folyamatot aktivalnak. A korabbi eredmények bemutatd
abrahoz hasonloan itt is az igy kivalasztott gének expresszios érték kettes alapt logaritmusat

szemléltettem és hierarchikus klaszterezéssel rendeztem dket a konnyebb attekinthetdség miatt.
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A 100 AP2/ERF csaladba tartozé TF koziil 25-nek az expresszidja valtozott a Furmint mintak
esetében ¢s értek el a kiiszobértéket (23. dbra). Az AP2 alcsaladba tartozd valtozo expressziot
mutatd gének koziil mindegyik aktivalodott. Megfigyelhetd, hogy az expresszidjuk a harmadik
aszusodasi fazisban a VIT_16s0013g01110 gén kivételével megnd. A RAV alcsaladba tartozo
egyetlen gén (VIT_06s00049g03160) expresszidja az AP2 alcsaladéhoz hasonléan a harmadik

fazisban megno.
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23. abra Az AP2/ERF transzkripcios faktor csalad expresszios valtozas kiiszobértéket atlépett
génjeinek értékei kiillonbozd aszusodasi fazisokban. Az expresszids valtozast logz értékben
abrazoltam a kontrollhoz képest.

Az ERF alcsaladba tartozo gének expresszios valtozasa a legnagyobb a csaladon beliil. Az
expresszios valtozas mértéke az aszisodas eldrehaladtaval vagy azonos szinten marad, vagy

tovabb n6 vagy csokken, attdl fiiggden, hogy a kettes fazisban milyen eldjelii volt a valtozas.

A sz6l6ben azonositott 115 bHLH tipust transzkripcios faktorbol 11 expresszios értéke 1épte at
a kiiszobértéket a kontrollhoz képest. A bHLH TF csalad kevésbé ismert a sz616ben, de a kevés
valtoz6 génbdl hat esetében beszélhetliink aktivalodasrol. Héarom gén expresszidja
(VIT_11s0052g00100, VIT_05s0020g04780, VIT_01s0244g00130) a fertdzés korai

szakaszaban valo aktivaldédason til az aszusodés elérehaladédsaval még jobban nd (24. abra).
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24. abra A bHLH transzkripcios faktor csalad expresszios valtozas kiiszobértéket atlépett
génjeinek értékei kiilonbozo asziisodasi fazisokban. Az expresszids valtozast log, értékben
abrazoltam a kontrollhoz képest.

A sz6l6ben azonositott 138 MYB tipusu transzkripcios faktorbol 14 expresszios értéke 1épte at
a kiiszobértéket a kontrollhoz képest (25. abra). Ebbdl a 14 génbdl nyolc aktivalodott és harom
represszalodott a kettes aszusodasi fazisban. A harmadik fazisban viszont mar kilenc
aktivalodott és 6t represszalodott. Legnagyobb expresszids valtozas a VIT_07s0005901950 gén
esetében, a legnagyobb represszalédas pedig a VIT_14s008300120 gén esetében volt

megfigyelhetd. Mindkét szésdséges értéket a harmadik fazisban azonositottam.
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25. abra Az MYB transzkripcios faktor csalad expresszios valtozas kiiszobértéket atlépett
génjeinek értékei kiillonbozd aszusodasi fazisokban. Az expresszids valtozast logz értékben
abrazoltam a kontrollhoz képest.

A sz816ben azonositott 71 NAC tipust transzkripcids faktorbol 11 expresszios értéke 1épte at a
kiiszobértéket a kontrollhoz képest. Kilenc gén esetében aktivald, két gén esetében
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represszalddo a valtozas. A VIT_ 0450023903110 és VIT_07s00319g02610 gének expresszidja a

kezdeti magas expresszios értéktol fiiggetleniil az asziisodés soran tovabb nd (26. abra).
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26. abra A NAC transzkripcios faktor csalad expresszios valtozas kiiszobértéket atlépett
génjeinek értékei kiilonbozd asziisodasi fazisokban. Az expresszids valtozast logz értékben
abrazoltam a kontrollhoz képest.

A sz6lében azonositott 47 bZIP TF-bol Furmint aszdisodott mintakban minddssze 11
expresszidja valtozott meg, ebbdl nyolcnak érte el a kiiszobértéket a valtozas mértéke (27. dbra).
A nyolcbol négy gén mindkét fazisban represszalodott, két gén esetében (VIT_06s0080g00360,
VIT_08s0007906160) a harmadik aszusodott fazisban nagyobb expresszios értéket értek el. Az
eredmények azt sugalljak, hogy a bZIP TF-ok nem jatszanak aktiv szerepet a B. cinerea elleni
védekezésben, s6t inkabb tobbnyire represszalddnak. A VVHYS gén expresszidja megemelkedik

a masodik fazisra, de a harmadikban visszaesik.
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27. abra A bZIP transzkripcios faktor csalad expresszios valtozas kiiszobértéket atlépett
génjeinek értékei kiilonboz6 aszlisodasi fazisokban. Az expresszids valtozast logz értékben
abrazoltam a kontrollhoz képest.

A sz6l8ben azonositott 59 WRKY tipust transzkripcids faktorbol 23 expresszios értéke 1épte at
a kiiszobértéket a kontrollhoz képest. Mindossze két gén (VIT_14S50108901290,

VIT_0850040903070) expresszidja csokken a kontrollhoz képest. Nem latszik markans eltérés
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a WRKY génexpresszios profilon az aszisodott fazisok kozott, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy ezek a gének a gomba invazidja soran folyamatosan magas szinten expresszalddnak (28.

abra).

= g s prars szt

= = (o)

E E B e
5 5 -2 i 4

VIT_14s0108901290_WRKY
VIT_ 0850040903070 WRKY
VIT 085000407500 WRKY
VITZ0150010g03930 WRKY
VITZ0250025901280 WRKY
VIT 10s0003g01600_WRKY
VITZ0750031g00080"WRKY
VIT 1850001910030 WRKY
VIT 0850058901390 WRKY
VIT 1250055900340 WRKY
VIT 1550046902190 WRKY
VIT 0250025900420 WRKY

VIT 1150052900450 WRKY
VIT_ 0450069900920 WRKY
VIT_ 0950018000240 WRKY
VIT_19s0090g00840_WRKY
VIT 14500689017 T0_WRKY
VIT 105011601 200CWRKY
VIT 0450008005760 WRKY
VIT 0850058000690 _WRKY
VIT” 165005090251 0_WRKY
VIT 1550046001140 WRKY
VIT 0150026901730 WRKY

28. abra A WRKY transzkripcids faktor csalad expresszios valtozas kiiszobértéket atlépett
génjeinek értékei kiillonbozo aszusodasi fazisokban. Az expresszids valtozas logz értékben van
megadva a kontrollhoz képest.

6.6. Furmint és Semillon nemesrothadas expresszios profiljanak 6sszehasonlitasa

Blanco-Ulate és munkatarsai 2015-ben publikaltak atfogé munkajukat, melyben tobbek kdzott
total transzkriptoma (Illumina Hiseq2000) elemzést végeztek a nemesrothaddas harom
kiilonb6zd fazisdban gyiijtott Semillon fajtaji sz6lobogyd mintdkon. Az &ltalunk hasznalt
nemesrothadas osztalyozas eltéré a Blanco-Ulate és munkatérsai altal alkalmazottol. Blanco-
Ulate és munkatarsai munkdjuk sordn az elsé aszusodasi fazisnak olyan szoélébogydkat
gyljtottek, melyek a mi osztalyozasunk szerint nem képeznek kiilon csoportot. Morfologiai
megfigyelésbdl a Furmint kettes fazis a Semillon harmasnak, a harmas pedig a négyes fazisnak
felel meg. A kiilonboz6 szekvenalasokbodl szarmazo valtozo gének listait Gsszehasonlitva a
morfologiai megfigyelésbdl adddé mintdk parositisa nagyobb egyezést mutatott. Ebbdl
adodoan a tovabbiakban a sajat aszi osztadlyozasunkat haszndlom a Semillon mintdknal is és

igy is jelolom Oket.

Osszehasonlitottam a Tokaji Furmint és a Kaliforniai Semillon masodik aszisodasi fazisban
aktivalodott transzkriptumait. Az Osszehasonlitasi eredmények szerint a Furmint mintadkban
aktivalodott gének 73%-a (1186/1637) és a Semillon 45%-a (1186/2645) megtalalhatéo mindkét
csoportban (29. ébra).
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Furmint I1. Semillon 11

29. abra A Furmint és a Semillon (Blanco-Ulate et al. 2015) masodik nemesrothadasi
fazisban 1évo sz6lobogyok aktivalodott génjeinek Venn diagramja.

GO kifejezés dusulési elemzést végeztem az unidban talalhatdo génekre. Az elemzés soran
Furmint vizsgalattol eltéréen itt hattérnek a V. vinifera teljes cDNS génlistajat hasznaltam. Erre
azért volt sziikség, hogy a két eltérd fajtaju sz616 bioldgiai folyamatai biztosan reprezentalva
legyenek a hattér génlistaban, tovabba igy érzékenyitve van a teszt is. A vizsgalatbdl kidertilt,
hogy az unidban aktival6d6 folyamatok tobbsége megegyezik a Furmintnal mar kordbban
leirtakkal (Id. 16. abra). Ez azt bizonyitja, hogy a Furmint aszisoddsa sordn azonositott

folyamatok tobbsége mas sz610 fajtaban is megfigyelhetd (30. abra).
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30. abra A Furmint aszu II. fazisaban és a Semillon nemesrothadas II. fazisaban aktival6édo

gének dusulési teszt eredménye. Az X tengelyen az FDR valoszintiségi (P) értékek, az Y
tengelyen a feldusult biologiai folyamat megnevezése lathato.

A Furmint és a Semillon harmadik fazisdban aktivalodott génjeinek Gsszehasonlitdsa soran

hasonléan nagy szamban kaptam ko6zos géneket, mint a masodik fazis esetén. A Furmint
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mintakban aktivalodott gének 67%-a (1430/2126) és a Semillonnak 52%-a (1430/2732)
megtalalhaté mindkét csoportban (31. ébra).

Furmint I11. Semillon I11.

31. abra A Furmint ¢s a Semillon (Blanco-Ulate et al. 2015) harmadik nemesrothadasi
fazisaban 1évo sz6lobogyok aktivalodott génjeinek szdma Venn diagramon abrazolva.
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32. abra A Furmint III. aszasodasi fazis €és a Semillon III. nemesrothadasi fazis aktivalodo
géjeinek dusulasi teszt eredménye. Az X tengelyen az FDR valodsziniiségi (P) értékek, az Y
tengelyen a feldusult biologiai folyamat megnevezése lathato.

A Furmint III. fazis és a Semillon III. fazis kozdsen aktivalodd génekjeinek dusulasi teszt
eredményében megjelent a jdzmonsav kozvetitette szignalizacidés utvonal €s a jadzmonsav
anyagcsere, ami korabban a Furmint mintaknal nem jelentkezett sziginifikans folyamatként (32.

abra).

Osszehasonlitottam a Furmint és a Semillon II. fazisban 1évé nemesrothadt mintak

transzkripcids faktorainak valtozasat (9. tablazat). Az 6sszehasonlitds soran kétszeresnél kisebb
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génexpresszids valtozasokat is szadmitdsba vettem, mert az Gsszehasonlitas célja a profil
meghatdrozasa volt, ahol az indukalddott és represszalodott gének mennyiségét vizsgaltam.

Tovabba a TF-ok expressziojanak kis mértékii valltozasa is jelentds élettani hatdssal birhat.

A Furmint és a Semillon sz4l6fajtak aszusodasa soran a valtozd expressziot mutatdé TF-ok
szdma 175 volt. Az aktivalodott/represszalddott gének aranya a Furmint esetében sokkal
nagyobb volt (4,2), mint a Semillonnal (1,7). AP2/ERF csalad esetében a Semillon mintakban
36 TF expresszioja valtozott, aminek a harmada represszalddott, mig a Furmint mintak esetében
Osszesen 33 TF expresszidja valtozott, aminek tobb mint 90%-a aktivalodott. A bHLH, bZIP és
NAC TF esetében a Semillon nemesrothadt bogyokban kozel kétszerese volt az aktivalodott és
haromszorosa a represszalodé gének szama, mint a Furmintnal. A MYB TF csalad esetében az
Furmint mintdkban 17 gén expresszids valtozasa érte el a kiiszobértéket, addig a Semillon
mintak esetében 29. Hasonlé mennyiségii MYB TF gén indukalodott, a két kisérletben viszont
a Semillon mintdkban tobb mint hdromszorosa volt a represszaléddé gének mennyisége a
Furminthoz képest. A WRKY TF csalad esetében szintén hasonl6 szamu gén indukalddik, de a
Semillon mintaknal kdzel haromszor annyi represszalodik, mint a Furmintnal.

9. tablazat Indukalodott és represszalodott transzkripcids faktor gének szama a Furmint és
Semillon I1. (Blanco-Ulate et al. 2015) nemesrothadasi fazisban.

Furmint I1. Semillon I1.
TF, OSSZ?S Indukalédott | Represszalodott | Indukalédott | Represszalodott
csalad | TF gén
AP2/ERF 100 30 3 27 9
bHLH 115 6 7 13 19
bZIP 47 4 3 7 9
NAC 71 9 2 17 9
MYB 138 14 3 18 11
WRKY 59 25 3 26 8

Osszehasonlitottam a Furmint és a Semillon szél6fajtak nemesrothadésa sordn véltozé
expressziot mutatdé PR tipusti gének szamat (10. tablazat). A két vizsgalt szOléfajtanal
azonositott valtozd expressziot mutatd PR gének szdma a Semillonnal kozel masfélszer annyi
volt, mint a Furmintnal (Furmint: 46, Semillon: 71). A Furmint minték esetében a gének 72%-
a, mig a Semillon mintak esetében kozel 69%-nak nétt az expresszidja a kontrollhoz képest. A
Furmint mintaktol eltéréen — ahol csak a JA (PR3, PR4, PR12) utvonalhoz kdthetd PR gének
aktivalodtak (22. abra) — a Semillon mintak esetében mind a SA (PR1, PR5), mind a JA (PR3,
PR4, PR12) utvonalhoz kotheté PR gének aktivaldédtak. A PR2 gének csoportja mindkét

fertdzésformanal hasonld expresszios profilt mutat. Az ebbe a csoportba tartozd
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VIT_02s0012901610, VIT_05s00779g01150, VIT_06s0080g00420 gének erdsen indukalodnak,
mig a VIT_03s00639g02490 represszalodik. A PR6, PR15 csaldd génjei mindkét esetben
hasonl6an hatarozott indukciét mutatnak.

10. tablazat Indukalddott és represszalodott PR gének mennyisége a Furmint és Semillon II.
(Blanco-Ulate et al. 2015) nemesrothadasi fazisban.

Furmint I1. Semillon 11.
csZEi d tOl;les(;s gPeI; Indukalédott | Represszalodott | Indukalédott Represszalodott
PR1 5 0 0 2 1
PR2 47 3 3 3 4
PR3 9 5 0 6 0
PR4 18 2 2 5 5
PR5 19 1 2 10 3
PR6 5 5 0 4 0
PR7 73 2 3 0 0
PR8 10 1 0 0 1
PR10 20 6 2 13 5
PR11 10 1 0 0 0
PR12 2 0 0 0 0
PR14 11 3 1 2 3
PR15 15 4 0 4 0
PR17 7 0 0 0 0
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6.7. A nemesrothadas és a sziirkerothadas osszehasonlitasa

Tokaj-hegyaljan nem sikeriilt reprezentativ mennyiségii sziirkerothadt mintat gyijtenem. Ezért
az aszusodott és a sziirkerothadt expresszios profil 6sszehasonlitasahoz Kelloniemi et al. (2015)
munkdjat hasznaltam fel. Munkajuk sorédn iiltetvénybdl gytjtottek Marselan szolofiirtoket €s
laboratoriumi koriilmények kozott fert6zték B. cinerea-val. Microarray hibridizacios
technikdaval (Nimblegen microarray 090818 vitis exp hx12) hatdroztdk meg a sz616
transzkripcids profiljat. A 090818 vitis exp hx12 microarray chip 29549 prediktalt gént tud
vizsgalni a 12X V1 automatikus annotalt adatbazis alapjan. A chip és az altalam hasznalt
referencia genom megegyezik. A valtozd expressziot mutatd gének mindkét moddszerben

reprezentalva voltak, tehat 6sszehasonlithato a két eredmény.

A sziirkerothadt minték génexpresszios profil vizsgéalata soran sszehasonlitottam az aktivalodo
gének szamat a Furmint és Semillon nemesrothadas és a Marselan sziirkerothadt mintakban.
Mig a Furmint és a Semillon nemesrothadasa soran az aktivaléd6 gének nagyban atfednek
(1186 gén, valtozd expresszioju gének 38%), addig a Furmint mintat dsszehasonlitva Marselan
szlirkerothadttal alig tobb mint 600 gén (valtozo expresszioji gének 22%), tovabba a Semillon
sziirkerothadt reldcioban is kevesebb, mint 800 gén egyezik meg (valtozo expresszidju gének
21%). A harom mintatipusban egyszerre aktivalodd gének szdma 563 (33. abra). A két
nemesrothadt mintdban az azonos valtozo gének aranya kozel kétszer olyan nagy, mint a
Furmint sziirkerothadt relacidban. Ebbdl kovetkeztethetiink, hogy a szilirkerothadt mintak
esetében mas gének aktivalodnak, ezzel eltérd expresszios profilt alakitanak ki a

nemesrothaddshoz képest.

Furmint TT Semillon 11

(2SI

Sziirkerothadt

33. abra Furmint Il., Semillon II. (Blanco-Ulate et al. 2015) nemesrothadt és a Marselan
(Kelloniemi et al. 2015) sziirkerothadt sz616bogydkban aktivalodott gének
szdmanak 0sszehasonlitasa Venn diagramon.
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A sziirkerothadas és az aszisodas soran valtozo expressziot mutatdo TF-ok expresszios értékeit
a 11. tdblazatban mutatom be. Az Osszehasonlitds sordn kétszeresnél kisebb génexpresszios
valtozasokat is szdmitasba vettem, mert az 6sszehasonlitas célja a profil meghatarozasa volt,
ahol az indukalodott és represszalddott gének mennyiségét vizsgaltam.

A sziirkerothadés esetében kevesebb TF expresszidja valtozik meg, mint az aszisodas soran.
AP2/ERF csalad esetében a sziirkerothadas soran 18 TF expresszidja valtozott, ennek kozel a
fele represszalodott, mig a Furmint mintdk esetében 0sszesen tobb mint 33 TF expresszioja

valtozott, aminek tobb mint 90%-a aktivalodott.

A bHLH ¢és bZIP TF-ok esetében a Furmint mintakban kozel azonos volt az aktivalédo és
represszalodd gének szdma és a szilirkerothadthoz viszonyitva kozel kétszer annyi gén
expreszidja valtozott a bZIP csalad esetében. A sziirkerothadas folyamataban a bHLH TF
csaladban represszalodott gének ardnya kétszerese az aktivalodottakhoz képest. A NAC TF
esetében mindkét fertézésformaban tobbségben vannak az aktivalodott gének és szamuk is
kozel azonos (aszu: 9 gén, sziirkerothadt: 12 gén). A MYB TF csalad esetében az aszusodott
mintdkban 14 gén indukélodott, addig a sziirkerothadt mintdk esetében csak 6. A Furmint
mintakban 28 WRKY TF gén expresszios értéke valtozott, amibodl kozel 90% aktivalodott, addig
a sziirkerothadtak esetében csak 18 gén expresszidja valtozott a kontrollhoz képest, bar azoknak
94%-a aktivalodott. Markans kiilonbséget az AP2/ERF, MYB és WRKY transzkripcios faktorok
expresszidjaban tapasztaltam. Ezeknek az eltérden kifejez6dd géneknek szerepiik lehet abban,
hogy az aszusodas egy kedvezd lefolyasu, lassabb fertézésforma.

11. tablazat Indukalodott és represszalodott transzkripcids faktorok szama a Furmint
aszusodasa és a Marselan (Kelloniemi et al. 2015) sziirkerothadésa soran.

Furmint I1. Sziirkerothadt

CS-;E'I d TF osszes gén | Indukalodott | Represszalodott | Indukaléodott | Represszalodott
AP2/ERF 100 30 3 10 8
bHLH 115 6 7 4 8
bZIP 47 4 3 2 1
NAC 71 9 2 12 3
MYB 138 14 3 6 7
WRKY 59 25 3 17 1

Osszehasonlitottam a sziirkerothadds és az aszlisodas sordn valtozd expressziét mutatd PR
tipusu gének szamat (12. tablazat). A két vizsgilt fertézésformaban azonositott valtozo

expressziot mutatd PR gének szdma kdzel azonos (aszu: 46, sziirkerothadt: 49). Az asziisodott
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mintak esetében a gének 70%-a, mig a sziirkerothadt mintdk esetében kozel 90%-nak nétt az
expresszidja a kontrollhoz képest. A Furmint mintaktol eltéréen — ahol csak a JA (PR3, PR4,
PR12) utvonalhoz kothetd PR proteinek aktivalodtak (22. dbra) — a sziirkerothadt mintak
esetében mind a SA (PR1, PR2, PR5), mind a JA (PR3, PR4) ttvonalhoz kdthet6 PR proteinek
aktivalodtak. Sziirkerothadas soran aktivalodott PR2 gének koziil itt is megfigyelhetd a
VIT_06s00809g00420 gén indukcidja, hasonléan a Furmint és Semillon sz6léfajtaknal
nemesrothadds soran. Ez a fehérje predikcidk alapjan a plazmamebranhoz kot6dd horgony
doménnel rendelkezik, igy feltételezhetden aktiv szerepet jatszik a gomba elleni védekezésben.
Ezen eredmények tiikrében feltételezhetd, hogy mar a B. cinerea fert6zés korai stadiumaban
indukalodik ez a gén fiiggetleniil a fajtatdl és a késdbbi fertdzés kimenetelétdl. PR7 gének koziil
a szlirkerothadt esetében fokozottabb indukalddas figyelheté meg. A PR10, PR15 gének
mindkét esetben hasonld mennyiségben aktivalédnak. A PR6 gének koziil a Furmint és
Semillon mintakrodl eltéréen a Marselan mintdkban csak egy gén indukalodott.

12. tablazat Indukalodott és represszalodott PR gének szama a Furmint aszisoddsa és a
Marselan (Kelloniemi et al. 2015) sziirkerothadasa soran.

Furmint I1. Sziirkerothadt

csZE'\ d :l);flzsis gP;l; Indukalddott | Represszalodott | Indukalodott | Represszalodott
PR1 5 0 0 3 0
PR2 47 3 3 4 1
PR3 9 5 0 6 0
PR4 18 2 2 1 2
PR5 19 1 2 6 0
PR6 5 5 0 1 0
PR7 73 2 3 3 1
PR8 10 1 0 0 0
PR10 20 6 2 8 1
PR11 10 1 0 2 0
PR12 2 0 0 0 0
PR14 11 3 1 1 1
PR15 15 4 0 8 0
PR17 7 0 0 0 0

Osszehasonlitottam az aszlisodds és a sziirkerothadas soran, hogyan valtozik a reaktiv
oxigénszarmazékok eliminalasaért felelés gének expresszidja. Az aszisodashoz hasonldan
kevés szuperoxid-dizmutdz aktivalodott szilirkerothadds soran (VIT_14s0030g00910,
VIT_14s0030g01080, VIT_14s0036901320). Az indukélodott SOD gének eltéréek, de az

indukalodéas mértéke mindkét fertézésformanal jellemzden kétszerese volt a kontrollhoz képest.
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A glutation peroxidaz izoformak esetében nem volt kimutathaté expresszids valtozas, mig a
katalazok expresszidja a Furmint mintdkban csdkkent, a peroxiddzok esetében azonban sokkal

valtozatosabb a helyzet (34. abra).

A Furmint mintdk vizsgélata soran kideriilt, hogy a peroxiddzok aktiv szerepet jatszhatnak a
hidrogénperoxid eliminalasaban, ezért nem meglepd modon a sziirkerothadt minték esetében is
valtozatos az expresszidjuk. 15 peroxiddz gén aktivaloédik az aszusodas soran és 16 a
sziirkerothadas sordn. Az aktivaloédott peroxidaz gének koziil kilenc azonos. A legnagyobb
pozitiv expresszids valtozast mutatd gének a lignin peroxiddazok csoportjaba tartoznak
(VIT_01s0010g01980, VIT_01s0010g01960, VIT_01s0010g02020, VIT_01s0010g01950,
VIT_01s0010g02010, VIT_01s0010g02000, VIT_01s0010g01970). A Furmint mintak esetében
mindossze egy peroxidaz gén represszalodott (VIT_07s0191g00050), azonban a sziirkerothadt
mintak esetében négy gén expresszidja csokkent (VIT_18s0001g06840, VIT_ 1450066901850,
VIT_18s0001g06370, VIT_08s0040g03150).

Génexpresszid
(log2)

-2 0 5

Szirkerothadt

4
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E
=
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il

VIT_07s50191g00050_peroxidaz
WIT_14s0060g00540_peroxidaz
VIT~ 0650004907770 _peroxidaz
VIT_08s0058900970_peroxidaz
VIT_01s0010g01980_peroxidaz
VIT_01s0010g01960_peroxidaz
WIT_01s0026g00830_peroxidaz
VIT_0650004901180_peroxidaz
VIT_ 1850072900160 _peroxidaz
VIT_07s0129g00360_peroxidaz
VIT_01s0010g02020_peroxidaz
VIT_01s0010g01950_peroxidaz
VIT_18s0001906890_peroxidaz
WIT_18s0001g06850_peroxidaz
VIT~ 0650004907740 peroxidaz
VIT_01s0010g02010_peroxidaz
VIT_01s0010g02000_peroxidaz
VIT_18s0001g06840_peroxidaz
VIT_1450066901850_peroxidaz
WIT_18s0001g06370_peroxidaz
VIT_08s0040g03150 peroxidaz
VIT_07s0130g00010_peroxidaz
VIT 1250055901030 _peroxidaz
VIT_1450060g00510_peroxidaz
WIT_14s0060g00520_peroxidaz
VIT~ 1250055901020 peroxidaz
VIT_12s0055g01000_peroxidaz
[ | VIT 01s0010a01970 peroxidaz

34. abra Sz016 peroxidaz gének expresszios értékei a Furmint I1. asziisodasi fazisban és a
Marselan (Kelloniemi et al. 2015) sziirkerothadt mintak esetében. Az expresszios valtozas
logz értékben van abrazolva a kontrollhoz képest.

A legjelentdsebb expresszios profil kiilonbséget a ROS eliminalo rendszerek kozott a glutation—
S-transzferaz-ok génexpresszios profiljaban tapasztaltam. Az asziusodott mintaknal 18 GST gén
aktivalodott, mig a sziirkerothadt mintdknal alig négy gén (VIT_19S0093G00320,
VIT_1650039G01070, VIT_00S0240G00050, VIT_06S0004G05700). Ezeknek a géneknek az
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expresszio novekedése is kisebb az aszusodott mintak esetében tapasztalt 3-8 szoros valtozasnal

(35. ébra).
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VIT_07S0005G04880_glutation-s-transzferaz
VIT_00S0153G00050_glutation-s-transzferaz
VIT_16S0039G00970_glutation-s-transzferaz
VIT_0550049G01070_glutation-s-transzferaz
VIT_1750000G02930_glutation-s-transzferaz
VIT_01S0026G01340_glutation-s-transzferaz
VIT_1950093G00310_glutation-s-transzferaz
VIT_19S0093G00320_glutation-s-transzferaz
VIT_19S50093G00220_glutation-s-transzferaz
VIT_1550024G01630_glutation-s-transzferaz
VIT_0050153G00070_glutation-s-transzferaz
VIT_16S0039G01070_glutation-s-transzferaz
VIT_15S0107G00150_glutation-s-transzferaz
VIT_16S0039G00990_glutation-s-transzferaz
VIT_1250028G00920_glutation-s-transzferaz
VIT_00S0240G00050_glutation-s-transzferaz
VIT_1250028G00930_glutation-s-transzferaz
VIT_0650004G05700_glutation-s-transzferaz

35. abra Sz616 glutation-S-transzferaz gének expresszios értékei a Furmint 1. aszusodasi
fazisban és a sziirkerothadt Marselan (Kelloniemi et al. 2015) mintak esetében. Az
expresszios valtozas log értékben van dbrazolva a kontrollhoz képest.

6.8. A B. cinerea gomba transzKkripcios eredményei

A B. cinerea transzkripcios eredményei mind a négy aszsodasi fazisban (I., II., IIL., 1IV.)
értékelhetd eredményeket hoztak, mert a IV. aszisodasi fazisban is €16 gomba talalhat6 az elhalt
bogyoban. A gomba gének indukcidjat vagy represszidjat a II., III. és IV. fazisban vizsgaltam
ugy, hogy az adott fazisban kapott expresszios értékeket az 1. fazisban kapott eredményekhez
viszonyitottam. A harom aszusodasi fazisban indukéalodd és represszaldodod géneket Venn
diagramon abrazoltam (36. és 37. abra). A masodik fazisban az aktivalodo gének 54%-a (2048
génbol), a harmadik fazisban 51%-a (2208 génbdl) és a negyedik fazisban pedig 62%-a (1796
génbdl) megyegyzetett az aszusodds sordn. Tehat ezek a gének az aszusodas II., III. és IV.
fazisaban is indukélva voltak. Ez az 1116 gén az aszusodas soran kialakult gomba
transzkripcios profil magjat képezi. A masodik és harmadik fazisban tovabbi 699 aktivalodo
gén egyezett meg, ami a [V. fazisban mar nem volt indukalva. A III. és IV. fazisban tovabbi

243 gén indukalodott, ami a korabbi fazisokban nem volt aktiv.
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B. cinerea I1I/A B. cinerea I1I/A

(SN

B. cinerea IV/A

36. abra A B. cinerea gomba aktivalodott génjeinek szama a kiilonb6z6 aszisodasi
fazisokban Venn diagramon abrdzolva. ,,A”: aktivalddott.

A represszalddott gének szama toredéke az aktivalddottaknak, ami azért kovetkezhetett be, mert
az aszusodas I. fazisdban a gomba tobbnyire konidiumos formaban van jelen vagy a fertézés
nagyon korai stddiumaban van, amikor a csiratomlé és appresszorium képzése zajlik. A
represszalodott gének kozott nagy szamban megtalalhatoak a B. cinerea virulencia faktoraiként
azonositott gének (sejtfal-bontd enzimek, transzmembran fehérjék stb). A B. cinerea fert6zés
korai génaktivitasa manapsag mar jol felderitett teriilet (Blanco-Ulate et al. 2014, van Kan et
al. 2006), ezért nagy biztonsaggal mondhatjuk, hogy az II., IIl., IV. aszGsodasi fazisban
represszalodo gének tobbsége az 1. fazisban tortént nagy expresszidval magyarazhato.
Feltételezhetjiik ugyanis, hogy az 1. fazisbol szarmazoé gombasejtek sem nyugalmi allapota
transzkripcids aktivitassal reldelkeznek, hanem mar indukalodtak benniik a virulencia korai

faktorai.

B. cinerea II/R B, cinerea 11I/R

(SN

B. cinerea IV/R

37. abra A B. cinerea gomba represszalodo génjeinek szama a kiilonb6z6 aszisodasi
fazisokban Venn diagramon abrdzolva. ,,R”: represszalodott.
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A GO kifejezés dusulasi tesztet elvégezve azt az eredményt kaptam, hogy leginkabb a
transzport folyamatok aktivalodnak (13. tadblazat). A kettes fazisban kevesebb transzport
folyamat aktivalodik a harmashoz képest és azok is jellemzden aminosavak és polimerizatumok
transzportjara iranyulnak. Ezzel szemben a harmas fazisban jelent6s mennyiségli szénhidrat,
peptid és kofaktor transzport-folyamat jelenik meg. A harmas fazisban a bogyoban alig
talalhato €16 novényi sejt, igy a gomba tapanyagok felvételére koncentralhat. A terpén és
mikotoxin bioszintézis mindkét fazisban megjelenik, tovabba a modositott aminosavak
transzportja, ami a masodlagos anyagcseretermékek szintéziséhez is sziikséges. A IV. fazisban
transzport folyamatok mar nem aktivak, helyettik a masodlagos anyagcseretermékek
bioszintézise és a DNS rekombinacioja valik aktivva. Ezek a folyamatok a konidium képzésre

jellemzoek.

13. tablazat II. és III. aszsodasi fazisban feldusuld bioldgiai folyamatokat azonositd GO

kifejezések a B. cinerea transzkriptom mintazat eredményeiben.

I1. fazisban aktivalodo Mindkét fazisban aktivalodo III. fazisban aktivalédo
folyamatok folyamatok folyamatok
e Plazmamembran transzport e Vitamin transzmembran transzport |e Szénhidrat import a
e Szerves hidroxi vegyiilet e Terpén bioszintézis plazmamembranon keresztiil
transzport e Modositott aminosav transzport Gliik6z import

e | -lizin transzmembran transzport | ¢ Aminosav transzmembran Frukto6z traszport

o Egy értékii kation transzport transzport Mannitol transzport

¢ Oligopeptid transzport o Mikotoxin bioszintézis Szorbitol transzport

e Arginin transzport Pent6z transzport

Manndz transzport

Galaktoz transzport

drog transzmembran transzport
Proton transzport

Kén vegyiiletek transzportja
Kofaktor transzport

Tripeptid transzport
Oligopeptid transzport

Szerves kation transzport

6.8.1. B. cinerea korai szénhidrat bonté génjeinek vizsgalata

Megvizsgaltam a Blanco-Ulate és munkatarsai (2014) altal azonositott 275 extracellularis
szigndl szekvenciaval rendelkezd, potencialisan a fert6zés korai szakaszaban aktiv szénhidrat
bontd enzimet kddold gén expresszidjat (38. dbra). Az endo-poligalakturonazok csoportjabdl a
BcPG1, BcPG2, és BcPG4 gének mutatnak az asziisodds késébbi fazisaiban (IL., III., IV.)
repressziot, mig a BCPG6 ezzel ellentétben indukciot. A B. cinerea korai fert6zési szakaszaban

a BcPgl és BcPg2-nek van kulcsszerepe a sejtfal bontasban (Espino et al. 2010), mely
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enzimeket kddold gének esetiinkben is erdsen aktivalodtak, a késdbbi erds represszalodasbol
kovetkeztetve. A BCPG1l gén expresszidja csak a harmadik fazisra esik vissza. Az exo-
poligalakturonazok koziil a Bcin05902520 mutat az aszGsodas korai szakaszaban erds
indukalodast, majd a késébbi szakaszokban repressziot. A Bcin15g05030 és Bcin05g08240
exo-poligalakturondz gén aktivitasa a kettes és harmas fazisban emelkedik meg. A pektin-
lidzok és pektat-lidzok a fert6zés korai szakaszaban erds expressziot mutattak, mert a késébbi
szakaszokban nagyon erdsen represszalodnak ezek a gének. A pektin-metilészterazok és a
ramnogalakturon-acetiltranszferaz esetében is hasonld az expresszié lefutdsa az aszisodas
soran. Az endo-ramnogalakturondz, ramnogalakturonaz és endo-B-gliikandz expresszidi az
eddig bemutatott szénhidrat bontd enzimeket kodold gének expresszidjatdl eltéréen jelentdsen
aktivalodnak az aszasodas II., III. 1V. fazisaiban az 1. fazishoz képest. A B-gliikozidazok
(Bcin09g06990 ¢s Bcin12g02830) a II. és III. fazisban, az a-arabinofuranozidaz-t kodold gén
pedig a IV. fazisban indukalddik.
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Bein14g00850_Endo-poligalakturonaz{BcPG1)
Bcin14g00610_Endo-poligalakturonaz{BcPG2)
Bein04g04930_Endo-poligalakturonaz(BecPG3)
Bein03g01680_Endo-poligalakturonaz{BcPG4)
Bein02g05860_Endo-poligalakturonaz{BcPGE)
Bein05g04950_Endo-ramnogalakturonaz
Bein06g04830_Endo-B-glukanaz
Bein05g02520_Exo-poligalakturonaz
Bein15g05030_Exo-poligalakturonaz
Bein05g08240_Exo-poligalakturonaz
Bein03g05820_Pectat-liaz{B¢PEL1)
Bcin10g05620_Pectat-liaz{BcPEL4)
Bcin03g00280_Pectin-liaz{BcPL1)
Bcin14g03430_Pectin-liaz(BcPL3)
Becin0B8g02970_Pectin-metiltranszferaz(B¢cPME1)
Bein03g03830_Pectin-metiltranszferaz{BcPME2)
Bein14g00860_Pectin-metiltranszferaz{BcPME3)
Bcin02g07100_Ramnogalakturon-acetileszteraz
Bein12901100_Ramnogalacturonaz
Bein08g00890_A-L-arabinofuranaz
Bein09g06990_B-glukozidaz

Bein12g02830_B-glukozidaz

38. abra A fert6z¢s korai stadiumaban indukalodé szénhidrat bontd enzimek koziil (Blanco-
Ulate et al. 2014) a Furmint mintakban valtozo6 expresszios értéket mutato B. cinerea
gének expresszios €rtékeinek osszefoglaldja. Az egymast kovetd asziisodési tazisokat

romai szdmokkal jeldltem (IL., III., IV.). A transzkriptumszint valtozasokat az ép
(tlinetmentes) bogydban detektalt génkifejez0dés mértékéhez viszonyitottam.
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6.8.2. Novényi sejthalalt indukaloé gének vizsgalata

A ndvényi sejthalalt indukalod, B. cinerea altal termelt korai kivalasztott fehérjék génjeinek
mitkodését a 39. abran mutatom be. A cerato-platanin fehérjéket kodolo gének koziil a BCSpll
gén expresszioja csokken a IIl. és IV. fazisban, ami arra utal, hogy a fertézés korai szakaszaban
volt aktiv szerepe. A BcSpl2 gén expresszidja a kontrollhoz képest az aszusodas folyaman végig
magas értéken marad. Az azonositott két Nep (nekrozis és etilén indukcios faktor) gén koziil

mindkettd nagyon erds represszalodast mutat a IL., III. és IV. fazisokban.
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Bcin03g00500_BcSpl1
Bcin12g03550_BeSpl2
Bcin02g07770_BcNep2
Bcin06g06720_BcNep1

39. abra A B. cinerea cerato-platanin (Spl) és nekrozis és etilén indukcios faktor (Nep) gének
expresszios értékei a Furmint asziusodéasa soran. Az egymast kovetd asziasodasi fazisokat
romai szamokkal (IL, IIL., IV.) jeloltem.

6.8.3. ROS eliminal6 gének vizsgalata

A B. cinerea-nak a fertézése soran fellépé extrém oxidativ kornyezetet kell talélnie, mely
kivédésére ROS elimindlo enzimek expressziojat megnoveli. A Furmint aszadosdsa sordn a B.
cinerea ROS eliminald folyamatok kulcsenzimeinek génexpresszids mintazatat az 40. abran
mutatom be. A gomba genomjaban négy szuperoxid-dizmutizt azonositottak, de egyik gén
expresszidja sem valtozik meg az aszisodas alatt. Tiz katalazt azonositottam, melyek koziil a
BcCat7 mind a harom aszusodasi fazisban magas szinten expresszalodik, a BcCat3 és BeCatb
expresszidja pedig csak a negyedik fazisban emelkedik meg. A BcCat4 expresszidja a masodik
fazisban represszalodik. Kilenc peroxiddz enzimet azonositottam, melybdl harom expresszioja
emelkedett meg az aszlisodds sordn. A Bcprx2 gén expresszidja mar a masodik asziusodasi
fazisban megemelkedik és a kés6bbi fazisokban egyre magasabb értéket vesz fel. A Beprx5 és
Bcprx6 gének expresszidja csak a harmadik fazisban kezd el emelkedni, de hasonloan a Beprx2-
hoz ezeknek is a negyedik fazisban a legmagasabb a kifejez0désiik.

Glutation-S-transzferazt kodolo génbdl 27-et sikeriilt azonositanom a gomba genomjaban. Ezek
koziil 6tnek volt mind a hdrom aszlisodési fazisban magas az expresszids értéke (Bcgst22,
Bcgst23, Bcgstl9, Begst24, Begst26). A Bcgst4, Begstll a masodik és a harmadik, mig a

Bcgstl?2 génnek a harmadik és negyedik fazisban emelkedik az expresszidja. Tehat az
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azonositott glutation-S-transzferdz izoformak kozel 30% indukalodott a Furmint asziisodasa

soran.

_ Génexpresszio
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Bein01g11420_BeGst22
Bcin06g02460_BcGstd
Bcin08g00300_BcGst11
Bcin09g00930_BcGst23
Bcin09g05920_BcGst10
Bcin10g02270_BcGst12
Bcin12g00970_BcGst19
Bein13g04210_BeGst24
Bein15g02740_BeGst26
Bcin0Bg018B0_BcPrx5
Bein10g05930_BcPrx6
Bein12g00520_BcPrx2
Bcin03g01920_BcCats
Bein05g900730_BcCat4
Bein06g04520_BeCat3
Bein09g04400_BeCat?

40. abra A glutation-S-transzferaz, peroxidaz és katalaz enzimeket kodolo gének expresszios
valtozasa az aszasodas soran a B. cinerea-ban. GST: glutation-S-transzferdz, PRX:
peroxidaz, Cat: kataldz. Az egymast kdvetd aszusodasi fazisokat romai szamokkal (1.,
IIL., IV.) jeloltem.

6.8.4. A B.cinerea masodlagos anyagcsere gének

A B. cinerea masodlagos anyagcseretermékeinek szintéziséért 44 kulcsenzim tehetd feleldssé
(Collado 2015). Ezeket az enzimeket kodold géneknek az expresszidjat megvizsgaltam a
Furmint aszsodott bogyd mintdkban. Tizenhat génnél talaltam szignifikans valtozast akar
pozitiv akdr negativ iranyban. Ezek a gének a kovetkezd csoportba tartoznak: 6t nem
riboszomalis peptid-szintetaz (BCNps), kilenc poliketid-szintaz (BcPks), egy szeszkviterpén-
ciklaz (BcStc) és egy kalkon-szintaz (BcChs) (41. abra). Az ,,A” klaszter elemei a negyedik,
tehat az utolsé aszusodasi fazisban mutatnak csak represszalodast, ami arra utal, hogy a korabbi
aszusodott fazisokban magas volt az expresszidjuk. Ebbe a klaszterbe tartozik a BcPks6 gén,
ami a gomba altal termelt fitotoxin, a botciniksav szintézisének egyik kulcsenzime (Dalmais et
al. 2011). A BcNps6 gén szintén az A klaszterbe tartozik és a koprogén sziderofor vegyiilet
kialakitasaért felelés, mely nélkiilozhetetlen a Fe** ionok felvételében (Bushley and Turgeon
2010). A klaszter utolso tagja a Bcpks8 funkcioja jelenleg nem ismert. A ,,B” klaszter elemeire
jellemz6, hogy mind a harom aszusodasi fazisban magas szinten expresszalodnak. Jelenleg
egyediill a BcPks3 gén termékérdl van némi informacionk, miszerint a poliketid-Szintaz

ismeretlen eredetli aminosavakat tartalmaz (PKS-NRPS keverék) (Collado 2015). A ,,.C”
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klaszterbe tartozo gének expresszioja a harmadik aszisodasi fazisban emelkedik meg enyhén.
termelésben vesz részt. A ,,D” klaszter elemei jellemzden a kettes és hdrmas fazisban aktivak
¢és a negyedik fazisra csokken az epxresszidjuk. A BcPks7 a melanin szintézisért felels gén. A

tobbi poliketid-szintaz (BcPks17, BcPks2, BcPks19, BcPks12) szerepe egyeldre tisztazatlan. A

klaszter utolso tagja a BcStc2, ami egy szeszkviterpén-ciklaz.
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Bcin01g00060_BcPks6
Bcin01g03730_BcNps6
Bcin07g02920_BcPks8
Bein12g04980_BcNps1
Bcin14g01290_BcPks11
Bcin04g01390_BcNpsS
Bein03g04360_BcPks3
Bein02g02380_BecNps4

Becin13g02130_Bcchs
Bcin14g01300_BcNps9
Bein03g02010_BcPks17
Bcin02g01680_BcPks2
Bcin08g00290_BcPks19
Bcin02g08770_BcPks12
Bcin10g00040_BcPks7
Bcin08g02350_BcStc2

41. abra A B. cinerea gomba masodlagos anyagcseretermékeiért felelés enzimeket kodolod
gének expresszios értékei az aszisodas soran. Pks-poliketid-szintdz, Nps-nem
riboszomalis peptid szintaz, Chs-kalkon-szintaz, Stc-szeszkviterpén-ciklaz.

6.9. Kis RNS szekvenalas eredménye

Az kis RNS szekvenalasa soran azonositottam 36 V. vinifera kis RNS varianst (21 miRNS
focsoport), amelyek eltérden fejezOdnek ki az asziisodéas folyamata alatt (42. abra). Az vizsgalat
soran a transzkriptom analizishez hasonléan csak a kettes és harmas aszsodasi fazist
vizsgaltam. A kettes fazisban 15 kis RNS expresszioja valtozott, amibdl kilencnek nétt a

mennyisége. A harmas fazis esetében 34 kis RNS-bdl 19 expresszidja ndtt meg szignifikansan.

Furmint aszn 1L Furmint aszn I11.
miRNS miRNS

42. abra V. vinifera eltér6 expressziot mutato kis RNS-ek szama az aszusodas soran.
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Az miRNS-¢k célszekvenciajanak prediktalasa a psRnaTarget szerver segitségével tortént (Dai
et al. 2018). A vizsgalat soran csak azokat a talalatokat vettem szamitasba, melyeknek a
hasonlésagi értéke a célszekvencia és a kis RNS kozott kevesebb, mint harom volt és a
maximalis hozzaférhetdségi energiaja kisebb, mint 25. Az azonositott kis RNS-eket eldszor a
V. vinifera majd a B. cinerea cDNS konyvtarara illesztettem.

A kettes asztsodasi fazisban megndvekedett expressziot mutatd kis RNS-ek célgénjei kdzott
van két kis RNS biogenezishez kétheté gén (VIT 1550021902580, VIT_17s0000g04440), egy
feltételezhetben NB-LRR fehérjét kodolo gén (VIT_13s0067g00790) és egy HD-Zip
transzkripcios faktor (VIT_06s0004902800) (14. tablazat, részletes eredmények M. 8 tablazat).
Ezeknek az azonositott célgéneknek az expresszidja 1,7-2,5 érték kozott csokken a Il.
aszusodasi fazisban a kontrollhoz képest (14. abra, 2. oszlop).

A masodik fazisra csokkent expressziot mutato Vvmird08 kis RNS célgénje a
VIT_19s0177900260 sz0l6 gén, ami egy szerin/treonin protein-kindz. Ennek a génnek az
expresszios értéke a masodik fazisban tobb, mint haromszorosara nd az egészséges bogyoban
mért értékhez képest.

14. tablazat V. vinifera eredetii miRNS-ek sz616 célgénjei és azok funkcidi a II. aszisodasi fazisban.

Vv. gén Kis RNS
V. VInlferEfl gen exp’resszrlos Gén funkcié Kis RNS exp’resszrlos
azonosito valtozas azonosito valtozas
II. fazisban I1. fazisban
VvmiR396b 2,4
) Kis RNS biogenezishez kothetd gén, -
VIT_15s0021902580 2,0 CCR4-, nem transzkripciés” komplex VvmiR396a 2,2
VvmiR396d 2,4
VIT_ 1350067900790 -1,9 Rezisztencidhoz kéthetd gén, VvmiR3632-3p 2,3
NB-LRR gén VvmiR166a 15
VIT_06s00049g02800 -2,5 HD-Zip transzkripcids faktor VvmiR166a 15
VvmiR396b 2,4
VIT_17s0000904440 -1,7 Kis RNS biogenezishez kothetd gén VvmiR396a 2,2
VvmiR396d 2,4
VIT_19s0177g00260 3,5 Szerin/treonin—protein kinaz aktivitas | VvmiR408 -3,2

A harmas fazisban megndvekedett expressziot mutatd azonositott kis RNS-ek célgénjei kdzott
van tobb transzkripcids faktor is (15. tablazat, részletes eredmények M. 8 tablazat). Harom
GRAS csaladba, ketté HD-Zip csaladba, ketté SBP csaladba tartozo és egy MYB transzkripcios
faktor csaladba tartozo gén. Az egyes TF csaladok csendesitéséért jellemzden néhany kis RNS
felelés, igy a GRAS csaladot a VvmiR171b és a VvmiR171li, a HD-Zip TF csaladot a
VvmiR166a, az SBP TF csaladot a VVmiR156b és a MYB csaladot a VvmiR159c¢ csendesiti (15.

tablazat). A TF-ok csendesitésének hatasara az expressziojuk 1,6-4,7-szer alacsonyabb, mint a
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kontroll mintdkban (15. abra, 2. oszlop). A kettes fazishoz hasonléan megjelennek a kis RNS
biogenezishez kdothetd gének (VIT_15s0021902580, VIT_17s0000g04440) és az NB-LRR
receptor tipusu fehérjét kodolod gén (VIT_13s00679g00790) csendesitéséért felelds kis RNS-ek.
A harmadik fazisban azonositott kis RNS-ek k6zott nem sikeriilt olyat azonositani, aminek

expresszioja csokken €s a célszekvencia prediktalas soran szamitasba lehetne venni.

15. tablazat V. vinifera eredetii miRNS-ek sz616 célgénjei és azok funkcidi a III. asztsodasi

fazisban.
Vv. gén Kis RNS
V. Vlnlfer(fl gén expresszifs Gén funkeié Kis RNS expresszids
azonosito valtozasa azonosito valtozasa
111. fazisban 111. fazisban
VvmiR171b 2,2
VIT_02s0154g00400 -1,6 GRAS transzkripcios faktor - -
VvmiR171i 3,6
VvmiR171b 2,2
VIT_0450023901380 -2,4 GRAS transzkripcios faktor - -
VvmiR171i 3,6
VvmiR171b 2,2
VIT_15s00489g00270 -2,8 GRAS transzkripcios faktor - -
VvmiR171i 3,6
VvmiR396b 3.2
) Kis RNS biogenezishez kothetd gén, .
VIT_15s0021g02580 2,0 CCRA4-nem transzkripeios komplex VvmiR396a 29
VvmiR396d 2,8
VIT_13s00199g04320 -2,2 HD-Zip transzkripcids faktor VvmiR166a 2,3
VIT_06s0004g02800 -47 HD-Zip transzkripcios faktor VvmiR166a 2,3
VIT_11s0065g00170 -1,9 SBP Transzkripcios faktor VvmiR156b 2,6
Rezisztenciahoz kothetd gén, .
VIT_ 1350067900790 -2,3 NB-LRR gén VvmiR3632-3p 2,5
VIT_14s0068901780 -1,9 SBP Transzkripcios faktor VvmiR156b 2,6
VIT_ 1350019903630 -1,8 Nem karakterizalt VvmiR395k 4,3
VvmiR396b 3.2
VIT_07s0191g00220 -6,9 Nem karakterizalt VvmiR396a 2,9
VvmiR396d 2,8
VvmiR396b 3,2
VIT_17s0000g04440 -2,5 Kis RNS biogenezishez kothetd gén VvmiR396a 2,9
VvmiR396d 2,8
VIT_19s0090g00590 -1,9 MYB transzkripcios faktor VvmiR159c 1,6
VIT_01s0011g01130 -1,6 Nem karakterizalt VvmiR159c 1,6

A V. vinifera-ban azonositott kis RNS-eket illesztettem a B. cinerea genomra is, azt vizsgalva,
hogy a névény-gomba kdlcsonhatas soran létrejohet-e a sz616 kis RNS-ek altal B. cinerea-ban
géncsendesités. A kettes fazisban minddssze egy, a harmas fazisban két célgént tudtam
azonositani. A kettes fazisban az azonositott kis RNS feltételezheté célgénje a gomba
Bcin079g05140 génje, mely egy dajkafehérje (hésokkfehérje) (16. tablazat, részletes
eredmények M. 8 tablazat). A harmas fazisban a kettes fazisban azonositott dajkafehérjén tal a

Bcin09g00540 gént is azonositottam, ami a mitokondriumban lokalizalodo NADH-
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dehidrogenaz enzimet kodolja (17. tablazat, részletes eredmények M. 8 tablazat). A NADH-
dehidrogenaz funkciojat tekintve az elektrontranszportlanc elsé 1épéséért felelds, redukalja a

kinont kinolld NADH segitségével.

16. tablazat V. vinifera eredetli miRNS-ek B. cinerea célgénjei és azok funkcioi a I1. asziisodasi

fazisban.
B. cinerea gén Kis RNS
ECENBRAGI || GINER Gén funkeié Kis RNS azonosits | CPresszios
azonosito valtozas a II. valtozas II.
fazisban fazisban
Bcin07g05140 -2,1 Hoésokkfehérje VvmiR3633a-3p 2,3

17. tablazat V. vinifera eredetii miRNS—ek B. cinerea célgénjei és azok funkcioi a III.
aszusodasi fazisban.

B. cinerea gén Kis RNS
B. cinerea gén | expresszios Gén funkcié Kis RNS azonosito |  CXPresszios
azonosito valtozas a III. valtozas III.
fazisban fazisban
Bcin07g05140 -2,0 Hésokkfehérje VvmiR3633a—-3p 2,0
Bcin09g00540 -1,3 NADH dehidrogenaz (Kinon) VvmiR3530-3p 3,3
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6.10. Illatanyag gyiijtés az aszisodott és sziirkerothadt szélofiirtokrol

Az aszsodas klimakamraban torténd modellezése soran intakt, egész Furmint sz6ldfiirtoket
hasznaltam mintdknak (43. dbra ,,A”). A gytjtott fiirtoket a kisérlet megkezdése eldtti napon B.
cinerea konidium szuszpenzioval kezeltem és 24 oran keresztiil benedvesitett zart dobozban
taroltam Oket 21 °C-on. Ezt kdvetden kertiltek klimakamraba, ahol az aszlisodasra jellemzd
klimatikus viszonyokat teremtettem (1. abra). Az aszisodassal parhuzamosan ugyanilyen
hémérsékleti profil mellett, de folyamatosan magas relativ pdaratartalmat fenntartva
sziirkerothadt szoléfiirtoket is eldallitottam. A sziirkerothadas kialakuldsa annyira gyors, hogy
egy hét elteltével a szO6lofiirtot befedték a gombaképletek, erds ecetes és alkoholos szaga volt.
Az elsé hét elteltével az aszisodast mutatd szOl16fiirtokrol €s a sziirkerothadtakrol (43. dbra ,,B”

¢és ,,D”) illatanyag gyljtést végeztem.

Az aszusodott sz6ldfiirtoket az illatanyag leszivast kdvetden visszahelyeztem a klimakamraban
¢s tovabbi két héten keresztiik tartottam szabalyozott aszisoddsra jellemzdé klimatikus
kortilmények kozott. A mintaszedéstdl szdmitott harmadik héten a sz616fiirt nemesrothadasra
jellemzd morfologiai tiineteket mutatott (43. abra ,,C”). Megfigyelhetd volt a mozaikos bogyo
toppedés, gomba micélium nem vagy csak alig volt volt lathatd, ecetes illat nem volt

tapasztalhato.

43. abra Asztsodott és sziirkerothadt illatanyag meghatarozashoz felhasznalt, B. cinerea
konidium szuszpenzidval kezelt Furmint szO16flirtok. A: érett egészséges szolofiirt,
B: 1 hete asztsodo szolofiirt, C: 3 hete aszusodo szolofiirt, D: sziirkerothadt szolofiirt.
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A szolofiirtok légterébdl 4 oras dinamikus illatanyaggytijtést végeztem 4-4 ismétlésben. A
szOlofuirtokrdl gyiijtott illatanyag mintdkat GC-MS miiszerrel vizsgaltam. A kromatogramokat
kiértékelve 35 csucs érte el a kiiszobértéknek szamitod 6ssz cstcsteriilet 1% -t és ezek koziil 32
vegyiiletet sikeriilt azonositanom. FOkomponens elemzést végeztem az adatokkal (44. abra). Az
elemzés soran jol elkiiloniilve klaszterezédnek a kiilonb6zo tipusu mintak. A sziirkerothadtak
kozel klaszterezédnek egymdashoz, aminek az oka, hogy nagymennyiségii gombatol illetve

egyéb mikrobatol szarmazé illatanyaggal egésziil ki a ndvényi illatanyag mindkét esetben.

05

on

2 komponens

OS5

oo 0% 1.0

1 komponens

44. abra Klimakamraban modellezett sziirkerothadt és egy hete aszisodo szdl6fiirtok
illatanyag komponenseinek fékomponens elemzése. Kék: 1 hete asziisodo sz6lofiirt,
sziirke: szlirkerothadt.

Az aszusodott és szilirkerothadt illatanyag profil komponenseit tekintve hasonloak. Mindkét
mintatipusnal tobbféle alifds alkohol, monoterpén és aromas vegyiiletek jelentek meg. Jelentds
mennyiségben vannak a karbonsav szdrmazéku illatanyag komponensek, amik sejtmembran
sériilés hatasara jelennek meg (17. tablazat). Az azonositott csticsok cstcs alatti terlileteit a
belsé standardhoz viszonyitva normalizéltam. Ennek kdszonhetden a kiillonb6z6 mintdkban
azonositott csucsok csucs alatti teriiletei 0sszevethetdek (45. abra) és kovetkeztethetiink az

adott vegyiiletek mennyiségére.

Statisztikai elemzés soran kilenc komponens mennyisége kiilonbozott szignifikansan az eltérd

minta tipusokban. Ezek koziil a fenetil-alkohol, [S,S]-2,3-butandiol, esetsav, 1-oktén-3-ol,
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acetoin, izoamil-alkohol és izobutanol mennyisége sziginifikdnsan nagyobb volt a
szlirkerothadt mintakban. A transz-geranil-aceton, szulkaton, és toluol vegyiiletek mennyisége

az egy hete aszusodd mintakban emelkedett meg.

18. tablazat Az aszsodott €s sziirkerothadt minték illatanyag komponenseinek csoportositasa.
Alifas alkan:

dekan, undekan, tetradekan

Alifas alkohol:

2-hexén-1-ol, 1-oktén-3-ol, [R,R]-2,3-butandiol, [S,S]-2,3-butandiol, Izobutil-alkohol,
izoamil-alkohol, 2-hexanol, 1-hexanol

Alifas aldehid:

hexanal, 2-hexenal

Alifas keton:

acetoin

Alifas észter:

izoamil-acetat
Alifas karbonsav:

ecetsav, 2-metil-propansav
Aromas:

toluol, etilbenzén, benzaldehid, p-xilol, m-xilol, o-xilol, fenetil-alkohol
Monoterpén:

a-pinén, szabinén, limonén, 3-karén, transz-geranil-aceton, szulkaton

Szeszkviterpén:

a-farnezén, B-farnezén

Szeszkviterpének nem jellemz6 szO616 illatanyagok és az, hogy mindkét minta tipusban
megjelentek azt sugallja, hogy vagy a gomba valtotta ki a termelddésiiket vagy gomba eredetli
illatanyagrdl van sz6. Az ecetsav mennyisége a szilirkerothadt mintdkban egy nagysagrenddel
nagyobb, ez a megtelepedett ecetsav baktériumoknak tulajdonithato. Az 1-oktén-3-ol gomba
eredetli ill6 komponens. A sziirkerothadt mintadk esetében a mennyisége szignifikdnsan
nagyobb volt. Az izoamil-alkohol mennyisége jelentésen megndvekedett a sziirkerothadt
mintdkban, ami az ecetsavhoz hasonléan a masodlagosan megjelend mikrobakhoz kothetd. Az

altaluk okozott anaerob erjedés soran keletkezhetett az izoamil-alkohol.
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45. abra Sziirkerothadt és egy hete aszusodo sz6l6fiirtok illatanyagkomponenseinek
mennyiségi 0sszehasonlitdsa. Zold (1 hete aszisodo) és narancssarga (sziirkerothadt) szinnel
jeloltem a szignifikans vegyiiletek mennyiség jelzd korongjait. ,,*” jeloli azokat a
vegyiileteket, ahol szignifikéans a kiilonbség (p<0,05).
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/. Eredmények megvitatasa és kovetkeztetések

7.1. B.cinerea biomassza eredmények megvitatasa

A B. cinerea gomba biomassza ELISA alapi meghatarozasa soran nyert eredmények
Osszhangban allnak a total transzkriptom szekvenalas B. cinerea referencia cDNS adatbazisra
illesztett eredményével (9., 12. dbra). Mindkét technikdval nagyon kis mennyiségben mutattam
ki a gombat az elsé fazisba tartozo bogyokon. A masodik és harmadik fazisban a B. cinerea
mennyisége az ELISA modszer szerint és a leolvasott szekvencidk szerint is egyre nagyobb
mennyiségben taldlhatd6 meg a szélobogydkban. A negyedik aszisodasi fazisban mért
biomassza mennyiség enyhén csokken a harmadikhoz képest, amit a szekvencia illesztés
modszerrel nem tapasztalunk. Az elmaradt csokkenés abbol adodik, hogy a ndvényi sejtek
elhaltak, igy szinte csak gombaeredetli nukleinsav szekvenciakat tartalmaztak a mintak. A
sz6l6bogyo szdveteinek kiilon vizsgalata sikeresen novelte az ELISA technika érzékenységét,
igy 2017-ben mar sikeresen kimutattam a bogyo felszinén is a B. cinerea-t (9. abra). A
kisérletbdl bebizonyosodott, hogy a gomba az aszisodas eldrehaladtaval a bogy6 husaba

koncentralodik, és a héjban csokken a mennyisége.

7.2. Sz6lobogyo éloszovet eredmények megyvitatasa

A sz6lobogyd ¢€l6szovet vizsgalata soran kapott eredmények jol korreldlnak a total
transzkriptom szekvenalas V. vinifera referencia cDNS adatbazisra illesztett eredményeivel
(10., 12. abra). Mindkét mérési modszer tapasztalatai alapjan az a kovetkeztetés vonhato le,
hogy a masodik fazisra az €l6 sz6l6sejtek mennyisége lecsokken, a harmadik fazisra pedig
szinte alig marad ¢l6 sejt a bogyd héjban és husban. A negyedik aszusodési fazisban a
szekvenalt leolvasasi szekvenciak (read-ek) alig 5%-a illeszkedett a referencia CDNS
adatbazisra, az €l0szovet vizsgalat soran pedig a negyedik fazisban 1évé bogyo héjaban és
haséban nem volt értékelhetd intenzitasu fluoreszcencia jel kimutathatd. Ez azért torténhetett,
mert a negyedik aszasodasi fazisban mar csak a magban talalhatok €16 novényi sejtek, ezeknek
tulajdonithatd a negyedik fazisban észlelt 5 szézaléknyi sz616 read. A magok azonban az

¢l8szovet vizsgalat soran mar el lettek tavolitva.

7.3. Furmint total transzkriptom szekvenalasi eredmények megvitatasa
A Furmint sz616bogydk aszisodésat célzo transzkripcids vizsgalat soran kidertilt, hogy névény-
gomba interakciorol csak az els6 harom aszisodasi fazisban beszélhetiink, mert a negyedik
fazisra a novényi sejtek elhaltak (10. abra). A kettes és harmas fazisban hasonld biologiai
folyamatok jatszodnak le a novényi sejtekben, ami a gomba lassu penetracidja miatt lehetséges
(16., 17. 4bra).
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7.3.1. Hd&sokkfehérje gének expresszids eredményeinek megvitatasa

A Furmint mintdk ndvényi transzkriptom szekvenalasi eredményein végzett biologiai
folyamatok dusulasi tesztje soran a fehérje oligomerizacios folyamat szignifikdnsan
aktivalodott (18. &bra). A folyamatban résztvevd, tobbnyire nem ATP-fiiggd kis hdsokk-
fehérjék a ,,holdaz’-ok vagy dajkafehérjék. A holdazok a nativ fehérjéhez kapcsolddva atmeneti
rezervoart alkotnak, hogy a fehérje ne tekeredjen fel, amig el nem éri célallomasat. A késébbi
feltekeredéshez mar ATP-fliggd dajkafehérjékre van sziikség (Park és Seo 2015). A Furmint
mintakban féleg az 1. és II. csoportba tartoz6 nem ATP-fiiggd dajkafehérjék expresszidja nott
meg, melyek eldsegitik a biotikus és abiotikus stressz elleni védekezést (McLouglin et al.
2016). A II. hosokkfehérje csoportba tartozo gének expresszidja magasabb, mint a tobbi kis
hésokkfehérje expresszioja. Elképzelhetd, hogy ennek a csoportnak a szerepe nagyobb a
biotikus stressz elleni védekezésben. Erre utal, hogy Kuang és munkatarsai (2017) igazoltak,
hogy a II. osztalyba tartozo kis hésokkfehérje csendesitett Oryza meyeriana-ban a patogének

elleni valasz reakcioja kisebb, ahogy a s6 és ho elleni tolerancidjuk is gyengébb.

7.3.2. ROS eliminald gének expresszios eredményeinek megvitatasa

A glutation-s-transzferdz gének expresszidés profiljanak vizsgalata soran (19. abra)
kiemelkedett a VIT_06S0004G05700 gén, melynek mindkét asziisodasi fazisban a legmagasabb
az expresszios értéke. Ez a gén a Tau glutation-s-transzferdz csalddba tartozik, melyekre
jellemzd, hogy hidegre, dehidraticiora, er6s UV hatasra, so stresszre, nehézfémekre €s oxidativ
stresszre megnd az expressziodjuk (Dixon et al. 2009). Manapsag 0j funkciot tarsitanak a Tau
csalad egyes tagjaihoz. Martinez-Marquez €s munkatarsai (2017) bizonyitottdk, hogy a Tau
GST enzimek részt vesznek a transz-rezveratrol extracellularis transzportjaban. Mivel az
esetlinkben nagy aktivitast mutatd VIT_06S0004G05700 génrdl nem rendelkeziink tovabbi
ismeretekkel, de az er6sen indukalodo sztilbén bioszintézis miatt elképzelhetd, hogy ezek
szallitdsdban vesznek részt. A GST gének specifikus aktivaldédast mutatnak nemesrothadas
soran, ami sziirkerothadas vagy zsendiilés allapotdban 1évé bogydkban nem tapasztalhatod

(Blanco-Ulate et al. 2015, Kelloniemi et al. 2015).

A nekrotrof gombék elleni novényi védekezés egyik kulcslépése a behatolas koriil lokalis ROS
termelés. Ennek 1étrejottében sz016 esetében kulcsfontossagl a H20: termelé VVGLP3 (germin-
like protein 3) és a szuperoxidot generalo VVRbohD gének (Godfrey et al. 2007, Dubreuil-
Maurizi et al. 2010). Az érett sz6l6bogyok esetében B. cinerea fertézés hatasara nem volt
detektalhatd szignifikans VWGLP3 gén indukalodas, a VVRbohD expresszié viszont kissé

megndtt a korai szakaszban. Ezzel szemben a B. cinerea fertdzésre gyakorlatilag ellenallo,
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zsendiilés allapotaban 1év6 sz6lobogyokban 24-48 ora alatt tobb mint tizszeresére emelkedik

ezeknek a géneknek az expresszidja (Kelloniemi et al. 2015).

7.3.3. Furmint masodlagos anyagcseretermékek szintézis eredmények megvitatasa

A nemesrothadas indukalja a sikimat és fenilpropanoid metabolizmusbdl szarmazo6 fenolos
vegyliletek felhalmozodasat. Ez magyarazatot ad a botritizalodott fehér borok magasabb
polifenol tartalmara a nem botritizalodott borokkal szemben (Nikfardjam et al. 2006). A fenolos
komponensek kulcsszerepet jatszanak a borok izvildgaban, aromajukban, sziniikben és
egészségmegdrzo szerepiikben (Waterhouse 2002). A novény-patogén interakcidban a fenolos
vegyiiletek antimikrobidlis és antioxidans képességiiknél fogva védik a sz616bogyot (Teixeira

et al. 2013).

A fenilpropanoid utvonal elsd 1€pését, a fenilalanin nem oxidativ deaminéciojat a VVPAL
enzimek végzik. A Furmint nemesrothadasa soran a VVPAL gének egy része erdsen
indukélodnak (21. abra). Ez kiilondsen érdekes eredmény, mert fehér sz616ben a VVPAL gének
nem expresszalodnak vagy csak nagyon alacsony szinten (Boss et al. 1996). A nemesrothadas
soran tiz VVPAL gén expresszidja novekedett meg 1-3 (logz) értékkel, mig sziirkerothadas
esetén az indukciojuk kisebb volt vagy el is maradt (Kelloniemi et al. 2015, Haile et al. 2020).
A VC4H ¢és VWACL enzimek elengedhetetlenek a fenilpropanoid ttvonal tovabbi, egymasra
¢épiilé metabolikus folyamataiban. A VVC4H és Vv4CL megnovekedetett expresszids szintjét
fehér sz616 nemesrothadasa soran mar korabban igazoltak (Blanco-Ulate et al. 2015). A korabbi
eredményekhez hasonld mértékll indukalodas figyelhetd meg az aszisodott Furmint mintak és
sziirkerothadt mintaknal is (Agudelo-Romero et al. 2015, Kelloniemi et al. 2015). Ismert
Osszefiiggés, hogy az oxidativ stressz novényekben a fenilpropanoid Utvonal aktivalédasat
bekapcsolja (Cheynier et al. 2013). Igy a B. cinerea fertézés okozta megemelkedett ROS
koncentraci6 magyarazatot ad, hogy miért aktivalodik mindkét fertdzésformaban a kozponti
fenilpropanoid tGtvonal. A lignin bioszintézishez vezetd ut a p-kumarilsav VVC3H enzim altal
katalizalt hidroxilacidjaval agazik le. Az igy keletkez6 kavésav a kavésav-3-O-metiltranszferaz
(COMT) segitségével metilezddés kozben ferrulasavva alakul. A Furmint nemesrothadasa
soran a VVC3H gének expresszidja nem valtozik vagy represszalodnak, hasonldéan mas
nemesrothadasos és sziirkerothadasos mintakhoz (Blanco-Ulate et al. 2015, Kelloniemi et al.
2015). Azonban a zsendiilésben 1évé sz6l6bogyokban B. cinerea fertézése hatasara kozel
haromszorosara emelkedett a VVC3H expresszidja (Kelloniemi et al. 2015). Az érett
sz6l6bogyodk csokkent VVC3H aktivitasa feltehetdleg alacsony lignin bioszintézissel is jar, igy

a sejtfal er6sitési mechanizmus elmaradasa is hozzajarul a B. cinerea-val szemben
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megnovekedett fogékonysagukkal. A VWCOMT gének sz6l6ben tobbnyire gatoltak B. cinerea
fertdzés hatasara, azonban kiemelkedik a VIT_02s00259g02940 gén aktivitasa, amely 5,4-6,3
(log2)-szeres novekedést mutat nemesrothadas fert6zésforma esetében. A VIT_02s0025g02940
gén 3-O-metiltranszferaz aktivitdsan tal kén tartalmu ill6 és aroma komponensek
bioszintézisében is részt vesz. Igy elképzelhetd hogy ez a gén is szorosan Osszefiigg a

botritizalddott borok egyedi aromadsszetételének kialakitasaval.

A Furmint aszusodasa soran a sztilbén-szintaz-t kodold gének expresszidja megndvekedik a
sz6l6bogyodkban, hasonloan mas nemesrothadt mintakban tapasztaltakhoz (Blanco-Ulate et al.
2015). A sztilbén-szintaz-ok aktivatoraként szadmontartott VVMYB14 ¢és VVMYBI15
transzkripcids faktorok indukcidja csak nemesrothadaskor figyelhet6 meg (25. abra),
sziirkerothadas esetén nem (Holl et al. 2013). Ez 6sszhangban van azzal a ténnyel, hogy a

nemesrothadas soran tobb sztilbén-szintaz gén is jelentdsen indukalodik.

A VCHI gének kulcsfontossadguak a flavonoidok bioszintézisében. A Furmint asziisoddsa
soran VVCHI gének koziil enyhe indukciot mutatott a VIT_13s0067g03820 (M. 5. tablazat), ami
szintén megfigyelhetd volt mas nemesrothadt mintak esetében is (Blanco-Ulate et al. 2015).
Sziirkerothadas esetében azonban a VVCHI gének expresszidja nem valtozik, vagy

represszalodast mutat (Agudelo-Romero et al. 2015, Kelloniemi et al. 2015).

Az antocianinok bioszintézisében a végsé glikolizalasért az UDP-Glc:flavonoid 3-O-
glikoziltranszferaz (UF3GT) a felel6s. Normal koriilmények kozott fehér szoloben a VVUF3GT
gének nem expresszalodnak (Boss et al. 1996). Azonban fehér sz616 nemesrothadasa soran
tobb, a kék szOlofajtdk esetén fertdzés nélkiil is aktiv VWUF3GT gén transzkripcidja
megnovekedett (Ali et al. 2011, Blanco-Ulate et al. 2015). Tovabba harom, a genomban egy
klaszterben elhelyezked6 VVUF3GT gén (VIT_05s0062900270, VIT_05s0062g00300,
VIT_05s0062g00310) kizardlag a nemesrothadas soran indukaldédik (Agudelo-Romero et al.
2015, Blanco-Ulate et al. 2015, Kelloniemi et al. 2015). Expressziojuk olyan nagy, hogy
aszusodott Furmint mintdkban a legerdsebben indukal6do gének kozé tartoznak (M. 5.
tablazat).

A VVMYBAL és VWMYBAZ transzkripcids faktorok az VVUF3GT gének regulatorai. A Semillon
nemesrothadasos mintakhoz hasonloan (Blanco-Ulate et al. 2015) a Furmint aszisodasa soran
sem indukalodik a VVMYBAL, VVWMYBA2. A két egybevagd eredmény tiikrében kijelenthetd,
hogy az VWUF3GT gének indukcidja és igy a megndvekedett antocianin bioszintézis nem a
VWMYBA1/2 transzkripcios faktorok altal torténik az aszisodas soran. Nemesrothadas soran
fehérsz6l6ben az antocianinok bioszintézisét feltételezhetéen a B. cinerea indukalja, am

egyeldre ismeretlen mechanizmus altal.
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7.3.4. Asziasodott Furmint TF profilok megvitatasa

A transzkripcios faktorokat génexpresszios szabalyozokként tartjuk szamon. Az aszusodott
Furmint mintak esetében hat, a korokozok elleni védekezésben bizonyitottan aktiv szerepet
jatszo TF csalad (AP2/ERF, bHLH, MYB, NAC, WRKY, bZIP) expressziojat vizsgaltam meg
(Ng et al. 2018).

Az AP2/ERF transzkripcios faktor csalad biotikus stressz mellet foként szarazsag stresszre
indukalédik. A nemesrothadasnal megfigyelt er6s indukalédasuk (Blanco-Ulate et al. 2015)
Osszefligg a bogyok toppedésével, aminek legfébb oka az ép bérszovet elvesztése a B. cinerea
fertézése miatt. Ezzel 6sszhangban a sziirkerothadas soran, amikor a bogyok viztartalma magas,

ezek a gének tobbnyire nem aktivak (Haile et al. 2020, Kelloniemi et al. 2015).

A. thaliana modellnévényben az antocianin szintézishez sziikség van egy aktivalo komplex
kialakuldsédhoz, ami egy TTG (Transparent Testa Glabra), egy bHLH-IIIf és egy R2R3 MYB
alegységbol épiil fel. A MYB alegységet A. thaliana-ban az AtMYB23 gén (At5G40330)
kodolja, aminek homoldgja sz6l6ben a VIT_14s0066901220 gén. SzOldben az expresszidja
enyhén megnovekszik (1,7) a masodik fazisban. A bHLH-IIIf alegységet A. thaliana-ban az
AtTT8 gén (At4909820) kodolja, aminek a sz616 homologja a VIT_07S0104G00090 gén. Ez a
gén represszalddast mutat (-3,6) mind a két asziisodasi fazisban (Gonzalez et at. 2008). Ezekbdl
az adatokbol arra kovetkeztetek, hogy nem az A. thaliana-ban megismert folyamat felelés a

Furmint aszsodésa sordn jelentkezd nagy antocianin bioszintézisért és ezzel a szinvaltozasért.

A MYB TF csalad tagjai koziil (25. abra) a VVMYB5a (VIT_08s0007g07230) ¢s VVMYB5b
(VIT_06s0004g00570) géneket tartjak a fenilpropanoid utvonal kulcsregulatorainak, azonban
ezek a gének Furmint mintdk esetében nem érték el sem a pozitiv, sem a negativ expresszios
kiiszobértéket. A MYB TF-ok koziil a VIT_07S0005G01950 gén aktivalodik legjobban a
Furmint harmadik aszusodasi fazisban. Ez a gén az A. thaliana AtMYB108 homologja. Az A.
thaliana-ban feltart mechanizmus alapjan a VIT_07S0005G01950 gén terméke kolcsonhatasba
1ép egy feltételezhetden kalmodulin-kotd fehérjével (VIT_08s0040g00470), ami ndveli a
biotikus stressz toleranciat (Cheng et al. 2016). A VVMYBC2-4a (VIT_03S0038G02310) gén
terméke a VVC4H gén negativ regulatoraként egy fenilpropanoid utvonal gatlé faktor (Kazan
20006), de ennek a transzkripcios faktornak az expresszidja sem valtozott egyik idépontban sem.
A VWMYBF1 gén (VIT_07s00059g01210) altal kodolt fehérje a flavon bioszintézis elsé 1épését
aktivalja, de egyik fazisban sem valtozik az expresszidja a kontrollhoz képest. Azonban a
VWMYBC2-L1 (VIT_01S0011G04760) fenilpropanoid ttvonal szupresszor gén expresszioja
lecsokkent a Furmint harmadik f4zisra, ami arra utal, hogy ebben az esetben megndvekedhet a

fenilpropanoid utvonal aktivitasa (Cavallini et al. 2015). Sz6lében a VVMYBPA1L gén felelds a
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proantocianidok bioszintézisének szabalyozéasaért. A Furmint mintdk esetében a kettes fazisban
kevésbé, de a harmas fazisban mar erdsebben aktivalédott. A VVMYBPAL gén expresszids
novekedése szerepet jatszhat az anticianinok felhalmozodasaban, igy az asziiszemek barnas-

lilas sziniik kialakitasaban.

A NAC TF csalad esetében a VWJUB1 gén csokkenti a szeneszcenciat, ndveli az abiotikus
stressz toleranciat €s noveli a VVPR1 fehérjék expresszidjat. Korabban gy gondoltak, hogy
inkabb biotrof korokozok hatasara indukalodik az expresszidja (Toth et al. 2016), ennek
ellenére a Furmint aszGsodott mintdkban a VVJUB1 gén expresszidja szintén enyhén
megemelkedik. A VVNTL9 gén (VIT_15s004802270) A. thaliana (At4g35580) homologja
bizonyitottan gatolja a PR1 gének expresszidjat, kozvetleniil a promoéter régiohoz vald
kotodésével (Kim et al. 2012). A Furmint mintak esetében represszalodik ennek a TF-nak az
expresszidja, azonban a VVPR1 géneknek az expresszidja nem novekszik. Az A. thaliana
AtATAF1 és AtATAF2 gének homologja a sz616 VIT_18s0001902300 ¢s VIT_07s0031902610
gének, melyeknek transzkripcidja jelentdsen megnd az aszusodas alatt, mig sziirkerothadas
esetében csak kismértékben indukalédnak. Az ATAF1 és ATAF2 gének termékei nekrotrof

korokozokkal vald kdlcsonhatds soran negativan szabalyozzak a PR proteinek expressziojat.

A bZIP TF csaladba tartozo VVHy5 (VIT_04s0008g05210) génr6l korabban kimutattak, hogy
UV-B sugérzas hatdsara érett sz616bogyokban megnovekszik az expresszidja. Tovabba VVHYS
MRNS szintje jol korrelal a bogyohéjban talalhatd fenolos vegyiiletek (flavonok, sztilbének)
mennyiségével, melyek csokkentik az UV sugarzas karos hatasait (Carbonell-Bejerano 2014).
A Furmint aszubogydkban mért génexpresszidja a masodik és harmadik aszisodasi fazisban is
emelkedett az elsd fazishoz viszonyitva (27. abra). A bZIP TF-okat a SA fiiggd NPR-1 fehérjék
indukalhatjak (Pieterse et al. 2012). A tipikusan SA fiiggd PR gének nem indukalodtak a
Furmint asziisoddsa soran, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a SA jelz6 Gtvonal nem aktiv

Furmintban, ennek kovetkeztében a bZIP TF-ok nem indukalodtak.

A WRKY transzkripcids faktorok a novényvilagban betdlthetnek mind negativ, mind pozitiv
szabalyzo funkciot a korokozokkal szemben védekezés tekintetében. Egyik legjobban
karakterizalt WRKY gén a WRKY33, ami indukalja a védekezd géneket, a hdsokkfehérjéket, az
etilén altal szabalyozott jelatviteli utvonalakat és a hdstresszre adott valaszt (Li et al. 2011). Az
A. thaliana AtWRKY33 gén homologja V. vinifera-ban a VIT_06s0004g07500, ami enyhe
indukaloédast mutat aszusodas soran (28. abra). A VWWRKY1 (VIT_17s0000g01280) gén
szOl6ben torténd thltermeltetés hatasara szignifikdnsan megnovelte a xiloglukédn-
endotranszglikozilaz, VVPR2, GRAS és AP2/ERF transzkripcios faktorok, COMT, kalcium-

koté proteinek, lipoxigenazok és JAZ gének expressziojat (Marchive et al. 2013). Furmint
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aszusodasa soran ezek a gének tobbnyire erds aktivalodast mutatnak, annak ellenére, hogy a
WRKY1 gén expresszidja nem valtozik. Mas nemesrothadasos mintak esetében (Blanco-Ulate
et al. 2015) is hasonld volt ezeknek a géneknek az indukalddasa, azzal a kiilonbséggel, hogy a
WRKY1 gén is indukalodott. A legjobban indukalodo VIT_08s0058901390 WRKY TF gén
tobb online adatbazisban kideriilt, hogy ez a gén sz6l6re specifikus. Mas fajokban a legnagyobb
hasonlosdgot mutatd gének is mindossze 50% egyezést mutatnak, aminek jelentds része a
konzervalodott WRKY domén. Mas szdl6fajta nemesrothadasanak vizsgalata soran (Blanco-
Ulate et al. 2015) is ez a gén nagyon magas expresszios értéket mutatott. Jovébeni kutatasi
terliletnek a jelenleg ismeretlen funkcidval rendelkezé VIT_08s0058g01390 gén kivald célpont
lehet, mert ugy tlnik, hogy fajtatol és foldrajzi elhelyezkedéstdl fliggetleniil nagyon erdsen

indukalodik nemesrothadas soran.

7.3.5. A Furmint aszisodas transzkriptom profiljanak 6sszehasonlitisa mas nemes- és
sziirkerothadt mintak génexpressziés mintazataval

A Furmint aszusodasa soran vizsgalt TF eredményeket részletesen Osszehasonlitottam a
Semillon fajtaju nemesrothadt sz6l6bogyok TF expresszios profiljaval (Blanco-Ulate et al.
2015) (9. tablazat, M. 1. dbra). Az 6sszehasonlitasbol kideriilt, hogy a két mRNS mintazatban
nagy a hasonlosag, nem figyelheté meg markansan eltérd expresszios mintazat a két foldrajzilag

¢és genetikailag eltéré nemesrothadt minta kozott.

Ezzel ellentétben, a sziirkerothadas (Kelloniemi et al. 2015) soran a bHLH és bZIP
transzkripcids faktorok expresszioja alig valtozik, minddssze néhany gén aktivalodik vagy
represszalodik, mikézben nemesrothadas (Blanco-Ulate et al. 2015) soran ennek a két TF
csaladdnak a kifejezddése erdsen atrendezddik (9., 11. tdblazat). A NAC transzkripcids faktorok
expresszidja ugyanakkor meglepden hasonlé a sziirkerothadds és a nemesrothadds sordn. A
(Agudelo-Romero et al. 2015, Blanco-Ulate et al. 2015, Haile et al. 2020, Kelloniemi et al.
2015) nagyon aktivak, de tobb esetben ellentétes az azonos géneknek expresszids valtozas
irdnya a két fert6zésformaban. A sziirkerothadas soran kialakul6 transzkripcios profil jelentdsen
eltér az aszusodott Furmint bogyokétol. (M. 2. abra). Kevesebb TF és PR gén (10., 12 tablazat)
aktivalodik, tovabba az aszusodas soran jelentdsen indukal6do védekezési mechanizmusok

koziil is csak néhany mutathato ki a sziirkerothadt mintakban.

A nemesrothadas soran sokkal tobb sztilbén-szintaz gén indukalodik €s az indukalodas mértéke
IS egy nagysagrendel nagyobb, mint sziirkerothadt mintak esetében (Agudelo-Romero et al.
2015, Haile et al. 2020). Sziirkerothadas soran minddssze néhany sztilbén-szintaz indukalodik
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(VIT_16s0100g01200, VIT_16s0100g00990) a tobbségiik pedig represszalodik. A
sztilbéneknek fontos szerepiik van a gombak elleni védekezésben, antifungalis hatdsuk miatt
(Pezet et al. 2004). A sziirkerothadas soran elmaradt sztilbén-szintdz indukalddas hozzajarulhat

a sz616bogyo nagyobb fogékonysaganak B. cinerea-val szemben

Egy kovetkez6 fontos kiilonbség a GST gének transzkripcidjdban mutathatd ki (35. ébra). A
sziirkerothadas soran minddssze 5-7 GST gén mutat kismértékii indukciot fertdzés hatasara
(Agudelo-Romero et al. 2015, Haile et al. 2020, Kelloniemi et al. 2015), mig a nemesrothadas
soran erds expresszid novekedés tapasztalhatd. Ezeknek a védekezd géneknek az elmaradt

indukcidja vezethet a gomba agresszivebb kolonizaciojahoz sziirkerothadés soran.

A peroxidazok tekintetében a B. cinerea fert6zés érett sz616bogyoban hasonldan indukal6do
génexpresszids profilt alakit ki mind a nemesrothadas, mind a sziirkerothadas soran, azonban
nemesrothadas soran a gének indukalodéasa erdsebb (M. 4. tablazat). A zsendiilési stddiumban
1év6 bogyok B. cinerea fertdzése esetén a peroxidaz gének expresszidja csokken (Blanco-Ulate

et al. 2015, Kelloniemi et al. 2015, Agudelo-Romero et al. 2015, Haile et al. 2020).

A JA jelatviteli titvonal kezdd 1épése az alfa-linolénsav oxigendldsa a 13-lipoxigenaz enzim
(13-lox) segitségével (Avanci et al. 2010). Az eddig azonositott nyolc 13-LOX génbdl
(Bertazzon et al. 2019) ketté mutatott indukcidt Furmint aszisodasa soran és mas nemesrothadt
mintak esetében (Podolyan et al. 2010, Blanco-Ulate et al. 2015) B. cinerea fert6z¢és hatasara:
VIT_ 1450128900780 és VIT_09s0002g01080 (M. 7. tablazat). A novényi sejtekben a JAZ
proteinek a MY C2 transzkripcios faktorokhoz kotddnek, ezzel megakadalyozva, hogy a MYC2
TF aktivalja a jdzmonsav indukalta védekezési géneket. Jazmonsav hatdsara azonban a JAZ
fehérje komplex ubikvitinalodik €s lebomlik, mikozben a MYC2 TF felszabadul a gétlas alol
¢s indukalja a JA tutvonalra jellemz06 védekezési géneket (Yang et al. 2019). Tobb JAZ gén is
indukdlodott a Furmint aszsodasa soran (VIT_01s0146g00480, VIT_04s0008g00110,
VIT_09s0002g00890, VIT_10s0003g03790, VIT_10s00039g03800, VIT_10s0003g03810,
VIT_11s0016g00710) (M. 7. tablazat), melyek a sziirkerothadas soran nem indukalodtak
(Kelloniemi et al. 2015). Ez az indukalodas magyarazatot ad a Furmint aszisodas soran
tapasztalt JA-kozvetitette PR gének (VVPR3, VVPR4, VWPR12) és VVbHLH transzkripcids
faktorok (MYC2 TF alcsalddja) erds aktivalodasara. Nem fogékony, zsendiilési stddiumban
1évé bogyok esetében a 13-LOX gének represszalodnak és a JAZ gének koziil is csak a
VIT 01s0146g00480 és VIT 09s0002g00890 mutat kismértékti indukciot (Kelloniemi et al.
2015). Ez 6sszhangban van a még nem érett sz610bogydk erés SA indukalta védekezésével, ami
magyarazatot ad az alacsony B. cinerea fogékonysagra (Kelloniemi et al. 2015). A SA-medialta

védekezés marker génjei a VvPRI, VvPR2 és VvPRS5 gének. A Furmint asziisodasa soran ezek
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a gének nem mutattak markans expresszios valtozast. Mas nemesrothadas (Blanco-Ulate et al.
2015) és sziirkerothadas (Kelloniemi et al. 2015) soran ezeknek a gének az aktivitasa
megnodvekedett, ami arra utal, hogy a Furmint aszisodasara foként csak a JA-medidlta
védekezési mechanizmus jellemz6 a B. cinerea ellen. A VVPR6 géncsoportba tartozo gének
nemesrothadas soran kiemelkedd expresszids indukalodast mutattak (M. 9. tablazat). Az 6t
azonositott génbdl mindegyik indukaloédott a masodik és harmadik aszsodési fazisban is
Furmint és Semillon (Blanco-Ulate et al. 2015) sz6lémintak esetében. Ezzel ellentétben a
szlirkerothadas soran (Kelloniemi et al. 2015) irodalmi adatok alapjan ezeknek a géneknek az
indukci6jat nem, vagy csak 1-2 esetben figyelték meg. Ezek a gének proteaz inhibitorok,
melyek feltételezhetden fontos szerepet jatszanak a B. cinerea fertdzés lassitasaban, ezzel az

aszusodas felé billentve a fertdzési kimenetel mérlegének a nyelvét.

Az eredmények Osszahasonlitasa arra mutat rd, hogy nemesrothadas sordn a bogyoban

kialakul6 génexpresszios profil karakterisztikus €s a sziirkerothadastol eltér.

Az éretlen sz6l6bogyod rezisztenciaja a B. cinerea-val szemben tobb tényez6bdl all ssze: a
bogyo alacsony viztartalma, magas tannin tartalma, masodlagos anyagcseretermékek és lokalis
ROS felhalmozas a behatolas koriil (Deytieux-Belleau et al. 2009, Agudelo-Romero et al. 2015,
Kelloniemi et al. 2015). Ezen védekezési mechanizmusok koziil az érett sz616bogyoban csak a
masodlagos anyagcseretermékek felhalmozasa 1€p €letbe, ezért a gomba szaporodasat a novény
nem tudja kontrollalni a sériilt bérszovet mentén, €s kialakul a sziirkerothadads vagy idealis

1ddjarasi feltételek esetén a nemesrothadas.

7.4. Kis RNS eredmények megyvitatasa

Nemesrothadt sz616bogy6 mintak kis RNS szekvenalasa elsd izben tortént meg. A vizsgalatban
a 21 nukleotid hosszsagu kis RNS-eket vizsgaltam. Az eredményekbdl kideriilt, hogy a
Furmint aszisodasa soran a sz616 eredetii kis RNS-ek mindségiik ¢s mennyiségiik az aszusodas
elérehaladtaval novekszik (42. ébra). A kis RNS szekvenalas eredményeként 36 eltérden
expresszalodo kis RNS-t mutattam be, de ezek Osszesen 21 fOcsoportba tartoznak. Biotikus
stressz hatasara sz6l6ben az irodalmi adatok szerint 10-20 kis RNS indukalddik, igy az altalam
azonositott 21 db kis RNS atlagos szamu eltérden expresszalodo kis RNS-nek mindsiil (Snyman
et al. 2017, Eichmeier et al. 2019).

A Furmint aszisodasanak masodik fazisaban megnétt a VvmiR396b, VvmiR396a és VvmiR396d
kis RNS-ek expresszidja. Célgénjik a VIT_1550021g02580 kis RNS biogenezishez kdthetd
gén. A. thaliana-ban mar korabban leirtak, hogy az AtmiR396 kis RNS megjelenése negativan
befolyasolja a levelek novekedését a GRF (Growth Regulating Factor) csendesitése altal

(Rodriguez et al. 2010). A VvmiR166a kis RNS expresszidja is megemelkedett, aminek a
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célpontja egy HD-ZIP transzkripcios faktor. A. thaliana-ban AtmiR166a kisRNS hasitja a HD-
ZIP 11l mRNS-¢ét, igy csokkentve a merisztéma képzést és embrio genezist (Ohashi-Ito et al.
2005). A VvmiR408 kis RNS-nek a masodik Furmint aszisodasi fazisban csokken az
expresszioja, ezzel célgénjeinek az expresszid novekedését varjuk. A psRNA target szerver
segitségével  prediktalt feltételezhetben  szerin/treonin  protein  kinaz  aktivitasa
(VIT_19s0177g00260) gén expresszidja ennck megfelelden ndvekedett. Ezen feliil a VvmiR408
célgénjei kozé tartozik tobb réz tartalmu protein: lakkazok, szuperoxid-dizmutazok, stressz
valaszban és lignifikacioban szerepet jatszé gének (Mica et al. 2009). Ez magyarazattal
szolgalhat néhany lakkaz (VIT_18s0001g00680, VIT_18s0122g00170) erds indukcidjara.

A harmadik asziisodasi fazisban harom GRAS transzkripcids faktor expresszioja csokken. Ezek
a gének a megemelkedett expressziot mutatdo VVmiR171b és VvmiR171i kis RNS-ek célgénjei.
A GRAS transzkripcios fatorok kulcs szerepet jatszanak a névényi merisztéma kialakitasaban,
merisztéma homeosztazisban, gyokér novekedésben és stressz toleranciaban (Zhang et al.
2018).

A VvmiR156b kis RNS célpontja a VIT_11s0065g00170 SBP transzkripcios faktor. Ez a gén
egy novény specifikus TF-t kodol, ami fontos szereppel bir a névények ndvekedésében ¢és
fejlodésében (Zeng et at. 2019).

A VvmiR395 kis RNS célpontja a VIT_ 1350019903630 gén, mely egyelére nem karakterizalt
szO6lében. A. thaliana-ban az AtmiR395 kis RNS expresszidja szulfat hidnyos kornyezetben
emelkedik meg, és ezzel egyiitt a célpontjai az ATP-szulfurilaz és szulfat-transzporter 2
expresszidja lecsokken (Liang et al. 2010).

A VvmiR159c kis RNS célgénje egy MYB transzkripcios faktor (VIT_1950090g00590), mely a
generativ merisztémakért felelds gének promoteréhez képes kotddni és ezzel serkenteni

expresszidjukat (Rhoades et al. 2002).

A sz016 kis RNS eredményeiben nem volt kimutathatd célzott miRNS-alapti védekezés a
nekrotrof gomba ellen. A megemelkedett expresszioval rendelkezd kis RNS-ek célgénjei
tobbnyire a merisztémat, levélzetet és altalanos novekedést serkentd gének ellen termelddtek.
A novény torekszik az er6forrasait a fert6zés megallitasara vagy legalabbis lassitasara forditani,
mikdzben a novekedését és fejlodését sziinetelteti.

A kis RNS szekvenalas soran a V. vinifera miRNS-ek mellett a B. cinerea miRNS-ek is
szekvenalasra keriiltek, de adatfeldolgozasukra — elérhetd B. cinerea miRNS adatbazis

hianyaban — csak késdbb keriilhet sor.

%94



7.5. A B. cinerea transzkriptom eredmények megvitatasa

A B. cinerea transzkriptoma vizsgalata soran 3314 gén expresszalodott szignifikansan eltéréen
a kontrollhoz képest, ami a teljes génkészletének kozel 30%-a. A valtozd gének tobb, mint 95%-
ban indukalodtak. A magas indukalodé gének aranya részben a kontrollnak valasztott I.
aszusodasi fazisnak is koszonhetd, mert ekkor a gomba feltehetéleg konidiumos vagy a fertdzés
nagyon korai szakaszaban jar. igy ehhez viszonyitva a gomba tovabbi génexpresszios értékeit,
jelentds génexpresszios indukciodt tapasztalunk. A B. cinerea extracellularis szénhidratbonto
enzimeinek génaktivitds vizsgalata soran azt tapasztaltam, hogy az endo-poligalakturonaz
gének mar az aszisodas korai szakaszaban erdsen aktivak voltak, és az exo-poligalakturonazok
veliik egyiitt, vagy csak késébb indukalodtak (38. dbra). Ez az eredmény részben ellent mond
Kapat és munkatarsai (1998) eredményének, akik bab levél fertdzés soran azt tapasztaltak, hogy
az exo-poligalakturonazok indukalédnak hamarabb. Az endo-galakturonazokhoz hasonldéan a
pektat-liazok, a pektin-liazok és a pektin-metilészteraz gének mutatnak az els6 fazisban erds
indukciot és a késébbi fazisokban repressziot (Blanco-Ulate et al. 2014). A sziirkerothadas és
nemesrothadas soran a B. cinerea génexpresszids profilja hasonld, azonban néhany egyedi
vonas felfedezhetd a két fert6zésformaban. A Furmint aszisodasi folyamatara jellemzo a
BcPG6 gén indukéalodasa, ami a sziirkerothadt fertdzésforménal nem indukalodik. A
sziirkerothadt mintak esetében (Haile et al. 2020, Kelloniemi et al. 2015) tobb kutinaz gén is
aktivalodik (Bcin15g03080, Bcin01g10830, Bcinl3g05760, Bcin01g09430), ami a
nemesrothaddsra egyaltalan nem volt jellemzd. ROS eliminaldé enzimrendszereket kodolo
gének koziil a sziirkerothadt mintak esetében (Rolke et al. 2004) tobb katalaz, peroxidaz,
tovabba egy SOD gén (Bcin03g03390) is indukalodik (40. abra). A GST enzimeket kodold
gének ezzel ellentétben a nemes rothadas soran aktivalodnak (Lovato et al. 2019, Schumacher
etal. 2015). A névényi sejthalalt indukalo Spl és Nep B. cinerea gének a korai szénhidrat bonto
enzimekhez hasonldan a késObbi asziisodasi fazisokban erds represszalodast mutatnak. Ebbdl
a represszalodasbol arra kovetkeztetek, hogy ezeknek a sejthalal indukalo fehérjéknek jelentds
szerepe van a korai fertézésben. A sziirkerothadas soran (Haile et al. 2020) a B. cinerea-ban
tobb masodlagos anyagcseretermék szintézis€ében résztvevo gén aktivalodott, mint az aszusodas
soran. A BcPks6 gén a botciniksav bioszintézis kulcsenzime, mely sziirkerothadas soran

(Kelloniemi et al. 2015) a nemesrothadashoz hasonlé mértékben indukalodik.

7.6. Illatanyag eredmények megyvitatasa
Aszusodott szélobogyok 1égterébdl gyljtott illatanyagok azonositisa ¢€és mennyiségi
meghatarozasa eddig még nem tortént meg a Tokaj-hegyaljai Furmint mintak esetében. A

jelenleg fellelheté irodalmi adatok az ¢ép és aszusodott bogyokbol szilard fazisu
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mikroextrakcioval vagy folyadék extrakcidé utjdn nyert illékony aromakomponensek
azonositasara és mennyiségi meghatarozasara korlatozodnak (Miklosy et al. 2004, Miklosy és

Kerényi 2004, Furdikova et al. 2019).

Munkdm sordn meghataroztam a klimakamrdban modellezett aszasodott és sziirkerothadt
Furmint sz6l6bogydk illatanyag profiljat. A komponensek azonositasan til az illatanyagok
relativ mennyiségét is meghataroztam (45. 4dbra). A statisztikai elemzés soran szignifikansan
nagyobb mennyiségben volt jelen a fenetil-alkohol, [S,S]-2,3-butandiol, ecetsav, 1-oktén-3-ol,
az izoamil-alkohol és az acetoin a sziirkerothadt mintak légterébdl gyjtott illatanyag
mintakban. A transz-geranil-aceton és szulkaton vegyiiletek az egy hete aszisodd mintak
légterében voltak szignifikdnsan nagyobb mennyiségben, mig az izobutanol ugyanebben a

csoportban kisebb mennyiségben volt jelent.

Az ecetsav megjelenése az aszusodds soran ismert folyamat, mert a bogyd sériilt felszinén a B.
cinerea mellett egyéb alkoholos erjedést folytaté mikrobak is megtelepednek (Drysdale és Fleet
1988). Az asziisodds sordn az ecetsav mennyisége a flirt légterében nem valtozott
szignifikdnsan, ami arra utal, hogy a baktériumok nemesrothadas soran nem képesek nagy
mennyiségben elszaporodni. Ezzel ellentétben a sziirkerothadt flirtok 1égterében kozel tizszer

nagyobb mennyiségben volt jelen az ecetsav, mint az aszu esetében.

A fenetil-alkoholt gyakran kellemes roézsa illatdhoz hasonlitjdk. Ezt a masodlagos
anyagcsereterméket egyarant termelik a sz6l6 és fonalas gombak is, €s gyakori illatanyag
komponense a szO6lébogyoknak és boroknak. Fenetil-alkoholt azonositottak mar korabban
nemesrothadt asziibogyokbol (Miklosy et al. 2004), de sziirkerothadt mintakban emelkedik
meg jelentdsen a mennyisége (Lopez et al. 2017). A Tokaj-hegyaljarol szarmazo sz616fiirtdkrol
gyljtott illatanyagmintakban az aszat modellezd fiirtoknél a fenetil-alkohol kis mennyiségben
megjelent hasonldéan Lopez és mtsai. eredményeihez, azonban a sziirkerothadtakndl sokkal

nagyobb mennyiségben volt kimutathato.

A C6-C8 alkoholok gyakori masodlagos anyagcseretermékek a ndvények €s fonalas gombak
illatanyagprofiljaban. Illatukat gyakran kapcsoljak a zold és a gytimolcsillathoz. Az 1-hexanolt,
2- vagy 3-hexen-1-olt, 1-heptanolt, 1-, 2- vagy 3-oktanolt és 1-oktén-3-olt mar korabban
azonositottak mustban (Furdikova et al. 2017) és aszanal (Miklosy et al. 2004). Az 1-oktén-3-
ol illata a zold illathoz és a jellegzetes gomba illathoz hasonlit. Ez a vegytilet egy tipikus B.
cinerea illatanyag, ami a linolsav oxidativ lebontasa soran keletkezik (Magyar 2011). A Tokalj-
hegyaljai mintak esetében sikeriilt azonositanom az 1-, 2-hexanolt, a 2-hexén-1-olt és az 1-

oktén-3-olt. Az 1-oktén-3-ol mennyiségét tekintve nem emelkedik ki a tobbi illatkomponenshez
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képest, de sziirkerodhadas soran szignifikdnsan tobb képzddik beldle, mint az aszisodott
minték esetében.

Az izoamil-alkohol megjelenése a flirtok légterében az alkoholos fermentacionak a jele.
Tokajon a Furmint sz616fajta kiilonésen hajlamos a mikrobak altal termelt izoamil-alkoholos
erjedésre (Furdikova et al. 2019). Vizsgalataim soran a sziirkerothadt flirtokrél gytjtott
illatanyagmintakban kozel kétszer olyan nagy mennyiségben talaltam izoamil-alkoholt, mint az

aszusodott mintaknal.

Sajat vizsgalataim soran aldehid funkcids csoportot tartalmazé vegytiletek koziil hexanalt és 2-
hexanalt sikeriilt azonositanom kis mennyiségben. Ezek a komponensek megjelennek szilard
fazisu extrakcios illatanyag kivonasi mérések elemzésében is, de csak mellék
komponensekként. Nagy mennyiségben megtalalhaté aldehid funkciés csoportal rendelkezd
illatkompononsek az aszi esetében a 2-heptanal, 2,4-heptadianal, nonanal és 2-heptenal
(Furdikova et al. 2019, Miklosy et al. 2004).

Keto funkcios csoportot tartalmazo illatkomponensek koziil az acetoint azonositottam a
Furmint mintdkban. Az acetoin a szilirkerothadt mintdk esetében nagyobb mennyiségben

képzodott, mint az aszasodott fiirtoknél.

A Furmint sz6lébogyokban aszisodas sordn jelentdsen megemelkedik az illékony észter
komponensek mennyisége. Mig az egészséges sz6l6bogyokban mindossze 12-t, addig az
aszsban 26 vegyiiletet azonositottak mar korabban (Furdikova et al. 2019). Légtér analizis
sordan én csak egy észter vegyiiletet tudtam azonositani, az izoamil-acetatot. Mennyiségét
tekintve mindkét minta tipusban hasonloéan alacsony mennyiségben volt jelen, ami egybevag
korabbi vizsgalatok eredményével (Miklosy et al 2004).

Terpén vegyiiletek a Furmint sz6lobogyokban aszlisodds soran mennyiségi és mindségi
valtozason is atesnek. Az egészséges szOlobogydkban minddssze hat terpén vegyiiletet
azonositottak (linalol, hotrienol, terpineol, damascenon, geranil-aceton és szulkaton). Ezek
koziil legnagyobb mennyiségben a damasceneon és a geranil-aceton volt megtalalhato. A
1égtérbdl nyert asztisodott €s sziirkerothadt szol6bogyo illatanyag profil alapjan a transz-
geranil-aceton és szulkaton a legnagyobb mennyiségben jelenlévo terpén vegyiiletek. Mindkét
vegyiilet esetében az egy hete klimakamraban asziisodd szOlofiirtrdl vett illatanyag mintdban
volt a legmagasabb a koncentracioja. Kordbbi illatanyag vizsgélatok soran a Furmint szulkaton
és transz-geranil-aceton mennyiségében az egészséges és nemesrohadasos bogyok kozott nem
talaltak kiilonbséget, ami az egészséges sz6l0bogyok magas szulkaton szintje miatt volt. Az
adatok alapjan a Furmintban a szulkaton és transz-geranil-aceton mennyisége az aszisodas

elején emelkedik meg és sziirkerothadds hatdsira feltehetdleg csokken a kibocsatasuk
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(Furdikova et al. 2019).

A klimakamraban modellezett aszusodott és sziirkerothadt szO16fiirtok illatanyag profiljainak

vizsgalata soran kidertilt, hogy a fert6zés két formdja sordn hasonlé profil alakul ki, ami a

vegylletek mindségét illeti. A szilirkerothadt fiirtokre a fermentacidohoz kothetd alkoholos

vegyliletek nagy mennyiségben valdo megjelenése és az 1-oktén-3-ol gomba alkohol

megmelkedett koncentracidja volt jellemzo.

A Furmint légtéranalizisével kevesebb illatanyagot sikeriilt kimutatni, mint az extrakcids

eljarasokkal (Miklosy et al 2004, Furdikova et al. 2019), azonban az ujfajta megkozelités

arnyaltabb képet ad a sz616bogyobol valoban felszabadulo illatanyagokrol.

7.7. Uj tudomanyos eredmények

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kimutattam, hogy az aszusodas soran a Furmint sz616bogyo sejtjei a folyamat korali
szakaszaban elpusztulnak.

Osszedllitottam a Furmint szél6fajta aszisodasanak transzkripciés mintazatat mind a
sz616-, mind a B. cinerea sejtjeire vonatkozoan.

A Furmint aszasodasa soran a glutation-S-transzferdz, PR6 gének és a fenilpropanoid
anyagcserében szerepet jatszo bizonyos gének (VvMybl4, VvMybl5, VvMybPA1L,
VWMybC2-L1, VWUF3GT) transzkripcidja markansan eltér a sz6lo sziirkerothadasa
soran tapasztalt génexpresszios valtozasoktol.

AszGsodas soran a B. cinerea sejtjeiben nem kovetkezik be a kutindz gének
aktivalodasa, sziirkerothadas soran viszont a kutindz gének (Bcin01g10830,
Bcin01g09430, Bcin07g01240) miikodése fokozodik.

Osszeallitottam a  Furmint nemesrothaddsanak kis RNS mintazatat és
szekvenciaelemzés segitségével prediktaltam az eltérden kifejez6dd kis RNS-ek sz616
célgénjeit.

Meghataroztam tobb olyan illatanyag jelenlétét, melyek a sziirkerothadt és
nemesrothadt Furmint sz6lobogyokban eltérd mennyiségben termelddnek. A
sziirkerothadt mintdkban tobb ecetsav, izoamil-alkohol, fenetil-alkohol és 1-oktén-3-ol
mutathato ki, a nemesrothadt mintak pedig tobb transz-geranil-acetont és szulkatont

termelnek.
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8. Osszefoglalas

Disszertaciomban a Tokaj-hegyaljai nemesrothadasban résztvevé Furmint sz616 és B. cinerea
gomba kolcsOnhatasanak vizsgalati eredményeit mutattam be. A munkam kiterjedt
makroszkopikus vizsgalatokra, ndvény €s gomba total transzkriptoma vizsgalatara, kis RNS
szekvenalasi eredményekre és illatanyagprofil meghatarozasra.

ELISA technikaval meghataroztam a B. cinerea gomba eloszlasat kiilonb6z6 aszisodasi fazisu
sz0lobogyokban. Az érett, de sértetlen bogyd esetében csak a bogyd héjan tudtam kimutatni
gombat, majd az asziisodas eldrehaladtaval egyre nagyobb mennyiségli gombat detektaltam a
bogyo6 belsejében. A harmadik asziisodasi fazisban tetdzott a gomba mennyisége, ezt kovetden
csokkent.

A sz06l6bogyo ¢€ldszovet vizsgalata soran egy szemi-automatizalt éldszovet meghatarozé
rendszert adaptaltam, amellyel gylimolcsok vitalitasat lehet kvantitativan meghatdrozni. A
rendszer alapja a fluoreszcein-diacetat festék, mely €16 sejtben UV fény hatasara fluoreszcens
fényt bocsat ki, amit nagy érzékenységli kameraval rogzitettem, majd sajat készitési
algoritmussal elemeztem ki a képeket. A vizsgalatbol kideriilt, hogy a bogyo sejtjei a masodik
aszusodasi fazisban mar jelentds szdmban elpusztultak, a harmadik fazisban pedig szinte csak
a mag kozvetlen kornyezetében tudtam kimutatni €16 sejtet. Ezek az eredmények 6sszhangban
vannak az RNS szekvenalas soran kapott nyers leolvasasi szekvencidk sz616 referencia cDNS
adatbazisra illesztett aranyaival is — ahol a sz6ldre illeszkedd leolvasasi szekvencidk az

aszusodas eldrehaladtaval csokken.

A transzkripcios eredményekbdl kideriilt, hogy a Furmint aszisodasanak II. és III. fazisaban
hasonlé biologiai folyamatok jatszodnak le a bogyodban. Erdsen indukalodnak a sejtfal
modositasaért felelés enzimek, antioxidans rendszerek (GST, peroxiddzok), hdsokkfehérjék,
PR fehérjék, biotikus stressz elleni védekezésben szerepet jatszod transzkripcids faktorok €s a
fenil-propanoid utvonal enzimeit kodolo gének.

A Furmint aszGsodasdnak génexpressziés mintazata nagy hasonlosdgot mutat mas fajtaja
nemesrothadt sz6lobogyok génexpresszidos profiljaval, amibdl kovetkezik, hogy a
nemesrothadds alapvetéen nem szOl6fajta specifikus, tehat altalanosan eléforduld bioldgiai
folyamat. A Furmint aszisodas ezen beliil mutat egyedi jellegeket mas nemesrothadési
folyamatokkal szemben, mint pl.: jelentés a JAZ gének indukcidja, aminek kovetkeztében a
bHLH transzkripcios faktorok erds indukcioja is megfigyelhetd, tovabba kizarolag a jazmonsav

indukalta PR3,4,12 gének aktivalodnak.

99



Kutatdsom sordn sikeriilt azonositanom tobb a nemesrothadésra jellemzd génexpresszios
mintazatot a sziirkerothadas és éretlen sz616bogy¢ fertdzéssel 6sszehasonlitva.

Ilyen marker folyamat a nemesrothadés soran erdés GST, peroxidaz és PR6 gének aktivitasa,
melyek a sziirkerothadas soran szinte teljesen hianyoznak. A biotikus stressz elleni
védekezésben is szerepet jatsz6 AP2/ERF transzkripcids faktor csaldd indukcidja egy
nagysagrenddel nagyobb a nemesrothadés soran, feltételezheten a toppedés okozta ozmotikus
stressz miatt. Azonositottam egy nemesrothadds soran specifikusan indukalodé WRKY
transzkripcids faktort, mely feltételezhetden szerepet jatszik az asztisodasban. A VVMYB14 ¢és
VWMYB15 gének expresszidja megnd nemesrothadas soran, €s az altaluk indukalt sztilbén-
szintaz gének expresszidja is sokkal nagyobb, mint a sziirkerothadas soran. Ep fehér sz316ben
nem indukaldédnak a VVWUF3GT gének, melyek az antocianin bioszintézis egyik kulcslépéséért
felelnek. Azonban kutatédsi eredményeim megerdsitik azt, hogy nemesrothadas soran jelentdsen

indukalodnak ezek a gének, ami megmagyarazza az aszubogyok barnas-lila szinét.

A total transzkriptom vizsgalat és a klimakamraban modellezett aszisodés eredményeibdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a két eltérd fert6zési forma kialakulasaért felelds kulcstényezé a B.
cinerea megjelenését kovet6 idojarasi viszonyok. Amennyiben a fert6zés utan a gomba szamara
kedvezdtlen meleg, szaraz idéjaras koszont be, akkor a gomba novekedése lelassul, amivel a
sz016 1d6ét nyer, és ha nem is megallitani, de sztilbénekkel, sejtfalmodositasokkal, redox
rendszer aktivalassal képes lassitani a gomba terjedését. Ekkor megy végbe a nemesrothadas.
Ezzel ellentétben, ha a fert6zés meginditasaért felelds csapadékos, magas relativ paratartalmu,
felhds 1dojaras elhtizodik, akkor a gomba olyan agressziven képes fejlddni, hogy a bogyonak

nincs ideje reagalni ra, és szilirkerothadas torténik.

Kutatasom soran elsoként készitettem kis RNS szekvenalast nemesrothadt sz616bogyokbol. A
kis RNS szekvenalas eredményei arra utalnak, hogy az asziisodés korai szakaszéban a kis RNS-
ek tobbnyire a novekedés gatlasat idézik eld, tovabba a korabban kis RNS-ek altal csendesitett
protedzok, lakkdzok, szuperoxid-dizmutazok és tovabbi védekezésben szerepet jatszo gének
felszabadulnak a gatlas alol. Az aszisodas késdbbi szakaszédban a novekedés gatlasa erdsodik,

¢s a kis RNS-ek f6 célpontjai a transzkripcids faktorok lesznek.

A Furmint aszisodast okozo B. cinerea gombaban kevesebb kutinaz, katalaz, masodlagos
anyagcseretermékért felelds gén €s peroxidaz gén indukalddik, mint sziirkerothadas soran.
Ezeknek a kiilonbségeknek az ellenére a nemesrothadt €s sziirkerothadt fertézésformat mutato
gomba génexpresszios profilja hasonld, ami azt sugalja hogy a fert6zés kimenetele kevéssé fligg

a gomba anyagcseréjétol.
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Parhuzamosan modelleztem a sziirkerothadas és az aszusodas folyamatat klimakamraban,
imitalva a hosszantart6 esds idoszakot, mely a sziirkerothadasnak kedvez és az asziinak kedvez6
szaraz-paras valtakozo idéjarast.

A keletkezett sziirkerothadt és aszisodott fiirtok 1égterébdl illatanyag gyljtés végeztem, majd
azonositottam és meghatdroztam az illatanyagok mennyiségét. Az aszisodas elérehaladtaval a
szOlofiirt illatanyag profilja valtozik. A sziirkerothadt illatanyagprofil hasonlit az aszii¢hoz,

azonban néhany, féleg erjedésbdl szarmazo alkohol mennyisége kiugréan megnd.

Doktori disszertacidmban a Furmint asziisodasdnak részletes molekularis biologiai vizsgalatat
végeztem el, melynek eredményeképpen meghatdroztam olyan marker géneket ¢&s

géncsoportokat, amik az asziisodasra specifikusak.
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9. Summary

In my Ph.D. dissertation | present results on the molecular details of the Vitis vinifera-Botrytis
cinerea interaction during noble rot in Tokaj-Hegyalja (Hungary). My research covers some
macroscopic studies, plant and fungal total transcriptome analyses, small RNA analyses and

volatile profile determination.

The distribution of Botrytis cinerea was determined by ELISA technique in noble rot berries.
In mature, healthy berries (stage 1. of noble rot) B. cinerea can be detected only on the berry
surface, but in subsequent noble rot stages the fungal biomass is gradually increasing inside the
berry. The highest biomass amount of B. cinerea was detected in the third stage of noble rot,

then the concentration of fungal biomass decreased for the last stage.

I have adapted a semi-automatized living tissue detection system, which is able to determine
the vitality of fruit tissues. This method is based on fluorescein-diacetate stain, which emits
green light when exposed to UV light in living cells. The fluorescent green light was detected
by high sensitivity full frame camera, then images were analysed by an algorithm that | had
developed. A great percentage of grapevine berry cells died already in stage Il. In stage IlI.
living cells could be detected only around the seeds. These findings are consistent with our
MRNA sequencing results, where the ratio of mapped reads that could be aligned with the V.

vinifera reference cDNA database declined drastically in the successive stages of noble rot.

The results of transcriptome sequencing revealed that similar biological processes were induced
in stage 11. and I11. noble rot berries. Genes encoding cell wall modifying enzymes, antioxidant
systems (GSTs, peroxidases), heat shock proteins, PR proteins, response to biotic stress
transcription factors and enzymes of the phenylpropanoid pathway were strongly induced
during noble rot. The gene expression pattern of Furmint berries subjected to noble rot was
highly similar to the expression pattern of other grapevine varieties undergoing noble rot. This
observation leads to the conclusion, that noble rot is a common biological process, which is not
strictly cultivar-dependent. Nevertheless, Furmint also showed some genotype-specific
molecular processes, such as the activation of JAZ genes, the induction of genes encoding bHLH
TFs or the exclusive activation of JA-induced PR3, 4 and 12 genes within the group of genes

encoding Pathogenesis-Related proteins.

Characteristic gene expression patterns of noble rot were successfully identified in comparison
with gray mold or immature grape berry infection. These marker processes comprised the
increased transcript level of GST and peroxidase isoforms, which are mostly lacking in berries
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affected by gray mold. The transcript levels of AP2/ERF TFs (which provide tolerance to biotic
and abiotic stress) are significantly increased during noble rot. This process might be connected
to osmotic stress due to the shrivelling of berries.

The VIT_08s0058g01390 gene is a V. vinifera-specific WRKY TF, which has the highest
expression value among the WRKY TFs in the Tokaj-Hegyalja samples. This gene is a noble
rot-specific WRKY TF. The expression of VVMYB14 and VVMYB15 TF genes were also
increased during noble rot. These TFs possess a regulatory role in the activity of stilbene
synthase genes, therefore the transcription of stilbene synthase genes is more pronounced in
noble rot berries than in gray mold berries.

The VWUF3GT genes have a key role in anthocyanin biosynthesis, but these genes are typically
not transcribed in healthy white grape berries. Strikingly, as a result of noble rot induction
VVUF3GT genes are strongly expressed in Furmint, contributing to the brownish purple colour
of noble rotted Furmint berries. Considering results of the transcriptome study and the modeling
of noble rot development in growth chambers, we can conclude that the key factor deciding

about the outcome of the infection is the weather.

If the weather is warm and dry following the onset of the fungal infection, the growth of B.
cinerea slows down. In this case, grape berries are able to initate some defence processes
(biosynthesis of stilbenes, cell wall modification, activation of the redox system), which further
restrict the growth of the fungus and noble rot develops.

If rainy, humid weather sustains after the beginning of the infection, then gray mold develops,

because the plant is running out of time to induce defence responses.

This research is the first example of small RNA sequencing of grape berries enduring noble rot.
Grapevine small RNAs suppress plant development and cell growth in the berries at an early
stage of noble rot. At a later stage this supression of development and cell growth is even more

pronounced, and TFs become the main small RNA targets.

Concerning the transcription of Botrytis cinerea, less cutinase, catalase, secondary metabolite
and peroxidase genes are induced in the fungus during noble rot than in gray mould. Despite
these differences, the gene expression profiles of the fungus in noble rot and gray mold are
similar, suggesting that the outcome of the infection is not highly dependent on the metabolism

of the fungus.

| simulated the process of gray mold and noble rot in a climate chamber simultaneously,

mimicking a prolonged rainy period, which favors gray mold and a cycle of consecutive dry
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and humid periods, supporting noble development. Volatile compounds were collected from
the air space of the resulting gray mold and noble rot clusters, and then these volatiles were
identified and quantified. As botrytization progresses, the volatile emission of bunches changes.
The volatile profile of gray mold is similar to that of noble rot, however, the amount of some

alcohols, mainly from fermentation, increases dramatically.

I present my results here, retrieved from a detailed molecular study of noble rot that takes place
in the Tokaj vine region of Hungary. A set of marker genes and gene groups that are specific

for noble rot of Furmint are revealed.
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11. Mellékletek

M. 1. tablazat A transzkriptom szekvenalds RT-qPCR-el torténd validdlasa soran hasznalt
primer szekvencidk és RT-qPCR bedllitasi paraméterek.

Gén azonosito Hasznalt primer RT-qPCR paraméterei

Forward 5' - CGGTTCCCTCAGTTTTGTGT Enzim aktivalas és linc

Bcin 4
¢ O8g003 0 Reverse 5' - CGAGACTGAATAACGCGACA denaturacio:
Forward 5' - TAGGTGACGGCCATTGTGTA 95 °C
Bcin13g02250
g Reverse 5' - CGAATACTCCCCGAAACAAA 6 perc
. Forward 5' - CAGTGCTACCCTTACACCGT
Bcin13g02210
Reverse 5' - AGAGTAAGGTTGGGGTCGGT . , .
Primer betapadasi
Beinl4q0al7o POV 5 - CATTGCCAATATGGATGCTG | - hemerseklet és
g Reverse 5' - TTGAAGTGCGTTGCTACACC lanchosszabitasi
] Forward 5' - CCTCAGAAGGCACCTCACAA folyamat:
Bcin04 o
CIn04g00060 o e 5~ GCCCAAGGTTCGCCATTAGA fo C
perc

VIT_07s0151g00130

Forward 5' - AGCAGCAGTCACAAATTGGC

Reverse 5' - GGGCTGAGAAGTTGAGGGAT

VIT 0750005900740

Forward 5' - TCATCACTGCCCTCAATTGC

Reverse 5' - GTCGATGGCTCTGATTGCTC

VIT_07s0141900690

Forward 5' - TAGGTTGGATGCGGTGGATT

Reverse 5' - TCACCATCAAGCTTCGGAGA

Lanc denaturacio:

VIT_06s0004g05700

Forward 5' - GCGAGAGGAAGCGATTGAAG

95 °C

Reverse 5' - AGGCTCCCAACCGAACTTTA

VIT_0550062g00310

Forward 5' - TTGGAACCAGAGGCCCTAAG

Reverse 5' - TGCTTTGATAACACCGCGAG

Ismétlésszam: 40

M. 2. tablazat Sz616bogyodk szarazanyagtartalma az asziasodasi fazisok szerint.

o Szarazanyagtartalom | Atlag Szoras s
Fazs (mg/mg) | (mgimg) | (mgimg) | 0
(p<0,05)
0,229
l. 0,199 0,228 0,028 A
0,256
0,264
. 0,249 0,255 0,008 A
0,253
0,360
Inl. 0,256 0,285 0,065 A
0,240
0,674
V. 0,548 0,603 0,065 B
0,587
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M. 3. tablazat A transzkriptom szekvenalds RT-qPCR-el torténd validalasanak génexpresszios
értékei. Az expresszios értékek logz értékekben vannak megadva, az els6 fazishoz viszonyitva.

FAZISOK

I. Il. V.

RNA- RT- RNA- RT- RNA- RT-
Seq gPCR Seq gPCR Seq gPCR

Bcin08g00340 4,43 3,74 4,85 4,86 1,56 3,11
Bcin13g02250 4,16 4,64 4,05 4,65 2,74 4,49
Bcin13g02210 2,84 1,64 347 2,19 2,24 1,86
Bcin14903170 3,54 3,91 3,27 3,54 2,33 2,85
Bcin04g00060 0,61 -1,91 1,93 0,17 4,67 3,38
VIT 0750141900690 5,08 4,80 6,00 6,06 5,31 4,64
VIT_06s0004g05700 4,06 4,13 4,62 4,29 4,85 4,29
VIT_ 0550062900310 6,79 6,88 7,52 7,31 6,75 5,22
VIT_07s0151g00130 341 4,74 3,44 4,86 -0,14 0,29
VIT 0750005900740 4,88 5,98 5,51 6,76 3,44 3,57

Korrelacio 0,93 0,90 0,85
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M. 4. tablazat Aszusodas soran a sz6loben indukalodo €s represszalodé ROS
ellensulyozéasaban részvevd gének expresszios értékei. Az expresszids értékek logz értékekben
vannak megadva, az els6 fazishoz viszonyitva.

Gén azonosito Funkcié IL. vs 1. fazis | III. vs 1. fazis
VIT_00s0207g00220 | glutation-peroxidaz 1,63 2,04
VIT_06s0080g00260 | glutation-peroxidaz - 2,21
VIT_08s0007g07280 | szuperoxid-dizmutaz - 2,00
VIT_16s0013g00260 | szuperoxid-dizmutaz - 2,29
VIT_00s0698g00010 katalaz -2,29 -2,37
VIT 0450044900020 katalaz -2,41 -2,40
VIT_07s0191g00050 peroxidaz -2,78 -3,97
VIT_14s50060g00540 peroxidaz 2,09 -
VIT_06s0004g07770 peroxidaz 2,98 2,54
VIT_08s0058g00970 peroxidaz 3,51 3,23
VIT_ 0150010901980 peroxidaz 3,67 2,74
VIT_01s0010g01960 peroxidaz 4,89 5,96
VIT_01s0026g00830 peroxidaz 5,75 6,30
VIT_06s0004g01180 peroxidaz 5,81 8,09
VIT_18s0072g00160 peroxidaz 6,05 9,41
VIT_07s0129g00360 peroxidaz 7,79 7,41
VIT_ 0150010902020 peroxidaz 8,15 4,78
VIT_01s0010g01950 peroxidaz 8,75 10,97
VIT_18s0001g06890 peroxidaz 9,42 7,77
VIT_ 1850001906850 peroxidaz 15,60 25,61
VIT_06s0004g07740 peroxidaz 16,73 24,58
VIT_01s0010g02010 peroxidaz 20,95 26,35
VIT_01s0010g02000 peroxidaz 26,96 45,56
VIT_ 1150016905320 peroxidaz - -3,42
VIT_18s0001g01140 peroxidaz - -3,10
VIT_05s0077900720 peroxidaz - -2,85
VIT_00s1677g00010 peroxidaz - -2,20
VIT_10s0116g01780 peroxidaz - -1,67
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M. 5. tablazat A Furmint aszisodasa sordn a sz6l6ben indukélodoé és represszalodo L-

fenilalanin lebontasbol keletkezd méasodlagos anyageseretermékek szintézisében részvevo
gének. Az expresszios értékek logs értékekben vannak megadva, az elsé fazishoz viszonyitva.

Gén azonosité Funkcié | FurmintIl. | Furmint I11. Gén azonosité Funkcié | Furmint Il. | Furmint I11.
VIT 16s0039001120| PAL 2.05 1.99 VIT 10s0042000860| STS 2.14 211
VIT 16s0039001240| PAL 1.94 1.82 VIT 16s0100001010| STS 1.79 1.68
VIT 16s0039001300| PAL 1.43 0,00 VIT 16s0100001020| STS 2,22 2.21
VIT 16s0039001360| PAL 0.84 0.00 VIT 16s0100000930| STS 153 1.23
VIT 16s0039001100| PAL 1.88 1.78 VIT 1650100000850 | STS 1.60 1.33
VIT 16s0039001130| PAL 213 2.00 VIT 16s0100000800| STS 2.27 2.28
VIT 16s0039001280| PAL 1.75 1.45 VIT 10s0042000930| STS 2.46 2.57
VIT 16s0039001170| PAL 1.29 0.00 VIT 16s0100001100| STS 1.60 1.27
VIT 16s0039001110| PAL 2.07 1.97 VIT 16s0100000940| STS 2.58 2.53
VIT 08s0040001710| PAL 157 1.35 VIT 10s0042000870| STS 2.04 1.89
VIT 1950027001220 PAL -1.27 -2.04 VIT 16s0100001160| STS 2.13 2.18
VIT 06s0004002620| PAL 0.00 -1.58 VIT 16s0100001150| STS 2.08 1.96
VIT 13s0019004460| PAL 0.00 -2.18 VIT 16s0100000810| STS 2.37 2.28
VIT 0650004008150 C4H 1.23 0.97 VIT 10s0042000920| STS 2.25 2.17
VIT 11s0078000290| C4H 2.23 2.08 VIT 16s0100000830| STS 2.21 2.23
VIT 1150065000350 C4H 2.26 2.25 VIT 16s0100000950| STS 1.93 1.84
VIT 02s0109000250| 4CL 0.00 211 VIT 16s0100000780| STS 1.70 1.35
VIT 13s0019005260| 4CL 0.00 0.00 VIT 16s0100001000| STS 2.26 2.12
VIT 06s0061000450| 4CL -0.82 -0.92 VIT 16s0100000840| STS 2.28 2.13
VIT 01s0010002740| 4CL 0.00 0.00 VIT 16s0100000860| STS 2.62 2.62
VIT 14s0171000300| 4CL 0.00 0.00 VIT 16s0100001170| STS 214 211
VIT 08s0007005050| 4CL 0.00 0.00 VIT 16s0100000910| STS 2.05 1.93
VIT 16s0039002040| 4CL 0.00 0.00 VIT 16s0100001110| STS 1,95 1.80
VIT 11s0052001090| 4CL 1.56 1.36 VIT 16s0022001020| STS 0.00 0.00
VIT 1150052001110 4CL 0.00 0.00 VIT 16s0022001190| STS 0.00 0.00
VIT 14s0171000290| 4CL 0.00 0.00 VIT 0350180000200 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 17s0000001790| 4CL 192 2,22 VIT 0350180000280 | UF3GT 1.46 1.35
VIT 02s0025003660| 4CL 1.76 1.85 VIT 0350180000320 | UF3GT 0.00 142
VIT 1150016001040 C3H 0.00 0.00 VIT 0350017001990 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 08s0040000780| C3H 0.00 -1.19 VIT 03s0017002000| UF3GT 1.44 1.33
VIT 14s0068000920| CHS -0.90 -197 VIT 03s0017002110 | UF3GT 1.37 143
VIT 0550136000260 CHS 0,73 0.93 VIT 0350017902120 | UF3GT 2.64 3,38
VIT 16s0022001140| CHS 0.00 0.00 VIT 03s0017002140| UF3GT 3.23 3.87
VIT 14s0068000930| CHS -1.78 -3.23 VIT 0550062000270 | UF3GT 5.61 6.24
VIT 1650022001020 CHS 0,00 0.00 VIT 0550062900300 | UF3GT 6.37 6.98
VIT 16s0022001190| CHS 0.00 0.00 VIT 0550062000310 | UF3GT 6.79 7.52
VIT 14s0066000400| CHI 0.00 0.00 VIT 0550062000740 | UFE3GT 137 0.00
VIT 13s0067002870| CHI 0.00 0.00 VIT 0550094000990 | UF3GT -1.15 -1.20
VIT 13s0067003820| CHlI 0,79 0,77 VIT 0550094001000 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 10s0042000910| STS 1.93 2.07 VIT 08s0007004580 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 10s0042000890| STS 254 2.50 VIT 11s0052001600 | UF3GT -2.32 -3.73
VIT 1650022001070 STS 0,00 0.00 VIT 1250034900030 | UF3GT 0,00 0,00
VIT 16s0100000880| STS 2,23 2.09 VIT 1250034000060 | UF3GT 0.00 —092
VIT 16s0100001130| STS 1.60 131 VIT 1250034000080 | UF3GT -1.95 -3.39
VIT 16s0100001200| STS 2.08 2.36 VIT 1250034000130 | UF3GT 0.00 -0.83
VIT 16s0100001120| STS 197 177 VIT 1650115000340 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 16s0100001040| STS 248 248 VIT 1650050001600 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 16s0100001070| STS 2.15 2.56 VIT 1750000007790 | UF3GT -0.72 -1.15
VIT 16s0100001140| STS 2,03 211 VIT 1850001906080 | UF3GT -1.00 -2.18
VIT 16s0100000920| STS 2.06 1.96 VIT 1850001006090 | UF3GT 1.63 1,57
VIT 16s0100000770| STS 212 1.95 VIT 18s0001006120 | UF3GT 244 2.52
VIT 16s0100000750| STS 1.29 1,16 VIT 1850041900740 | UF3GT 0,00 0,00
VIT 16s0100001060| STS 2.20 1.24 VIT 1950085000750 | UF3GT 0.00 0.00
VIT 16s0100000990| STS 177 1.68 VIT 00s0324000050| UF3GT 0.00 -1.05
VIT 16s0100000900| STS 2.01 1.77 VIT 00s0324000060 | UF3GT 0.00 -1.54
VIT 16s0100001030| STS 1,71 1,63 VIT 07s0151900540 | UF3GT 0,00 0,00
VIT 10s0042000880| STS 0.00 0.00
VIT 16s0100001190| STS 211 212
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M. 6. tablazat Azonositott PR gének expresszios értékei a Furmint aszisodasa soran. Az

expresszios értékek az 1. fazishoz vannak viszonyitva.

PR Gén azonosité Furmint I1. Furmint 111. PR Gén azonosité Furmint Il. | Furmint I11.
VIT_00s02079g00130 - - VIT_08s0007g03650 - -
VIT_03s0088g00690 - - VIT_09s0002g00450 - -

PR1-szerti | VIT 0350088900700 - -4,22 VIT 0950002901030 - -
VIT 0350088900710 - -5,93 VIT_ 0950002901040 -1,63 -2,08
VIT_ 1150052901620 - - VIT_09s00549g01010 - -
VIT_00s07809g00020 - 2,48 VIT_10s0003g02170 - -
VIT 0150011905500 - -2,22 VIT_10s0003902220 - -
VIT 0150127900610 - - VIT_10s0092900170 - -2,58
VIT_ 0250012901610 2,36 3,37 VIT_ 1050116900140 - -
VIT_02s0025902770 - - VIT_ 1150016900960 - -3,67
VIT 0350017900070 - - VIT 1150016903870 - -1,77
VIT 0350063902490 -1,82 -1,7 VIT 1150103900550 - -
VIT_05s0062900770 - - VIT_ 1250057901450 - -6,79
VIT_05s0062901430 - - VIT_ 1350019902480 - -
VIT 0550077901150 3,53 33 VIT 1350019902490 - -
VIT_ 0650004900720 - - VIT 1350019902530 - -
VIT_06s0004904750 - - VIT_ 1350019902540 - -
VIT_06s0061g00100 - - VIT 1350019902550 2,99 -
VIT 0650061900120 - - VIT 1350019902560 - -
VIT 0650061900130 - - VIT 1350019902580 - -
VIT_06s0080g00420 3,99 6,68 PR7-szerii VIT 1350019902590 - -
VIT_07s0031g01790 - - VIT 1350019902600 - -
VIT 0750129900230 - - VIT 1350019902610 - -
VIT_08s0007905990 - - VIT 1350019902620 - -
VIT_08s0007g06000 - - VIT 1350019902640 - -
VIT_08s00079g06010 - - VIT 1350047900200 - -
VIT 0850007906020 - - VIT 1550048901120 - -
VIT_08s00079g06030 - - VIT 1550048901130 - -

PR2-szerti | VIT_08s0007g06040 - -2,76 VIT_ 1550048901170 - -
VIT_08s00079g06060 - - VIT 1550048901180 - -
VIT_08s00079g06080 - - VIT 1550048901200 - -
VIT_08s00079g06090 - - VIT 1550048901210 - -
VIT_08s0007g07560 - - VIT 1650022902200 - -
VIT_09s0002g06500 - - VIT 1650022902420 - -
VIT_ 0950002906880 - - VIT 1650022902460 - -
VIT_09s0070g00310 -2,16 -2,96 VIT 1650050900490 - -1,64
VIT_10s0003g03690 - - VIT 1650098900950 - -
VIT 1050116901640 -1,72 -1,99 VIT 1650098900970 - -
VIT 1150016900220 - - VIT_16s0098g01160 - -
VIT 1150016901100 - - VIT_16s0100g00030 - -
VIT 1150016902960 - - VIT 1650100900060 - -
VIT 1150016904360 - - VIT 1850001909360 - -
VIT 1150016905560 - - VIT 1850001910320 - -
VIT 1250057900890 - - VIT 1850001910330 - -
VIT 1250059901320 - -2,89 VIT 1850001910340 - -
VIT 1350019901180 - - VIT 1850001910350 - -
VIT 1350019903300 - - PR8-szerii VIT 1850001914870 - -
VIT_ 1450006900520 - - VIT_19s0015¢01420 - -
VIT 1650098901560 - - VIT 1550046901570 - -
VIT 1850001912390 - -2,53 VIT 1550046901590 - -3,22
VIT 1850122900980 - - VIT 1550046901600 7,94 9,38
VIT 1950090901070 - - VIT 1550046901610 - -3,47
VIT_00s1290g00010 - 2,21 VIT_01s0011g05060 - 1,83
VIT_03s0038903400 6,75 8,49 VIT_ 0150011905150 - -
VIT 0550094900200 3,99 5,22 VIT_01s0011g05170 - -
VIT 0550094900220 - - VIT_01s0011g05180 1,89 1,9

PR3-szeri | VIT 0550094900240 3,76 3,81 VIT_04s0023g00830 - -
VIT 0550094900260 - - VIT 0550077901530 1,76 -
VIT_05s0094g00300 25 3,28 VIT_05s0077g01540 2,15 1,95
VIT 0550094900320 - - PR10- VIT_05s0077g01550 - -
VIT_ 0550094900360 34 48 szerli VIT_ 0550077901560 - -
VIT_01s0011g01990 - 1,96 VIT 0550077901570 - -
VIT 0150011902020 - - VIT_05s0077g01580 - -
VIT 0450008904980 5,57 8,38 VIT_05s0077g01600 - -

PR4-szeri | VIT 0450023902680 - - VIT 0550077901650 -2,62 -6,91
VIT_05s0020900440 - - VIT_ 0550077901670 - -8,63
VIT_05s0077g02080 - -1,64 VIT_05s0077g01680 2,35 -
VIT_07s0151g00460 -2,21 -2,78 VIT_05s0077g01690 713 7,03
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PR Gén azonosito Furmint I1. Furmint I11. PR Gén azonosité Furmint Il. | Furmint Ill.
VIT 0950002901800 - - VIT 0550102901190 - -1,96
VIT_09s0002g05810 3,69 3,79 VIT_07s00059g00920 2,94 6,72
VIT 1150016904740 - 2,36 VIT_07s0005901390 -1,75 -
VIT 1350067902060 - -1,89 VIT 1250028903640 - 1,65
VIT 1350074900150 - - VIT_00s0540900020 - -3,11
VIT 1450081900020 - - VIT_00s05409g00050 - -
VIT_14s0081g00030 - -1,97 VIT_ 1150149900270 - -
VIT 1450081900050 - - VIT 1150149900280 6,62 10,72
VIT 1450108901660 - - PR11- VIT 1150149900300 - -
VIT_17s0000g08530 -2,73 -3,63 szerii VIT_ 1150149900330 - -
VIT_18s0001g04980 - - VIT_ 1150149900350 - -
VIT 0250025904230 - - VIT 1150149900380 - -
VIT 0250025904250 - - VIT 1150206900030 - -
VIT_02s0025g04260 - - VIT_ 1550046901080 - -
VIT_02s0025g04270 - - PR12- VIT_01s0010902030 - -
VIT 0250025904280 - - szerll VIT 0750130900030 - 3,32
VIT 0250025904290 - -2,29 VIT_00s0399900020 - 2,14
VIT_02s0025g04300 - -3,2 VIT_06s0004908060 - -
VIT_02s0025g04310 -2,04 -4,45 VIT_07s0151g00740 - -
VIT 0250025904320 - - VIT 0750151900760 - -

PR5-szerti | VIT 0250025904340 2,3 2,71 PR14 VIT 0850058901210 -2,08 -6,56
VIT_03s0038g02160 - - szerﬁ- VIT_08s0058901230 - -3,97
VIT_03s0038g02170 - -3,74 VIT_10s0003g05780 - -
VIT_04s0023g03550 -3,03 -2,82 VIT 1250028901180 3,19 3,87
VIT_08s0007g00760 - - VIT 1250055901140 - -1,88
VIT_11s0065g00650 - - VIT 1450066901240 3,02 3,36
VIT_ 1150065901050 - - VIT 1450108900520 2,9 5,04
VIT_ 1650098900640 - -3,7 VIT 0750005902380 - -
VIT 1850001911930 - -1,81 VIT 0950002901320 4,36 6,69
VIT 1850001914480 1,96 - VIT_ 1150016901220 - -
VIT_05s0020g05000 541 8,66 VIT 1250028901310 - 1,75
VIT_0550020g05020 4.4 10,76 VIT 1250059900740 447 6,77

PR6-szerti | VIT 0550020905040 3,44 3,79 VIT 1450060902750 - -2,6
VIT_08s0007g00820 2,29 2,57 PRI5- VIT 1450060902760 - -8,34
VIT_ 1350067901980 2,49 2,87 szerti VIT 1450128900570 2,39 3,05
VIT_00s0454g00010 - -6,99 VIT 1450128900600 2,21 3,48
VIT_00s0454g00030 - -2,33 VIT 1450128900690 - -
VIT_00s0454g00040 - - VIT 1450128900990 - -3,62
VIT_00s08789g00010 - - VIT 1450128901030 - -3,88
VIT 0250025902850 - - VIT 1650098901910 - -
VIT_02s0025g02880 - - VIT 1750000905360 - -
VIT_02s0025g04600 - -4,09 VIT 1850086900410 - 4,1
VIT_02s0025g04780 -2,16 -4,72 VIT 0350091900130 - -
VIT 0250025904790 - - VIT_03s0091g00140 - -
VIT_02s0025g04800 - - PR17- VIT_03s0091g00150 - -
VIT_02s0025g04810 - - szertt VIT_03s0091g00160 - 1,77
VIT_02s0025g04820 - - VIT 0350091900180 - -
VIT_03s0038g00470 - - VIT 1250028900040 - -
VIT_03s0038g02230 - - VIT 1250035901650 - -
VIT_03s0063g00220 - -

PR7-szerti | VIT 0350063900240 - -

VIT_03s0063g00250 - -
VIT_03s0063g00260 - -
VIT 0450044901970 - -
VIT_06s0004g00210 - -
VIT_06s0004g04830 - -
VIT_06s0004g05590 - -
VIT 0650004905610 - -
VIT_06s0004g05630 - -
VIT 0650009901220 - -
VIT 0650009901260 - -
VIT_06s0080g00150 3,2 3,32
VIT_07s0005g00830 - -
VIT_07s0005g04410 - -
VIT_07s0031g00500 - -
VIT_07s501299g00490 -1,77 -2,59
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M. 7. tablazat Furmint JAZ és 13-LOX gének expresszios értékei az asziisodas soran. Az
expresszios értékek logz értékekben vannak megadva, az elsd fazishoz viszonyitva.

Gén azonosito Funkcio | Furmint I1. | Furmint I11.
VIT_0150146¢00480 | JAZ gén 334 376
VIT_04s0008g00110 | JAZ gén - 1,73
VIT_09s0002g00890 | JAZ gén 1,43 1,51
VIT 1050003903790 | JAZ gén 3,63 4,35
VIT_10s0003g03800 | JAZ gén 3,23 3,80
VIT_10s0003g03810 | JAZ gén 1,98 2,03
VIT_ 1150016900710 | JAZ gén 2,00 2,21
VIT 1450128900780 | 13-LOX 1,42 1,45
VIT 0950002901080 | 13-LOX 2,25 2,62
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M. 8. tablazat Aszisodott Furmint kis RNS célgének részletes eredményei. Az expresszids értékek logy értékekben vannak megadva, az elsd fazishoz

viszonyitva.

Kis RNS waonasits | 000 | cagansaonosits | Barek | ORI 1RO E KO | St | Cvege | vimalon | tipusa
VvmiR396b 2,4 VIT_15s0021902580 0,5 22,8 1 20 235 254 Hasitas
VvmiR396a 2,2 VIT_15s0021902580 0,5 22,8 1 21 234 254 Hasitas
VvmiR396d 2,4 VIT_15s0021902580 0,5 22,8 1 21 234 254 Hasitas
VvmiR3632-3p 2,3 VIT_13s00679g00790 1 21,9 1 22 575 596 Hasitas
VvmiR166a 15 VIT_06s0004902800 1 22,1 1 19 565 583 Hasitas
VvmiR166a 1,5 VIT_13s00679g00790 1 24,0 1 19 571 589 Hasitas
VvmiR396b 2,4 VIT_17s0000904440 2,5 20,5 1 20 1342 1361 Hasitas
VvmiR396a 2,2 VIT_17s00009g04440 2,5 20,5 1 21 1341 1361 Hasitas
VvmiR396d 2,4 VIT_17s0000g04440 2,5 20,5 1 21 1341 1361 Hasitas
VvmiR408 -3,2 VIT_19s01779g00260 2,5 24,4 1 21 1196 1216 Hasitas
VvmiR171b 2,2 VIT_02s0154g00400 0,5 22,1 1 21 507 527 Hasitas
VvmiR171i 3,6 VIT_02s01549g00400 0,5 22,1 1 21 507 527 Hasitas
VvmiR171b 3,6 VIT_04s0023901380 0,5 24,9 1 21 588 608 Hasitas
VvmiR171i 2,2 VIT_04s0023g01380 0,5 24,9 1 21 588 608 Hasitas
VvmiR171b 2,2 VIT_15s0048g00270 0,5 18,8 1 21 1308 1328 Hasitas
VvmiR171i 3,6 VIT_15s0048900270 0,5 18,8 1 21 1308 1328 Hasitas
VvmiR396b 3,2 VIT_15s0021902580 0,5 22,8 1 20 235 254 Hasitas
VvmiR396a 2,9 VIT_15s0021902580 0,5 22,8 1 21 234 254 Hasitas
VvmiR396d 2,8 VIT_15s0021902580 0,5 22,8 1 21 234 254 Hasitas
VvmiR166a 2,3 VIT_13s0019904320 1 24,0 1 19 571 589 Hasitas
VvmiR166a 2,3 VIT_06s0004902800 1 22,1 1 19 565 583 Hasitas
VvmiR156b 2,6 VIT_11s0065900170 1 13,4 1 20 1106 1125 oo Hasitas
VvmiR3632-3p 2,5 VIT_13s00679g00790 1 21,9 1 22 575 596 Hasitas
VvmiR156b 2,6 VIT_14s0068901780 15 11,7 1 20 866 885 o Hasitas
VvmiR395k 3,6 VIT_13s0019902940 2,5 22,1 1 21 920 940 oL Hasitas
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Kis RNS azonosits| R | cotgen wonosts | pareac | MOURTERE R0 00| Mhige | e | ége | viowdiian | tipusa
VvmiR396b 3,2 VIT_07s0191g00220 2,5 17,6 1 20 470 489 Hasitas
VvmiR396a 2,9 VIT_07s0191g00220 2,5 17,6 1 21 469 489 Hasitas
VvmiR396d 2,8 VIT_07s0191g00220 2,5 17,6 1 21 469 489 Hasitas
VvmiR396b 3,2 VIT_17s00009g04440 2,5 20,5 1 20 1342 1361 Hasitas
VvmiR396a 2,9 VIT_17s0000g04440 2,5 20,5 1 21 1341 1361 Hasitas
VvmiR396d 2,8 VIT_17s00009g04440 2,5 20,5 1 21 1341 1361 Hasitas
VvmiR159c 1,6 VIT_19s0090g00590 2,5 12,0 1 21 845 865 Hasitas
VvmiR159¢ 1,6 VIT_01s0011g01130 2,5 14,9 1 21 32 52 Lo Hasitas

VvmiR3633a-3p 2,3 Bcin07905140 4 19,438 1 22 1699 1720 Lo Hasitas

VvmiR3633a-3p 2,0 Bcin07g05140 2,5 17,4 22 1717 1738 s, | Transzlacios
VvmiR3530-3p 3,3 Bcin09g00540 2,5 11,3 22 186 207 Hasitas
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M. 9. tablazat PR6 gének expresszios €rtékei az asziisodas vagy sziirkerothadas soran. Az
expresszids értékek logz értékekben vannak megadva, az elsd fazishoz viszonyitva.

Széléfajta Furmint | Semillon! Trincadeira 2 | Marselan®
Fertozésforma Nemesrothadt Sziirkerothadt
II. fazis | III. fazis | IL fazis | III. fazis

= VIT_05s0020g05000 2,44 3,11 6,19 6,48 | -
E% VIT_05s0020905020 2,14 3,43 4,80 3,85 1,10 3,40
5 VIT_05s0020g05040 1,78 1,92 3,66 3,69 1,72
E %0 | VIT_08s0007g00820 1,20 1,36 1,51 1,66 | -

VIT 1350067901980 1,32 1,52 1,25 -

1 Blanco-Ulate et al. 2015

2 Agudelo-Romero et al. 2015

3 Kelloniemi et al. 2015




Génexpresszio

; 2 E E (log2)
| VIT_1750000g03560_MYB
| VIT_ 1850050002510 WRKY
VIT_08s0007g06160_bZIP

VIT 0051352g00010_MY8
vIT 1 “WR

950090500840 WRKY
VIT_0750005503340_MYB_MYB14
VIT~ 0450069500920 WRKY

VIT 0250025900420 WRKY
= VIT" 1150052900450 WRKY

VIT 0750005503220 ERF

VIT 06 20_NAC

VIT_08s 90_WRKY
VIT_ 1150016g02070_bHLM
VIT_ 01500269017 KY

VIT_0450023903110_NAC

o VIT0750031902610_NAC_ATAF2
VIT 0850058901390 WRKY

VIT 0550045500490 ERF

VIT 1250055900340 WRKY

VIT 0750130900040 MY8

VIT-0150011903730_MYB
‘ VIT 0750005g01950”MY8
' VIT-1550021g01600_ERF
VIT 0250025904460 ERF
VIT 0350063500460 ERF
~0750005900820_ERF
VIT 065006101400 ERF
VIT 1850001902300 NAC_ATAF1
VIT 0550045501020_MYE. MYB15
Vo
VIT 14 1 KY
VIT 1950027900870 _NAC_JUB1
VIT-0150010903530 WRKY
VIT 0650004507500 WRKY

VIT_ 0150244900130 _bHLH
VIT_0450008002230_ERF
VIT_ 115005200100 bHLH
VIT_ 1550046001 140_WRKY
VIT_ 0550020004780 bHLH
VIT_10s0003900140_ERF
VIT 0450008505210 bZIP_WHYS
V!T_I250028902590_m
VIT_|01000390|600_WRKY
VIT_ 0750031900080 WRKY
VIT_ 1850001910030 WRKY
VIT_ 0550049500460 _bHLH
VIT_06500800003680_bZIP
VIT_ 1950014903260 NAC
VIT 165001301 110_AP2
VIT_0550077g01880_ERF
w;_sgsooztgogog_szr
v 300045031 \'"J
VIT1250059601460_ERF
WVIT. 1550046000170_MYB_MYBPA1
VIT_1950090g01080_ERF
VIT_1350019g03550_AP2
VIT_1150052000840”AP2
VIT_02s0033g00360_MYB_MYBA2
VIT_ 1750000908150 bHLH
VIT_0150011g04760_MYB_MYBC2-L1
VIT_1250028g01110_bHLH
VIT™ 1750000g04790_bHLM
VITZ0650004g06100_MY8
VIT_1550048502270_NAC_NTL9
VIT_0750104500090_bHLH_TT8
VIT” 1150037600040 _bHLH
VIT_1550048602410_MYB
VIT 0550020901090 bZIP
VIT_ 1750000500430 bHLH
WIT_1350084600660_bZIP
VIT_1350158900380_bZIP
VIT 1450108901200 WRKY
VIT_0450008505210_bZIP
VIT_ 0850040903070 WRKY

1 VIT_1450083900120_MY8

{ VIT0250012g01040_NAC
VIT_ 1350067g01950_ERF
VIT 0250025001360 ERF

M. 1. abra Furmint és Semillon (Blanco-Ulate et al. 2015) nemesrothadasa soran valtozo
expresszios értéket mutatod, a korokozok elleni védekezéshez kothetd transzkripcids
faktorok génexpresszids értékei.
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Génaxprasseid

{log2)
e ~
| 2 D 5 | 8

urkarothadt
Saurkanoth

;2 -
£ E
2 2

s

WIT_09s0018g01650_AP2

WIT_13s0018g03550_AFP2

WIT1450108g00050_AR2

WIT 16s0013g01110_AR2

WIT_01s0244g00130_bHLH
WIT 0250025903450 _bHLH
VIT_0450008g05210_bHLH
WIT_05s0020g04780_bHLH
VIT_05s0049g00460_bHLH
WIT 0550084900480 bHLH
WIT 0650004901 740_bHLH
VIT_07s0031g00450_bHLH
VIT_07s0104g000%90_bHLH
WIT_11s0016g02070_bHLH
WIT_11s0037g00040_bHLH
WIT_ 11500529001 00_bHLH
WIT_1250028g01110_bHLH
WIT 1350067901 350_bHLH
WIT_1450060g00260_bHLH
WIT 14500815007 20_bHLH
WIT_17s0000g00430_bHLH
WIT 17500009047 90_bHLH
WIT_17s0000g05370_bHLH
WVIT 1750000505850 bHLH
WIT_ 1750000908150 _bHLH
WIT_ 1850001510300 _bHLH
WVIT 185001404670 _bHLH
WVIT 040008502750 _bZIP
WIT_ 0550020901090 _bZIF
WVIT_ 0650008501790 _bZIP
WIT_ 0650080500360 _bZIF
WVIT_ 080007906160 _bZIP
WIT_12:0028g02580 bZIP

VIT 0450023303710 MYB
VIT_05¢0020g01100_MYB
VIT_0550045g01020_MYB
\VIT 0550077 g00500_MYE
VIT 075000501350 MYB
VIT_0750005g02480_MYB
VIT 075000503340 MYB
VIT_0750130g00040_MYB
VIT 1150016g02780_MYB
VIT 145003600460 _MYB
VIT 1450060g00240_MYB
VIT 1450066501220 MYB
VIT_1450066g02180_MYE

WIT 1450083001 20_MYE
WIT_1450108g01080_MYE
WIT_15s0046g00170_MYE
WIT_17s0000g03560_MYE
WIT_18s0001g111T0_MYE
WIT_18s0117g00210_MYE
VIT_0250012g901040_NAC
WIT_03s0038g03410_NAC
WIT 04500239031 10_MAC
WIT 0650004900020 _MAC
WIT_08s0080g00780_MAC
WIT_0750031g02610_MAC
WIT_08s0007g02540_MAC
WIT_08s0007g07T840_MaC
WIT 1250028900860 _MAC
WIT_14s50068901490_NAC
WIT_1550048902270_MAC
WIT 1550048902 280_MAC
WIT_1550048g02300_MAC
WIT _1750000g00770_MAC

WIT_1320084500660_bZIP WIT_ 1850041900700 MAC

WIT 1350158900380 bZIP VIT 195u0143ﬂ329ﬂ'mc

WVIT 1850001914890 bZIP VIT_19s0027g00840_MAC

WIT_00s0184500010_ERF VIT 1950027 g00860_NAC

VIT 0250025501 360_ERF VIT_19s0027g008TO_MAC

WVIT_ 0250025504460 ERF VIT_19s0027g00310_MAC

WIT_D2s0025g04460_ERF WIT_08s0004903160_RAV

WVIT_ 032006 3g00460_ERF VIT_01s0010g03930_WRKY
WVIT 040008902230 ERF VIT_01s0011g00220_WRKY
VIT_ D450023g00970_ERF WIT_01s50026901730_WRKY
VIT 0520048500450 _ERF VIT_02s0025000420_WRKY
VIT_05s007Tg01860_ERF WIT_0250025901280_WRKY
VIT_0620061g01400_ERF VIT 0450002001470 WRKY
VIT_0T=0005g00820_ERF VIT 045000805760 WRKY
VIT_07s0005g03190_ERF WIT_ 0450003906800 _WRKY
VIT 0720005503 220_ERF VIT 0450069900920 WRKY
WIT_07Ts0005g03230_ERF WIT_ 0450069900370 _WRKY
VIT_07s0031901980_ERF WIT_ 0450069900980 _WRKY
WVIT_08s0002g09140_ERF VIT 0550077900720 WRKY
WVIT_100003g00140_ERF VIT_DBs0004g07500_WRKY
WVIT_10s0003g00580_ERF VIT 075003100080 WRKY
VIT_12s0028g03270_ERF VIT_0750141g00680_WRKY
VIT_12s0059501480_ERF VIT 0850040902070 WRKY
WIT_13s0067g01950_ERF VIT_ 0850058900680 WRKY
WVIT_14=0081g00730_ERF VIT_08s0058g01 380 WRKY
WVIT_15s0021g01590_ERF VIT 0950018900240 WRKY
WIT_15s0021g01600_ERF VIT_10s0003g02810"WRKY
VIT_ 15s0021g01610_ERF VIT 1050116901 200" WRKY
WIT_15s0021g02090_ERF VIT 1150052900450 WRKY
WIT_16s0013g01080_ERF WIT_12s0055g00340 WRKY
VIT_16s0100g00380_ERF VIT 13500679031 30CWRKY
VIT_1650100g00400_ERF WVIT 1350067903140 WRKY
VIT_17s0000g00200_ERF WIT_ 1450068901770 _WRKY
VIT_18s0072g00260_ERF VIT 1450108001 200WRKY
VIT 195001402 240_ERF VIT 1450108501280 WRKY
VIT_19s0030g01080_ERF WIT_ 1550046901140 _WRKY
VIT_00s0203g00070_MYE VIT_ 1550046902150 WRKY
VIT_D0s0341g00050_MYB WIT_ 1560046502190 WRKY
VIT_00s1352g00010_MYE VIT 1650050902510"WRKY
VIT_01s0011g03730_MYE VIT_17s0000g905810CWRKY
VIT_0250033g00450_MYE WIT_ 1850001910030 _WRKY
VIT_0250033g00450_MYE WIT™ 1850080000840 WRKY

VIT_04s0008g01800_MYE
VIT 0450008001840 MY B

M. 2. abra A Furmint nemesrothadasa és Marselan sziirkerothadasa (Kelloniemi et al. 2015)
sordn eltéréen kifejezddo transzkripeios faktorokat kodold gének szemléltetése.
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12. Koszonetnyilvanitas

Ko6szondm Pogany Miklés témavezetdmnek a szakmai felkarolasat, hogy biztatott az 6nallo
kutatésra, és hogy probalta atadni végtelen optimizmusat az élettel szemben.

Koszonom Horvathné Petroczy Mariettanak, hogy munkam sordn mindig segitett és
tamogatott.

Ko6szondm Szepsy Istvannak, hogy lehetdséget biztositott mintat gyiijteni szél6birtokan, és
hogy a sz616r6l felhalmozott emberdltonyi tudasat minden taldlkozasunkkor csepegtette belénk.

Koszonom Vaczy Kalmannak ¢és Hegyi-Kalé Julianak a segitségiiket és szakmai
iranymutatasukat.

Ko6szonom Kaman-Toth Evelinnek, Olah Csillanak a labormunkaban vald segitséget.
Ko6szondm a segitségét Vagi Palnak és Toth Laszlonak, akik nélkil az €16 szovet vizsgalat
nem johetett volna létre. Koszondom Molnar Béla Péternek és Szelényi Magdolnanak az
illatanyag gyiijtésben nyujtott segitségiiket.

Koszondém a munkdm sordn nyujtott tdmogatist a NOvényvédelmi Intézet Osszes
munkatarsanak, akiktdl rengeteg segitséget kaptam és még tobbet tanultam.

Kiilon koszonet illeti Sziileimet, akik megteremtették a lehetdséget, hogy elvégezzem a képzést
¢s mindig biztatnak az 0j dolgok felfedésére.

K6sz6ném Laurdnak, hogy kutaté munkdm soran mindvégig tdmogatott, hallgatta a szamara
értelmetlen téziseket és elnézte nekem a rendszeres éjszakaba nyul6 disszertaci6 irdsomat.

Koszonom Kondor Bernadettnek, hogy lehetséget biztositott a disszertaciom befejezéséhez,
¢és koszonom az EGIS Gyogyszergyar Zrt.-nek, hogy anyagi tamogatast nyujtott ehhez.

Koszonet a GINOP-2.3.2-15-2016-00061 (Sz6l6-bor kutatas fejlesztési kivalosagi kdzpont
létrehozasa) projekt anyagi timogatasaért.
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