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1. A munka el6zményei, a kitlizott célok

A tokaji asza a vilag egyik legkiilonlegesebb bora, melyet 2013-ban
magyarorszagi hungarikumnak nyilvanitottak. Az asza borok készitéséhez
sziikséges asziibogyokat az érett sz6l6fiirtok és a Botrytis cinerea Pers. gomba
kiilonleges kdlcsonhatasaként fellépd nemes rothadas folyamata eredményezi. A
sz6l0 szamara kedvezdtlen iddjarasi feltételek esetén ugyanakkor ez a novény-
gomba kolcsonhatas egy sulyos termésveszteséggel jard flrtbetegség, a
sziirkerothadas formajaban nyilvanulhat meg. A B. cinerea becslések szerint 10-
100 milliard dollaros veszteséget okoz évente az agrarszektorban vilagszerte
(Weiberg et al. 2013). Jelenleg kozel 7 milli6é hektaron termelnek sz616t (OIV-
International Organisation of Vine and Wine, Nemzetkozi Bor és Sz616
szervezet), és az a tény, hogy akar teljes termésveszteséget is okozhat a gomba

fertdzése, kiilondsen fontossa teszi a sz616-B. cinerea kapcsolat atfogd vizsgalatat.

A B. cinerea altal okozott nemesrothadas kialakulasahoz legalabb négy alapvet6

feltételnek kell egyiittesen fennallnia (Naar és Szarvas 2012):

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

2. A sz08l6bogyok mar érett, vagy tulérett allapotban legyenek;

3. A bogyohéjnak latszolag épnek, sériilésmentesnek kell lennie, hogy ne
kovetkezhessen be robbanasszerl fertdzés;

4. A penetracio megtorténte utdn hosszu, csapadékmenetes iddszak kovetkezzen.

E négy feltétel esetén a fertdzést kovetden a gomba lassan tud csak fejlodni, s6t
akéar le is allhat a novekedése. Sziirkerothadds esetén nedves, paras, felhds
1d6jaras kovetkeztében az érett sz616bogyok héja megreped, ezzel utat engedve a

robbanasszeru fertozésnek.

Korabban mar vizsgaltak nagy ateresztoképességii total transzkriptom vizsgalattal
a sz616-Botrytis kapcsolatot (Agudelo-Romero et al. 2015, Blanco-Ulate et al.
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2015, Kelloniemi et al. 2015), de ezekben a munkakban a két fert6zésforma
Osszehasonlitdsa, markerek azonositdsa nem tortént meg. Ezért kiilon hangsulyt
fektetek a kolcsonhatas két végkimenetelének a sz6l6bogyd és a gombasejtek
oldalarol tortén6 molekularis bioldgiai 6sszehasonlitasara, mely magyar (Tokaj-

hegyaljai) mintakon még nem tortént meg.

A Kkis RNS-ek nem transzlalodo révid RNS szakaszok, melyek kiilonb6z6
utvonalakon képesek csokkenteni célgénjiik mRNS szintjét. A Kis RNS-ek nem
csak termel6jiik gazdaszervezetének mRNS profiljat képesek modositani, hanem
a mikroba-novény interakcioban résztvevo masik fél mRNS profiljat is (Huang et
al. 2019). A sz616-Botrytis kolcsonhatas soran fellépd kis RNS profil és annak

valtozéasa a sz6l6ben kordbban nem keriilt vizsgélatra.

Az aszGsodas megvaldsulasahoz kiilonleges mikroklimatikus viszonyok
sziikségesek, melyeknek kialakulasat Tokaj-Hegyaljan a globdlis klimavaltozas
is veszélyezteti. Az asziusodas klimakamrdban torténd modellezése ezért

eléremutato tesztkornyezetet biztosit.

A sz616 illéanyagok rendkiviil fontos aromakomponensei a beldlik késziilo
boroknak. Az aszi boroknal a szG6l6 illatanyagai kiegésziilnek a B. cinerea
vegyitileteivel, melyek a nemesrothadas soran keletkeznek. A nemesrothadt és a
sziirkerothadt Furmint sz6lébogyok illatanyag profiljanak meghatarozéasat
szabadf6ldon nem lehet egyszerre vizsgalni, mert a két fertézésforma egyszerre
nem alakulhat ki. Az aszusodds modellezése soran viszont lehetdség nyilhat
kontrollalt koriilmeények kozott a két fertdzésforma altal okozott illatanyag profil

meghatarozasara.



2. Célkitiizések

1. A Furmint sz6l6bogyok botritizalddasanak korszovettani karakterizalasa.

2. Kiilonb6zé aszusodasi fazisban 1évé Furmint szOlobogyok total
transzkriptom analizise. A vizsgalat sordn a novényi és gomba mRNS
mintdzat egylittes elemzése.

3. Kiilonboz6 aszusodasi fazisban 1évé Furmint sz616bogyok kis RNS analizise.
A ndvényi és gomba MIRNS molekulak kifejez6désének egylittes vizsgalata.

4. A Furmint sz6l6bogyodk total transzkriptom eredményeinek dsszehasonlitdsa
mas botritizalodott sz616bogyok total transzkriptom eredményeivel.

5. Az aszlisodds modellezése laboratoriumi koriilmények kozott, idealis
iiltetvényi klimaparaméterek beallitdsa mellett.

6. Botritizaldédott Furmint bogy¢ illatanyag markereinek meghatarozasa.



3. Anyag és modszer

Az aszusodott Furmint sz6l6bogyokat a tokaji borvidéken talalhato Madrol, a
Szepsy birtok Betsek diildjébdl gytjtottem 2016, 2017 és 2018 6szén. Négy
aszusodasi fazist kiilonitettem el morfoldgiai jellegek alapjan:

I fazis: Ep, feszes bérszovet, melyen lathatd sériilés nincsen. A bogy6 szine
z0ldes sarga.

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

[1l.  fazis: A bogyo teljes egészében barnas lilas. Enyhén toppedt bogyok, akar
jelentdés mennyiségii gomba képlettel a felszinén.

IV. fazis: Az aszibogyok sokkal kisebbek, mint az eredeti sz610bogyo, sziniik
mély lila vagy barna. Erésen toppedtek, héjszerkezetilk megkeményedett,
akar lathato gomba képletek is vannak rajtuk.

3.1. Gomba biomassza meghatarozas

A kiilonb6z6 aszlisodasi fazistt Furmint sz616bogy6 mintdk gomba tartalmanak
meghatarozasat B. cinerea specifikus, modositott szendvics ELISA Kkittel
(LOEWE) végeztem a gyartd utasitdsai szerint. A gomba mennyiségének
kvantitativ meghatarozasahoz sziikséges volt a kalibraciés gorbe felvétele,

melyhez folyadék kultiraban felnovesztett B. cinerea-t hasznaltam.

3.2. El6-szovet vizsgalat

A sz616bogyo €16szovet meghatarozasanak alapjai Fuentes és munkatarsai (2010)
kozleményén alapszanak. A félbevagott sz6ldbogyok vagott felszinét
Fluoreszcein-diacetat fluoreszcein festékkel festettem meg, igy lathatova téve az
€16 sejteket. GFP sziirdvel ellatott fluoreszcens mikroszkop alatt rogzitettem a
fluoreszcencia jelet. A képfeldolgozashoz a MATLAB szoftver képfeldolgozé

modult hasznaltam.



3.3. Total RNS és kis RNS szekvenalas és adatfeldolgozas
A total RNS kivonas Reid és munkatarsai (2006), a kis RNS kivonas Carra és

munkatarsai (2007) munkajan alapszanak.

A total transzkriptom szekvendalasat ¢s a nyersadatok feldolgozasat az UD-
GenoMed Kft. végezte. A szekvenalast NextSeq500 késziiléken (lllumina)
végezték. A szekvencia illesztés kiilon a sz616 (Vitis vinifera IGGP 12x) (Jaillon
etal. 2007) és kiilon a B. cinerea (ASM83294v1) (Van Kan et al. 2017) referencia
cDNS adatbazisra tortént. Nyers expresszios adatok normalizaldsa DESeq
algoritmus alapjan tortént. Az eltéréen expresszalodo gének listajat azonositottuk
Tukey post hoc és Benjamini-Hochberg hamis talalati arany korrekcioval (FDR)
kiegészitett ANOVA teszttel.

A kis RNS szekvenalas Illumina NextSeqS00 késziiléken tortént a teljes
transzkriptom szekvenalashoz hasonléan. A leolvasott szekvenciak a V. vinifera
referencia genomra lettek illesztve. Ezt kovetéen a fazisok kozott eltéréen
expresszalodd miRNS-ek listajat azonositottuk Tukey post hoc és Benjamini-
Hochberg hamis talélati arany korrekciéval (FDR) kiegészitett ANOVA teszttel.
A novényi miRNS-ek célpontjat a PSRNATarget online szerver segitségével
prediktaltam (Dai et al. 2018).

A total transzkriptom szekvendlas validalasa soran a szekvenalashoz hasznalt
RNS mintakban Real-Time PCR technikdval megmértem 5-5 V. vinifera és B.
cinerea gén négy aszisodasi fazisban mutatott relativ expressziojat.

Az expresszio valtozas meghatarozasahoz a ddCt modszert alkalmaztam.

A GO kifejezések dusulasanak vizsgalatat a Cytoscape Bingo v3.0.3. szoftver
segitségével végeztem. A gének GO annotalasi konyvtarat az Ensembl-Biomart
¢s KEGG szerver segitségével készitettem el a V. vinifera és B. cinerea 6sszes
CDNS-re. A teszt soran hipergeometrikus statisztikat alkalmaztam és Benjamini

& Hochberg hamis talalati arannyal (p<0,01, FDR) korrigaltam az eredményt.



3.4. Az aszusodas modellezése

A frissen gyiijtott Furmint szélofiirtoket 10° B. cinerea konidium/ml
paratartamon inkubaltam O6Kket szobahOmérsékleten. Masnap az aszasodas
szempontjabol kedvezé ciklikusan ingadoz6 (nappal: 20 °C, RH%=60; ¢jszaka:
5-10 °C, RH%=98) hémérsékletii és paratartalmti klimakamraba helyeztem 6ket
jol szell6z6 ladakban. Ezzel parhuzamos ugyanigy elékezelt Furmint
szOlofiirtoket lezart, parasitott dobozokban is vizsgéaltam, melyeken

szurkerothadas alakult Ki.

3.5. Illatanyag gyiijtés

Az aszusodds ¢és sziirkerothadds klimakamrdban torténd modellezése soran
dinamikus illatanyag gyjtést végeztem a szOloflrtokrél. Az aktivszénnel
csapdazott illokomponenseket oldoszerrel lemostam és gazkromatograffal
kapcsolt tomegspektrométerrel azonositottam a vegyiileteket és hatdroztam meg

a mennyiségiiket.

4. Eredmények

4.1. Gomba biomassza meghatarozas

A 2016-0s és 2017-es mintagytijtés alkalmaval is meghatdroztam az asziisodott
Furmint sz6l6bogyokban a B. cinerea biomasszajanak mennyiségét ELISA
teszttel. 2016-ban egész bogyod Orleménybdl, mig 2017-ben a bogyodt
elkiilonitettem hus, héj, mag szovetekre és kiilon-kiilon hataroztam meg benniik
a gomba mennyiségét. Mindkét évben azt tapasztaltam, hogy az I. aszisodasi
fazisban alig vagy nem volt kimutathatd a gomba jelenléte. II. fazisban mar
megemelkedik a B. cinerea mennyisége, a IIl. fazisban eléri az aszisodas soran
tapasztalt maximumot, a IV. fazisban pedig mar enyhén csokken. A szdvetek
gombatartalméanak vizsgalata sordn azt tapasztaltam, hogy a gomba el6szor a
bogyo héjan jelenik meg, majd a III. és IV. asziisodési fazisra jelentds mértékben

a bogyo husaban van jelen.



4.2. Elé-szovet vizsgalat

A 2017-es mintagyiijtés soran gyiijtott Furmint sz616bogydkon meghatdroztam,
hogy az aszlisodds sordn mekkora a bogyok ¢€l6-szdvet aranya az egyes aszus
fazisokban. A vizsgalat soran az FDA festék bekeriil a sejtekbe, ahol nem
specifikus észterazok hatasara fluorofor vegyiiletté alakul at. A fluoreszcenciat
fluoreszcens mikroszkop segitségével detektaltam ¢és Matlab program
haszndalataval analizaltam a képeket. Az eltérd bogy6 méretek miatt sziikség volt
az adatok normalizalasara, amit a bogyo keriiletének meghatarozasaval értem el.
A masodik fazisban mért normalizalt élészovet mennyisége 36%-a az elsd
aszusodasi fazisban mértnek, a harmadikban pedig mindossze 4%-a. A négyes

fazisban, ami mar kész asziibogyot jelent, fluoreszcens jel nem volt detektalhato.

4.3. Total transzkriptom szekvenalas eredmények

A sz06l0 és gomba totdl transzkriptom szekvenalas expresszids értékeinek
vizsgalata soran minden esetben az 1. aszusodasi fazishoz tortént az expresszios
értékek viszonyitasa. Az €16 szovet vizsgalatbol nyilvanvaldva valt, hogy a IV.
aszusodasi fazisban kapott szekvenalasi eredmények a sz616 tekintetében csak a
magbol szarmazhatnak, ezért ezeket nem vettem szamitasba a biologiai
folyamatok vizsgalata soran. A szekvenalasbol nyert génexpresszios profilok a
sz016 (1. dbra) és gomba esetében is fazisonként jol elkiiloniild, de azonos fazison

beliil hasonld mintazatot mutatnak.
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IV. L. II. [1I.

Aszu fazisok

1. abra
Furmint sz616bogy0 totdl transzkriptom analizisének expresszids értékei

aszusodasi fazisonként, hierarchikus klaszterezésben abrazolva.

A 1I. aszhsodasi fazisban 1637, mig a III. fazisban 2126 indukalodott gént
azonositottam. Ezek koziil 1517 gén azonos volt. GO kifejezés dusulasi tesztet
végeztem szOloben végbemend biologiai folyamatokra. Mindkét aszisodasi
fazisban szignifikansan aktivalodtak a védekezésben szerepet jatszo, Kitin

lebontésért, sejtfal mddositasért és redox folyamatokért felelos gének.

4.3.1. A sz06l6 antioxidans rendszerek aktivalédasa aszisodas soran

A glutation-s-transzferdz gének koziil 18, glutation-peroxiddz gének koziil csak
két gén indukalodott az azonositott 17-bdl. Két szuperoxid-dizmutdaz (SOD) gén
indukalodott, két kataldz gén expresszidja csokkent. A 90 azonositott peroxidaiz

génbdl 16 gén indukalodott a II. és 15 a I11. aszGisodott fazisban.

4.3.2. L-fenilalanin lebontasabol eredé masodlagos anyagcseretermékek
szintézise

A novényi sejtekben az L-fenilalanin lebontasaval fenilpropanoid, sztilbén és
flavonoid prekurzorok képzddnek. A nemesrothadas soran tiz fenil-alanin-

ammonia-liaz gén expresszioja novekedett meg 1-3 (logz) értékkel. A transz
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fahéjsav-4-monooxigendz expresszidja nagy mértékben megnétt és a 4-kumaril-
Koa-ligaz gének expresszioja is emelkedett. Ezek a gének elengedhetetlenek a

fenilpropanoid tvonal tovabbi, egymasra épiild metabolikus folyamataiban.

A lignin bioszintézishez vezetd ut a p-kumarilsav p-kumaril-3-Aidroxilaz enzim
altal katalizalt hidroxilaciojaval agazik le, de ezeknek a géneknek az expresszidja
nem mutat valtozast az asziisodas soran. Az igy keletkez6 kavésav a kavésav-3-
O-metiltranszferaz (COMT) segitségével metilezodés kozben ferrulasavva

alakul.

Ezzel ellentétben a sztilbén-szintdaz gének nagy szamban indukalodtak. Az
antocianinok bioszintézisében a végsé glikolizalasért az UDP-Glc:flavonoid 3-O-
glikoziltranszferaz (UF3GT) a felelds. Furmint sz616 nemesrothadasa soran tobb
UF3GT gén transzkripcioja megndvekedett. Tovabba harom, a genomban egy
klaszterben elhelyezked6 UF3GT gén kizardlag a nemesrothadas soran
indukalodik (Agudelo-Romero et al. 2015, Blanco-Ulate et al. 2015, Kelloniemi
et al. 2015).

4.3.3. PR fehérjék a tokaji aszusodas folyamataban

A jellemzden szalicilsav kozvetitette jelatviteli utvonalon helyetfoglalo PR1
(Pathogenesis-related 1), PR2, PR5 gének, melyek biotro6f korokozok esetén
indukalddnak a Furmint aszisodasa soran tobbnyire repressziot mutatnak. A JA-
kozvetitette jelatviteli utvonalhoz kotheté PR3 (Endokitinaz), PR4 (Kitinaz), és
PR12 (Defenzin) csoportba tartozé gének viszont indukalodnak. Az azonositott
PR6 (Proteinaz inhibitor) csaldd génjei koziil mindegyiknél indukalodas
figyelhetd meg, igy ez a legintenzivebben aktivalodd PR csoport az egészséges

bogyokban mért génexpresszids profilhoz képest.

4.3.4. Transzkripcios faktorok expresszioja a Furmint aszasodasa soran
A ndvényi transzkripcios faktoroknak (TF) hat csaladja (AP2/ERF, bHLH, MYB,
NAC, WRKY, bZIP) kotheté a koérokozok elleni védekezé mechanizmusok

szabalyozasahoz. A 100 AP2/ERF csaladba tartozd TF-ok koziil 25-nek az
12



expresszioja valtozott a tokaji mintdk esetében, melyek koziil csak kettd
represszalodott. A sz6ldben azonositott 115 bHLH tipusu TF-bol 11 gén
expresszidja valtozott szignifikansan, melyek koziil a fele indukalodott. 138 MYB
tipusu TF-bol 14 expresszios értéke valtozott szignifikdnsan, melyeknek a
harmada represszalodott. 71 NAC tipust TF-bol 11 expresszidja valtozott, melyek
kozil kilenc indukalodott. 47 bZIP TF-bol aszasodott Furmint mintakban
minddssze 11 expresszidja valtozott meg, melyek fele indukalédott. A sz6l6ben
azonositott 59 WRKY tipust transzkripcios faktorbol 23 expresszios értéke 1épte

at a kiiszobértéket a kontrollhoz képest, minddssze két gén expresszioja csokken.

4.4. Furmint és Semillon nemesrothadas expresszios profiljanak
osszehasonlitasa

Osszehasonlitottam a Furmint és a Semillon mésodik és harmadik asztsodasi
fazisban indukalodé gének profiljat (Blanco-Ulate et al. 2015). Az
Osszehasonlitasi eredmények szerint a masodik fazisban a Furmint mintakban
aktivalodott gének 73%-a (1186/1637) és a Semillon 45%-a (1186/2645)
megtaladlhatdé mindkét csoportban, mig a harmadik fazisban a tokaji mintdkban
aktivalodott gének 67%-a (1430/2126) és a Semillon 52%-a (1430/2732)

megtalalhaté mindkét csoportban.

Osszehasonlitottam a Furmint és a Semillon II. fazisban 1évé nemesrothadt
mintdk transzkripcios faktorainak valtozasat. Mind a hat vizsgalt TF esetében
hasonlé volt az indukalddott és represszalddott TF-ok aranya TF csaladon beliil.
Sok esetben ugyanazok a gének expresszids €rtéke valtozott meg, igy kialakitva

a hasonldo TF mRNS profilt.

Osszehasonlitottam a Furmint és a Semillon sz616fajtadk nemesrothad4sa soran
valtozo expressziot mutatd PR tipust gének szamat. A két vizsgalt sz0l6fajtanal
azonositott valtozo expressziot mutatd PR proteinek szdma a Semillonnal kozel
masfélszer annyi volt, mint a Furmintnal (Furmint: 46, Semillon: 71). A tokaji
mintaktol eltéréen — ahol csak a JA (PR3, PR4, PR12) utvonalhoz kétheté PR
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proteinek aktivalodtak —a Semillon mintak esetében mind a SA (PR1, PR5), mind
a JA (PR3, PR4, PR12) utvonalhoz kothetd PR proteinek aktivalodtak. A PR6

csalad génjei mindkét esetben hasonléan hatarozott indukciot mutatnak.

4.5. A nemesrothadas és a sziirkerothadas dsszehasonlitasa

Osszehasonlitottam a Furmint nemesrothadt és a Marselan sziirkerothadt
mintakban aktivalodo gének szamat és mindségét (Kelloniemi et al. 2015). A
Furmint II. aszasodasi fazist 6sszehasonlitva Marselannal alig tobb mint 600 gén
(eltérd expressziot mutatd gének 22%-a) volt azonos. A sziirkerothadas és a tokaji
nemesrothadas soran valtozé expressziot mutatd TF-0k expresszios értékeinek
Osszehasonlitdsa sordn azt tapasztaltam, hogy a sziirkerothadas soran kevesebb
TF indukalodik a sz6l6ben. Féleg az AP2/ERF, MYB ¢s WRKY TF indukcidja

marad el a nemesrothadas soran tapasztalttol.

Osszehasonlitottam a sziirkerothadas és az aszisodds soran valtozo expressziot
mutatd PR tipustu gének szamat. A két vizsgalt fertézésformaban azonositott
valtoz6 expressziot mutatd PR proteinek szama kozel azonos (aszu: 46,
sziirkerothadt: 49). Az aszGsodott mintak esetében a gének 70%-anak mig a
szlirkerothadt mintak esetében kozel 90%-anak ndtt az expresszidja a kontrollhoz
képest. A Furmint mintaktol eltéréen — ahol csak a JA (PR3, PR4, PR12)
utvonalhoz koéthetd PR proteinek génjei aktivalodtak — a sziirkerothadt mintak
esetében mind a SA (PR1, PR2, PR5), mind a JA (PR3, PR4) atvonalhoz kothetd
PR proteinek aktivalodtak. Sziirkerothadas soran aktivalodott PR2 gének koziil itt
is megfigyelhetd a VIT_06s0080g00420 gén indukcidja, hasonldéan a Furmint és

Semillon sz6l6fajtdknal nemesrothadds soran.

Osszehasonlitottam az aszisodds és a sziirkerothadas soran, hogyan véltozik a
reaktiv oxigénszarmazékok ellensulyozéasaért felelds gének expresszidja. Az
aszisodashoz hasonléan kevés SOD gén aktivalodott sziirkerothadas sordn. Az
indukalodott SOD gének eltéréek, de az indukalodds mértéke mindkét

fert6zésformanal jellemzOen kétszerese volt a kontrolhoz képest. A glutation-
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peroxidadz izoformak esetében nem volt kimutathatd expresszids valtozas, mig a
katalaz gének expresszidja a tokaji mintakban csokkent, a peroxidaz gének
esetében azonban sokkal véltozatosabb a helyzet. Jelentdsebb expresszids profil
kiilonbséget a ROS eliminald rendszerek koziil a glutation-S-transzferdz-ok
génexpresszios profiljaban tapasztaltam. Az aszusodott mintaknal 18 GST gén
aktivalodott, mig a sziirkerothadt mintdknal alig négy. Ezeknek a géneknek az
expresszid novekedése is kisebb az asziis mintdk esetében tapasztalt 3-8-szoros

valtozasnal.

4.6. A B. cinerea gomba transzkripciés eredményei

A B. cinerea transzkripcidos eredményei mind a négy aszusodasi fazisban
értékelhetd eredményeket hoztak, mert a IV. aszlisodasi fazisban is ¢16 gomba
talalhato az elhalt bogyoban. A GO kifejezés dusulési tesztet elvégezve azt az
eredményt kaptam, hogy leginkdbb a transzport folyamatok aktivalodnak. A
kettes fazisban kevesebb transzport folyamat aktivalodik a harmashoz képest és
azok is jellemzden aminosavak és polimerizdtumok transzportjara iranyulnak.
Ezzel szemben a harmas fazisban jelentds mennyiségli szénhidrat, peptid és
kofaktor transzport-folyamat jelenik meg. A korabban azonositott 275
extracellularisan megjelend szénhidratbontd enzim (Blanco-Ulate et al. 2014)
génexpresszios vizsgalata soran az endo-poligalakturondz-1 és az endo-
poligalakturondz-2 mar a korai aszusodasi fazisban magas expresszidt mutatott
hasonloan a pektin-metiltranszferaz-ok, pektin-liaz-ok és pektat-liazok-hoz.
Addig az endo-poligalakturondz-6-nak csak a Il., III., IV. fazisban emelkedik
meg a transzkriptum szintje, hasonléan az endo-ramnogalakturondz, endo-p-

glukanaz és ramnogalakturonaz génekhez.

A Furmint aszGsodasa soran a B. cinerea ROS eliminalo enzimeinek
génexpresszids mintazatat iS vizsgaltam. A sz6l6hoz hasonldéan a SOD gének
indukélodasa a gomba oldalarol sem tortént meg, de harom kataldz gén, harom

peroxidaz és kilenc glutation-s-transzferdz gén indukalodott az aszusodas soran.
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A B. cinerea masodlagos anyagcseretermékeinek szintéziséért 44 kulcsenzim
tehetd feleléssé (Collado 2015), melyeket megvizsgaltam aszisodott Furmint
mintakban. Tizenhat génnél talaltam szignifikans valtozast akar pozitiv akar
negativ iranyban. A poliketid-szintdz-6 gén, ami a gomba altal termelt fitotoxin, a
botciniksav szintézisének kulcsenzime (Dalmais et al. 2011) az aszGisodas korai

szakaban indukalodott.

4.7. Kis RNS szekvenalas eredménye

A kis RNS szekvenalas soran azonositottam 36 V. vinifera kis RNS varianst (21
miRNS f6csoport), amelyek eltéréen fejezddnek ki az aszusodas folyamata alatt.
A kettes fazisban 15 kis RNS expresszioja valtozott, amibdl kilencnek nétt a
mennyisége. A harmas fazis esetében 34 kis RNS-bol 19 expresszidja ndtt meg
szignifikansan. A kettes aszGsodott fazisban megnovekedett expressziot mutatd
kis RNS-ek célgénjei kozott van két kis RNS biogenezishez kotheté gén, egy
feltételezhetéen NB-LRR fehérjét kodoldo gén és egy HD-Zip transzkripcios
faktor. Ezeknek az azonositott célgéneknek az expresszidja 1,7-2,5 érték kozott
csokken a II. aszusodasi fazisban a kontrollhoz képest.

A masodik fazisra csokkent expressziot mutaté Vvmir408 kis RNS célgénje a
VIT_19s01779g00260 szd6l6 gén, ami egy szerin/treonin protein-kindz-t kodol.
Ennek a génnek az expresszidos értéke a masodik fazisban tobb, mint

haromszorosara nd az egészséges bogydban mért értékhez képest.

A harmas fazisban megnovekedett expressziot mutatd azonositott kis RNS-ek
célgénjei kozott van tobb transzkripeids faktor: harom GRAS csaladba, ketté HD-
Zip csaladba, ketté SBP csaladba és egy MYB transzkripcids faktor csaladba
tartozo gén. Az egyes TF csaladok csendesitéséért jellemzéen néhany kis RNS
felelds, igy a GRAS csaladot a VvmiR171b és a VvmiR171i, a HD-Zip TF csaladot
a VvmiR166a, az SBP TF csaladot a VvmiR156b és a MYB csaladot a VvmiR159¢

csendesiti. A TF-ok csendesitésének hatasdra az expressziojuk 1,6-4,7-szer
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alacsonyabb, mint a kontroll mintakban. A kettes fazishoz hasonloan megjelennek
a kis RNS biogenezishez kothetd gének és az NB-LRR receptor tipusu fehérjét
kodolo gén csendesitéséért felelds kis RNS-ek.

A V. vinifera-ban azonositott kis RNS-eket illesztettem a B. cinerea genomra is,
azt vizsgalva, hogy a n6vény-gomba kolcsonhatas soran létrejohet-e B. cinerea-
ban géncsendesités a sz616 kis RNS-ek altal. A kettes fazisban mindossze egy,
feltételezhetden gomba dajkafehérje (chaperon) gént tudtam eldrejelezni. A
harmas fazisban két célgént tudtam azonositani, melyeknek az expresszidja az

adott aszusodasi fazisban csokkent is.

4.8. Illatanyag gyiijtés az aszhsodott és sziirkerothadt szélofiirtokrol

Az asziisodds klimakamraban torténd modellezése soran intakt, egészséges
Furmint sz6lofiirtoket hasznaltam kiinduldsi mintdknak. Az aszisodassal
parhuzamosan ugyanilyen homérsékleti profil mellett, de folyamatosan magas
relativ paratartalmat fenntartva sziirkerothadt szolofiirtoket is eldallitottam. A
szOloflirtok 1égterébdl 4 Ords dinamikus illatanyaggytijtést végeztem. Az
illatanyag mintdkat GC-MS miiszerrel vizsgaltam. A kromatogramokat
kiértékelve 35 cstics mennyiségét értékeltem €s ezek koziil 32 vegyiiletet sikertilt
azonositanom. Az aszGsodott és sziirkerothadt illatanyag profilok
komponenseiket tekintve hasonldéak. Mindkét mintatipusnal tobbféle alifas
alkohol, monoterpén és aromas vegyiilet jelent meg. Jelentés mennyiségben jelen
vannak a karbonsav szarmazéku illatanyag komponensek, amik a ndvényi
sejtmembran sériilés hatasara keletkeznek. Statisztikai elemzés soran kilenc
komponens mennyisége kiilonbozott szignifikansan az eltéré minta tipusokban.
Ezek koziil a fenetil-alkohol, [S,S]-2,3-butandiol, esetsav, 1-oktén-3-0l, acetoin,
izoamil-alkohol és izobutanol mennyisége sziginifikansan nagyobb volt a
szlirkerothadt mintakban. A transz-geranil-aceton ¢és szulkaton, vegyiiletek

mennyisége az egy hete asziisodott mintdkban emelkedett meg.
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5. Kovetkeztetések

Disszertaciomban a nemesrothadasban résztvevé Furmint sz6l6 és B. cinerea
gomba kolcsOnhatdsanak vizsgélati eredményeit mutattam be. A munkdm
kiterjedt makroszkopikus vizsgalatokra, novény és gomba total transzkriptom
vizsgalatra, kis RNS szekvenalasi eredményekre ¢&s illatanyagprofil

meghatarozasra.

ELISA technikaval meghatiaroztam a B. cinerea gomba eloszlasat kiilonb6z6
aszusodasi fazist szolobogydkban. Az érett, de sértetlen bogyo esetében csak a
bogyd héjan tudtam kimutatni gombat, majd az aszisodas eldérehaladtaval egyre
nagyobb mennyiségli gombat detektdltam a bogyd belsejében. A harmadik

aszusodasi fazisban tetdzott a gomba mennyisége, ezt kdvetden csokkent.

A sz016bogyo él6szovet vizsgalata soran egy Szemi-automatizalt élészovet
meghataroz6 rendszert adaptaltam, amellyel gylimolcsok vitalitdsat lehet
kvantitativan meghatarozni. A rendszer alapja a fluoreszcein-diacetat festék, mely
¢lé sejtben UV fény hatasdra fluoreszcens fényt bocsat ki, amit nagy
érzékenységli kameraval rogzitettem, majd sajat készitési algoritmussal
elemeztem ki a képeket. A vizsgalatbol kidertilt, hogy a bogy6 sejtjei a masodik
aszusodasi fazisban mar jelentds szdmban elpusztultak, a harmadik fazisban pedig
szinte csak a mag kozvetlen kdrnyezetében tudtam kimutatni €16 sejtet. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak az RNS szekvendlds sordn kapott nyers
leolvasasi szekvenciak sz616 referencia cDNS adatbazisra illesztett aranyaival is
— ahol a sz06l6re illeszkedd leolvasasi szekvencidk az aszsodas elérehaladtaval

csOkkennek.

A transzkripcios eredményekbdl kideriilt, hogy a Furmint asziisodasanak II. és
III. fazisdban hasonld bioldgiai folyamatok jatszodnak le a bogyoban. Erdsen
indukaloédnak a sejtfal modositasaért felelds enzimek, antioxidans rendszerek

(GST, peroxidazok), hésokkfehérjék, PR fehérjék, biotikus stressz elleni
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védekezésben szerepet jatszo transzkripcios faktorok és a fenil-propanoid utvonal

enzimeit kodolo gének.

A Furmint asziisoddsanak génexpresszids mintazata nagy hasonldésagot mutat mas
fajtaji nemesrothadt sz616bogyok génexpresszios profiljaval, amibdl kovetkezik,
hogy a nemesrothadéas alapvetden nem szd6l6fajta specifikus, tehat altalanosan
eléforduld biologiai folyamat. A Furmint aszisodads ezen beliil mutat egyedi
jellegeket mas nemesrothadasi folyamatokkal szemben, mint pl.: jelentés a JAZ
gének indukcidja, aminek kovetkeztében a bHLH transzkripcios faktorok erds
indukciodja is megfigyelhetd, tovabba kizarélag a jazmonsav indukalta PR3,4,12

gének aktivalodnak.

Kutatdsom soran sikeriilt azonositanom tobb a nemesrothadédsra jellemzé
génexpresszids mintdzatot a sziirkerothadas és éretlen sz6ldbogyod fertézésével

Osszehasonlitva.

Ilyen marker folyamat a nemesrothadas soran a GST, peroxidaz és PR6 gének erds
aktivitasa, melyek a sziirkerothadas soran szinte teljesen hidnyoznak. A biotikus
stressz elleni védekezésben is szerepet jatszo AP2/ERF transzkripcids faktor
csalad indukcidja egy nagysdgrenddel nagyobb a nemesrothadds soran,
feltételezhetOen a toppedés okozta ozmotikus stressz miatt. Azonositottam egy
nemesrothadas soran specifikusan induk4loddé WRKY transzkripcids faktort, mely
feltételezhetden szerepet jatszik az aszusodasban. A MYB14 és MYB15 gének
expresszidja megnd nemesrothadas sordn, és az altaluk indukalt sztilbén-szintaz
gének expresszidja is sokkal nagyobb, mint a sziirkerothadas soran. Ep fehér
sz6l6ben nem indukaldodnak az UF3GT gének, melyek az antocianin bioszintézis
egyik kulcslépéséért felelnek. Azonban kutatasi eredményeim megerdsitik azt,
hogy nemesrothadds soran jelentésen indukalodnak ezek a gének, ami

megmagyarazza az aszubogyok barnés-lila szinét.

A total transzkriptom vizsgalat és a klimakamrdban modellezett aszusodas

eredményeibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a két eltérd fertézési forma
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kialakulasaért felelés kulcs tényezé a B. cinerea megjelenését kovetd idéjarasi
koriilmény. Amennyiben a fertdzés utdn a gomba szdmara kedvezdtlen meleg,
szaraz id6jaras koszont be, akkor a gomba novekedése lelassul, amivel a sz616
1d6t nyer, és ha nem i1s 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 iddjaras elhtizodik, akkor a gomba olyan agressziven képes

fejlédni, hogy a bogyoénak nincs ideje reagalni ra, és szilirkerothadas torténik.

Kutatdsom soran elséként készitettem kis RNS szekvenaladst nemesrothadt
sz6l0bogyokbol. A kis RNS szekvendlds eredményei arra utalnak, hogy az
aszusodas korai szakaszaban a kis RNS-ek tobbnyire a ndvekedés gatlasat idézik
eld, tovabba a korabban kis RNS-ek altal csendesitett proteazok, lakkazok,
szuperoxid-dizmutazok és tovabbi védekezésben szerepet jatszoé gének
felszabadulnak a gatlas alol. Az aszusodas késobbi szakaszaban a ndvekedés

gatlasa erdsodik, €s a kis RNS-ek f6 célpontjai a transzkripcios faktorok lesznek.

A Furmint aszasodasat okozo B. cinerea gombaban kevesebb kutindz, katalaz,
masodlagos anyagcseretermékért felelds gén €s peroxidaz gén indukalddik, mint
sziirkerothadas soran. Ezeknek a kiilonbségeknek az ellenére a nemesrothadt és
sziirkerothadt fert6zésformat mutaté gomba génexpresszios profilja hasonld, ami

azt sugallja, hogy a fert6zés kimenetele kevéssé fligg a gomba anyagcseréjétol.

Parhuzamosan modelleztem a sziirkerothadds és az aszisodas folyamatat
klimakamrdban, imitdlva a hosszantarté es6s iddszakot, mely a
szlirkerothaddsnak kedvez és az aszinak kedvezd szaraz-paras valtakozo
iddjarast.

A keletkezett sziirkerothadt és aszus fiirtok légterébdl illatanyag gyiijtést

végeztem, majd azonositottam és meghataroztam az illatanyagok mennyiségét.
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Az aszusodas elorehaladtaval a szOlofiirt illatanyag profilja valtozik. A
szilirkerothadt illatanyag profil hasonlit az aszisodott mintaéhoz, azonban néhany,

foleg erjedésbdl szarmazod alkohol mennyisége kiugréan megno.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kimutattam, hogy az aszisodas soran a Furmint sz6l6bogyo sejtjei a
folyamat korai szakaszaban elpusztulnak.

Osszeallitottam a Furmint szOl6fajta aszisoddsanak transzkripcios
mintazatat mind a sz616-, mind a B. cinerea sejtjeire vonatkozdan.

A Furmint aszGsodasa soran a glutation-S-transzferdz gének és a
fenilpropanoid anyagcserében szerepet jatszo bizonyos gének (VvMyb14,
VWMyb15, VvMybPAl, VvMybC2-L1, VVUF3GT) transzkripcidja
markansan eltér a sz6l6 szlirkerothadasa soran tapasztalt génexpresszios
valtozasoktol.

Aszlsodas soran a B. cinerea sejtjeiben nem kovetkezik be a kutindz
gének aktivalodasa, sziirkerothadds soran viszont a kutindz gének
(Bcin01g10830, Bcin01g09430, Bcin07901240) miikddése fokozodik.
Osszedllitottam a Furmint nemesrothaddsanak kis RNS mintazatat és
szekvenciaelemzés segitségével prediktiltam az eltérden kifejez6do kis
RNS-ek sz016 célgénjeit.

Meghataroztam t6bb olyan illatanyag jelenlétét, melyek a sziirkerothadt
¢s nemesrothadt Furmint szO6l6bogydkban eltérd mennyiségben
termelddnek. A sziirkerothadt mintakban 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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