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1. BEVEZETES

A borszbl6 (Vitis vinifera) és az emberiség kapcsolata tobb ezer évre nyulik vissza,
meghatarozoé szerepet betoltve gazdasagi, kulturalis, vallasi és tarsadalmi szempontbél.
Régészeti leletek tanUsaga szerint a sz6l6 termesztése és a borkészités a neolitikum
idején, jelen volt a Kaukazus és a Kozel-Kelet térségében, majd a mediterraneumban a
gorogok és romaiak fejlesztették magas szintre kulturajat (McGovern, 2019). A sz6l6 és a
bor a torténelem soran mez6gazdasagi terményként, kereskedelmi arucikként és
liturgikus italként is kiemelt jelentdségl volt, a mai napig fontos identitasképz6 szereppel
bir borvidékek és kozdsségek életében (Unwin, 2005). A sz6l6termesztés és boraszat a
vildg szamos részén meghatarozé gazdasagi agazatta valt, mikoézben kulturalis
szimbolikaja — az Unnep, a kozosség, az életorom kifejezéjeként — toretlenil fennmaradt.
A sz06l6 betegségei évszazadok 6ta meghatarozzak a termesztés sikerét, mivel kozvetlentl
befolyasoljdk a termés mennyiségét és mindségét, ezaltal a boraszat gazdasagi
stabilitasat is. A 19. szdzadban Eurépaba behurcolt kdrokozdk - a lisztharmat (Erysiphe
necator), a peronoszpora (Plasmopara viticola), a feketerothadas (Guignardia bidwellii) és
a filoxéra (Daktulosphaira vitifoliae) — jarvanyszer(en terjedtek, alapjaiban alakitva at a
kontinens sz6l6kulturajat. A védekezés ekkor kapott tudomanyos alapot: a borddi 1é
felfedezése (Bailey és mtsai, 2024) mérfoldkd volt a modern névényvédelemben.

Magyarorszagon a sz6l6betegségek tudomanyos feldolgozasa a 19-20. szazad forduléjan
kezd8édott. Linhart Gyorgy és Mezey Gyula 1895-ben megjelent ,,Sz8l6betegségek” cimd
monografidjavolt az els§ magyar nyelvd, atfogd szakm (Linhart és Mezey,1895). Az 1896-
ban létrehozott Magyar Kiralyi Kézponti Szélészeti Kisérleti Allomés és Ampeloldgiai
Intézet Eurdopa egyik legkorszerlbb kutatohelyévé valt, megalapozva a hazai
novénykortani kutatasok intézményes kereteit (Mikulas, 2013).

A jelen dolgozat témajaul szolgalé megbetegedések kutatasi hattere, megitélése és a
feléjuk iranyuld érdeklédés valtozd dinamikat mutatott az elmult évtizedekben. A Tokaj-
hegyaljai Album megjelenése 6ta (Szabd, 1867), amikor leirasra kertl az aszisodas és az
aszuszem pontos meghatarozasa, a kutatasok els6sorban a boraszati vonatkozasokat
helyezték eldtérbe, mig a szurke- és nemesrothadas kérokozojanak vizsgalata egészen a
legutdbbi idékig nem volt meghatarozé a magyar sz6lénovényvédelmi kutatasokban. A
sz6l6 tbkebetegségeihez kapcsoléddéan Lehoczky Janos, a 20. szazadi magyar
sz6lénovénykortan meghatarozé alakja, uttoréként foglalkozott a betegség kdrtanaval és
Okolégiai 0sszefuggéseivel. Kutatasai Uj iranyt szabtak a névénykdrtan hazaifejlédésének,
és hozzdjarultak a komplex, tobbkorokozés rendszerek integralt szemléletl
megkozelitéséhez, amely a jelen dolgozatban is alapvetd jelent6séga.

A disszertaciéban ismertetett kutatasi eredmények illeszkednek a nemzetkozi
tudomanyos iranyvonalakhoz, mikdzben arra torekednek, hogy feltarjak az eddig még
nem ismert folyamatokat, ugyanakkor kiemelt figyelmet forditanak a hazai agazati
igényekre, elméleti, és gyakorlati vonatkozasban egyarant.



A sz8l6 szlirke- és nemesrothaddsaban meghatarozd Botrytis cinerea az egyik
legismertebb novénykdrokozd, kartétele szinte minden gazdasagilag kiemelt jelentéségl
novény kulturakban jelentés, amelyet globalisan évi mintegy 100 milliard amerikai
dollarra becslilnek (Canessa és Ferrari, 2025). A B. cinerea mint tipikus nekrotrof
novénypatogén Kkiterjedt gazdasejt-elhaldst idéz el6, hogy elésegitse a szovetek
kolonizaciojat (Bi és mtsai, 2023), ezért a nekrotrof gombak kutatasanak egyik kiemelt
modellorganizmusava valt. Az -omikai médszerek rohamos fejlédésével ma mar tobb
teljes genom-szekvencia és egy rendkivili részletességgel feltart referencia-genom (Van
Kan és mtsai, 2017) all rendelkezésre, atfogo és részletekbe mend betekintést biztositva
a koérokozd és gazdanovényei molekularis szintl kolcsonhatdsaiba. Paradox maddon
ugyanakkor sajatos kornyezeti feltételek kozott ez a kdérokozé képes arra is, hogy novelje a
termés értékét egyetlen novényfaj esetében: a sz6l6bogydkban kialakulé nemesrothadas
révén lehetdvé valik a kivételes mindségui tokaji és sauternes-i borok eléallitasa.

A sz6l6tékék vaszkularis gombas fertézései — a sz6l6 t6kebetegségei (grapevine trunk
diseases, GTDs) - vilagszerte sulyos és mindmaig megoldatlan problémat jelentenek. A
védekezést a korokozok latens életmaodja, sokfélesége és a hatékony fungicidek hianya is
neheziti, ami a kutatasokat a biolégiai védekezés és a biokontroll-agensek alkalmazasa
felé tereli (Songy és mtsai, 2019). A jelent6sen fert6zott vagy mar elhalt sz6l6t6kék
eltavolitasa és poétlasa vilagszinten évente mintegy 1,5 milliard dollar veszteséget jelent
(Fischer és Peighami-Ashnaei, 2019), mig az alacsony termo&képességl(i vagy kiesé
Ultetvények Ujra telepitésének globalis éves koltsége elérheti az 1,132 millidard eurét
(Hofstetter és mtsai, 2012). A korabbi vizsgalatok alapjan eddig 34 gombanemzetség 133
faja hozhaté Osszefliggésbe a tékebetegségek kialakulasaval, amely révén ezek a
kérokozok jelentik a novényeket fert6zé gombak legnagyobb ismert csoportjat (Gramaje
és mtsai, 2018). A legujabb, metagenomikai megkozelités( vizsgalatok 174 fajt és 32
nemzetséget mutattak ki a sz6l6torzs-betegségekkel 6sszefliggésben (Li és mtsai, 2023).
A kordbban eredményesen alkalmazott natrium-arzenit hasznalatat toxikologiai okokbol
betiltottak (Mondello és mtsai 2018), igy ma a védekezés elsésorban a megel&zésre és a
tlinetek enyhitésére épul.

A molekuldaris és mikrobialis kolcsonhatdasok megismerése a nemesrothadas
folyamataban nemcsak elméleti szempontbodl lehet érdekes, hanem gyakorlati oldalrolis
segitheti a szakembereket a folyamat jobb megismerésén tul, az eredményesebb termés
és termelés Dbiztonsdg elérésében, a szlreti idépontok és megfeleld
termesztéstechnolégiai elemek kivalasztasaban. Ugyanez a kolcsOnhatasvizsgalat a
sz6l6 tbékebetegségei esetében a kdrokokozdkozosségek elemeinek és okoldgiajanak
megismerését és a biokontroll-alkalmazasokra épuld, integralt megelézési protokollok
megalapozasat szolgaljak, amelyek a kurativ kémiai eszkdztar hianya mellett is ndvelhetik
a tékék élettartamat, csokkenthetik az lltetvényszint(i gazdasagi kockazatot és eldsegitik
a fenntarthato sz6l6termelést.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Botrytis nemzetség és a Botrytis cinerea

A Botrytis nemzetség rendkivil sok fajt foglal magaban, amelyek biolégiai, dkologiai,
morfolégiai jellemzbikben és gazdandvény-spektrumukban jelentésen kulonboznek
egymastol. Kulonésen a molekularis genetika és a relevans filogenetikai markerek
fejlddése révén az elmult években a nemzetségen bellul mintegy 30 faj jellemzése tortént
meg, koztuk hét Uj faj, egy hibrid és egy fajkomplex leirasa (Walker, 2016). A Botrytis fajok
szamos gazdasagilag jelentés kertészeti és disznovénykultiraban okoznak sulyos
veszteségeket. A legtobb kérokozo gazdanovénykore szlik, tobbnyire csak egyszikl vagy
kétszikli novényeket fertéznek. Kivételt képez azonban a rendkivul széles gazdakorrel
rendelkezé B. cinerea, valamint a B. pseudocinerea, amelyr6l feltételezhetd, hogy
hasonléan széles gazdandvényspektrummal rendelkezik. Osszességében a Botrytis spp.
tobb mint 170 termesztett novénycsalad kilonbozé fajait képes megfertézni (Elad és
mtsai, 2016), amelyek fenotipusosan rendkivil valtozatosak és egyre tobb bizonyiték utal
arra, hogy egyes fajok tlinetmentes endofitonként is jelen lehetnek a noévényi
szOvetekben.

2.1.1. AB. cinerea, mint koérokozo

A B. cinerea altal okozott novénybetegségeket az elmult 50 évben tobb tanulmany és
O0sszefoglald mu is részletesen ismertette (Fillinger és Elad, 2016). A védekezéssel
kapcsolatos szakirodalom jelentds része a biolégiai védekezésrél szol, a kapcsolodo
kutatasok célja hatékony és gazdasagos bioldgiai stratégiak, valamint mas kezelésekkel
kombinalva eredményes integralt technoldgiak kialakitasa (Fillinger és Elad, 2016). A B.
cinerea ellen valé védekezés legfontosabb eleme a kémiai fungicidek alkalmazasa, am a
gombak rezisztencidjanak gyors kialakulasa miatt az egyre nagyobb dézisu felhasznalas
és egyre valtozatosabb hatdéanyag alkalmazas valik szikségessé, amely kdrnyezeti és
élelmiszerbiztonsagi aggalyokat is felvet (De Miccolis Angelini és mtsai, 2014).

A B. cinerea kifinomult penetracios és fertdzési stratégiat fejlesztett ki és alkalmaz a
novényi védekezési valaszok elnyomasara, amelyben kilonb6z6é enzimek, toxinok,
reaktiv oxigéngyokok, szekretalt fehérjék és masodlagos metabolitok vesznek részt
(Choquer és mtsai, 2007). A kémiai védekezés meghatarozo elemei a fitoanticipinek és a
fitoalexinek (Van Etten és mtsai, 1994). A szalicilsav, a jazmonsav, az etilén, az
abszcizinsav, a brasszinoszteroidok, az auxinok, a citokininek, a gibberellinek és a
strigolaktonok mint fitohormonok egylttesen vesznek részt a novényi valaszok
szabalyozasaban és kozvetitésében (Torres-Vera és mtsai, 2014).

2.1.2. A sz6l6 sziirke- és nemesrothadasa

A B. cinerea a sz6l6 valamennyi zold részét képes megfertdzni, azonban h(ivos és
csapadékos iddjarasi korulmények kozott a viragzas és az érés fazisaban év6 furtok teljes
pusztuldasat idézheti el6, ami jelentds termésveszteséghez vezethet (Elmer és
Michailides, 2007). A szurkerothadasos fert6zés kovetkezében létrejovéd valtozasok
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nagyon sokrétliek: a cukortartalom, a must nitrogén és vitamin tartalma jelentésen
csokken, mikdozben a bork&sav oxidacidja gyorsul. Mivel pektinbontd aktivitasa is
jelentés, ezért a szurkerothadasos sz6l6 mustjanak pektin tartalma akar teljesen le is
bomolhat (Magyar, 2011). A B. cinerea az erjed6 bor fejlédését karosan befolyasold
poliszacharidok szintézisére is képes, amelyek rontjak a bor szlrhetfségét, gatoljak az
alkoholos erjedést és fokozzak az ecetsav termelédést. A szurkerothadds mégis talan
legsulyosabb kovetkezménye a gomba altal termelt lakkaz enzim aktivitdsa, melynek
kovetkeztében a bogyd fenolos vegylletei kinonokka oxidalédnak. Fehér borok esetében
ez barnulast, barna torést, keser( izanyagokat, vorosborokban a szinanyagok lebomlasat
vonja maga utan (Magyar, 2010). A szurkerothadast kiséré jelenségként a bogydban
szamos mas penészgomba, élesztégombak és ecetsavbaktériumok is fejlédésnek
indulhatnak vegyes rothadast eredményezve, hozzajarulva a bogyd értékes anyagainak
lebomlasahoz, kellemetlen iz- és illatanyagok kialakulasahoz (Ribéreau-Gayon és mtsai,
2005; Barata és mtsai, 2012).

A nemesrothaddsos sz8lébogyodkat évszazadok 6ta hasznaljak édes borok készitésére,
am az aszubor eléallitasi médja egyeduilallé: a hosszan tartd nemesrothadas utan a
bogydkat szemenként, kézzel gydjtik, majd dolgozzak fel. A nemesrothadas
kialakuldasanak korai szakaszdban két markans valtozas figyelheté meg. A folyamat
kezdetén (fajtatél fliggben szinvaltozasok), amelyet a héjban bekovetkezd fizikai
valtozasok kovetnek. A kutikula mikrorepedései segitik a vizvesztést, amely a
cukortartalom koncentralédasahoz vezet. Ezzel parhuzamosan szamos biokémiai
folyamatis lezajlik, tdbbek kdzott a cukoralkoholok mennyiségének ndvekedése, valamint
kilénféle aroma-prekurzorok és illékony tiolok képzédése. (Thibon és mtsai, 2010). Ezek
a folyamatok oOsszességukben jarulnak hozza a nemesrothadasu borok karakteres
aromaprofiljahoz.

A nemesrothadés kialakulasahoz tobb feltétel egyidejli teljeslilése szukséges. A
legfontosabbak, hogy az 8szi nedves id6jaras mar a teljes érésben évd, ép és
sérulésmentes bogyodkat érje, a nedves periddusokat pedig szaraz, meleg napok
kovessék. A kedvezd folyamat kialakulasat a sz6l6fajta tulajdonsagai, a mivelésmad, a
talaj O0sszetétele, az évjarat sajatossagai és a termb6hely kulturdlis hagyomanyai egyarant
befolyasoljak (Fournier és mtsai, 2013).

Korabbi ismereteink szerint a szlirke- és nemesrothadas kozotti eltéréseket elsésorban a
kornyezeti kdrilmeények befolyasoljak, mig a nemesrothadast a gomba anyagcseréje és a
bogy6 toppedésével jard fizikai folyamatok egylttesen alakitjak ki. A nemesrothadas
biokémiai folyamatai alapvetéen megegyeznek a szlrkerothadas soran lezajlékkal, a
legfébb kiilonbség pedig abban all, hogy a tulérett sz616 elfasodott furtkocsanya miatt a
toppedd bogydbdl elparolgd viz mar nem potlddik, igy a bogyd beltartalmi anyagai
koncentraléodnak (Blanco-Ulate és mtsai, 2015; Fournier és mtsai, 2013; Magyar, 2011).
Az érett sz6l6ben ekkor mar kialakul a fajtara jellemzé cukor- és savtartalom, a ,,zold” izt
okozé fenolos anyagok pedig lebomlanak. A koncentralédas soran egyre novekvd



ozmotikus nyomas korlatozza a folyamatban részt vevé mikroorganizmusok névekedését
és metabolizmusat (Cantu és mtsai, 2008). A feluleti légmicélium képzés mar minimalis
vagy akar teljesen hianyzik, a gombahifak az epidermisz alatt novekednek. A termés
O0ssztomege és must mennyisége toredékére csdkken, de mindez érzékszervi és boraszati
szempontbol rendkivili mindéségjavulassal jar egyutt, a cukortartalom akar a 600 g/l
értéket is meghaladhatja (Kallitsounakis és Catarino, 2020).

2.1.3. Anemesrothadas kialakulasanak feltételei

A szurke- és nemesrothadasban betoltott meghatarozé szerepe miatt kiilonbozé
sz6loéultetvények B. cinerea populacioit széles kdrben tanulmanyoztak. Leirtak, hogy a
populacidik szerkezetét befolydsolhatja a gazdaszervezet, a foldrajzi eredet, a fert6zés
tipusa, a szaporodas, mutacidk eléforduldsa, transzpozon elemek jelenléte és/vagy a
génaramlasis (Campia és mtsai, 2017). Franciaorszag borvidékeir6l szarmazé izolatumok
vizsgalata soran kimutattak, hogy a populaciok foldrajzi sokfélesége Osszefliggésbe
hozhatd a szlirkerothadas és a nemesrothadas kialakulasaval (Fournier és mtsai, 2013;
Walker és mtsai, 2015), amit befolyasolhat az éghajlat, a sz6l6fajta, az évjarat, a
termesztési eljardsok és a sz6l6bogyd mikrobiomjanak egylittese is (Blanco-Ulate és
mtsai, 2015). Az, hogy egy adott évjaratban kialakul-e a nemesrothadas, az
természetesen elsdsorban a mikroklimatikus viszonyoktoél flgg (Ciliberti és mtsai, 2015).

A nemesrothadas szempontjabol az 6sz kritikus idészak, mivel a szlret soran az
aszUsodott sz6l6bogydk gyljtésének ideje szeptember kdzepe és november vége kozé
esik, ezért az iddjarasi viszonyok (pl. csapadék, paratartalom, atlaghémeérséklet)
meghatarozéak a nemesrothadas folyamataban (Ribéreau-Gayon és mtsai, 2005).
Boraszati tapasztalatok egyértelmien alatamasztjak, hogy a Tokaji borvidéken a
nemesrothadas szempontjabol kedvez6 iddjarasi és mikroklimatikus feltételek
els6sorban az 6sz masodik felében jelentkeznek, ennek kdovetkeztében a nemesrothadas
kialakulasa eredményesebben megy vagy mehet végbe a késbi érés(i szél6fajtakon, mint
a korai éréslieken. (Bene és Magyar, 2004; Magyar és Bene, 2006).

2.1.4. AB. cinerea és a Vitis vinifera interakcidja

A mikroklimatikus viszonyok donté szerepe mellett a szlrke- és nemesrothadas
kialakulasat a B. cinerea és a sz6l6 kozotti sszetett interakcids dinamika is befolyasolja
(Haile és mtsai, 2020; Lovato és mtsai, 2019). A V. vinifera génexpressziés valaszai a
fert6zés korai szakaszaban nem voltak részletesen feltarva. Blanco-Ulate és mtsai (2015)
harom, egymastol elkulonulé nemesrothadasos fazisban vizsgaltak a B. cinerea és a
Sémillon szbl6fajta geénexpresszidos profiljanak valtozasait, kuléonds tekintettel a
bogyofejlédésre és az anyagcsere-folyamatokra. Lovato és mtsai (2019) Garganega és
Muller-Thurgau szél6fajtak esetében végeztek atfogd vizsgalatot a nemesrothadas
kialakulasardl, azonositva a fert6zés soran megfigyelhetd kozos és fajtaspecifikus
valaszreakciokat. Ez 0Osszevetésére kerult hat tovabbi széléfajta transzkriptomikai
eredmeényével (Zenoni és mtsai, 2016). Ezek a kutatasok tdébb kulcsfontossagu gén



azonositasat tették lehetévé, amelyek nemesrothadas soran szabalyozott mddon
expresszalédnak. A kozelmultban Pogany és mtsai (2022) a sz6l6 redox- és hormonalis
génexpresszidjat hasonlitottak 6ssze a nemesrothadas és szlirkerothadas fazisaban.
Haile és mtsai pedig (2017, 2020) a fert6zott sz6l6bogydk genexpresszids valtozasait
vizsgaltak az utdérési idészak kiilonb6z6 fazisaiban: a nyugalmi (egészségesnek tling, de
fert6zott bogydkon), a pre-egresszids (érett, tunetmentes bogydkon), valamint az
egresszios fazisokban (érett, fert6zést mutaté bogydkon), amelyek a szlrkerothadas
jellegzetes fejlédési szakaszai.

A kutatasok eredményei arra utalnak, hogy a novényi védekezési reakciok kezdetben
gatoljak a B. cinerea altal indukalt szurkerothadds kialakulasat, ugyanakkor a
sz6l6bogydk érésével egyltt jard sejtfal-onbontas és a magas paratartalom elésegitik a
szurkerothadds folyamatanak elérehaladasat. Amennyiben azonban a fert6zés optimalis
korulmények kozott zajlik, a B. cinerea jelenléte nemesrothadashoz vezethet. A
szakirodalom tobbsége egyetért abban, hogy ez a folyamat barmikor kedvezétlen iranyt
vehet, és szlrkerothadas alakulhat ki (Williamson és mtsai, 2007).

2.1.5. A nemesrothadas kialakulasanak fizikai és kémiai paraméterei

Az el6z6ekben mar targyaltuk a nemesrothadas kialakulasat befolyasolé hatasokat és bar
ezek a kornyezeti vagy éppen termesztéstechnolédgiai tényez6k altalanossagban
ismertek, ugyanakkor maganak a sz6l6ébogydnak a nemesrothadds soran bekdvetkez6
texturalis vagy mikrobialis valtozasairol eddig kevés informacionk volt. A sz6lébogydk
texturajat korabban jellemzéen az étkezési széléfajtak esetében vizsgaltak, mivel a
roppandssag, rugalmassag, ragossag stb. az étkezés soran fontos tulajdonsagok (Rolle és
mtsai, 2012). Rolle, illetve korabban Letaief (2008a, 2008b) kilonb6zé paraméterek
felhasznalasaval vizsgaltak a sz6l6fajtak kozotti eltéréseket a bogydk texturaja és héjanak
jellemzd6i alapjan. Eredményeik szerint a modszer alkalmas a sz6l6fajtak elktlonitésére,
ugyanakkor hatékonyan alkalmazhaté az érési dinamika és a szuret idépontjanak
elorejelzésére, valamint a héjban talalhaté fenolos vegylletek mennyiségének
becslésére is. Carbajal-lda és mtsai (2016) a Chenin Blanc szb6l6fajta fizikai-kémiai
tulajdonsagait vizsgaltak a nemesrothadés soran, és kimutattak a texturalis jellemzdkben
bekovetkez6 valtozasokat.

Az aszubogyd érzékszervileg legfontosabb analitikai paraméterei a cukortartalom és
savtartalom mellett az egyedi iz- és zamatanyagok. Ezen aromavegyuletek prekurzorai
kozé tartoznak a terpén és tiol prekurzor vegyliletek (Genovese és mtsai, 2007), valamint
jelent8s szerepet jatszik a furfurol, benzaldehid, fenilacetaldehid és benzilcianid (Magyar,
2011). A mézre, 6szibarackra, egyéb gyimolcsokre emlékeztetd illat kialakulasaban
kulcsszerepe van a 0-laktonoknak, az aszu egyedi karakterét valdszinlleg a & és vy
laktonoknak eredményezik (Miklésy és Kerényi, 2004). Mar korabban azonositottak a
szotolon nev( (3-hidroxi-4,5-dimetil-2-(5)-furanon) laktont (Masuda és mtsai, 1984), ami
mara mar bizonyitottan marker vegyiletté valt a nemesrothadasos borok elemzése soran.



A nemesrothaddsos fert6zés kialakuldsa soran, a légmicélium hianya miatt a gomba
oxigén ellatottsaga korlatozott, tobbek kozott erre vezethetd vissza, hogy jelentésebb
mennyiségl glicerin és glukonsav keletkezik a folyamatban. Mivel sajat élettani
folyamataihoz a glukonsav felhasznaldsa a ndvekedés stacioner fazisaban megszinik, igy
az feldusul a bogyodban, illetve az aszus mustokban. Ezek a vegylletek indikatorai az aszu
mustnak, mivel az egészséges sz6l6 mustjaban nem talalhatéok meg. A glicerin tartalom
tovabb novekszik az erjedés soran, mig a glikonsav mennyisége mar nem valtozik, igy
ezek a vegylletek kész borokban is indikatorként szolgalhatnak (Magyar, 2011).

A fenolos vegyuletek mennyisége is valtozik a nemesrothadas soran, legtobbjuk
(fenolsavak, stilbének, antocianinok és flavanoidok) a sz6l6bogyo héjaban halmozddik fel
és bar az osszpolifenol mennyiség csokken, azonban a stilbén vegyliletek kozll a
rezveratrol, valamint a flavonoid vegylletek kdzll az epikatechin és katechin mennyisége
novekszik (Blanco-Ulate és mtsai, 2015; Carbajal-Ida és mtsai, 2016)

2.1.6. Az ép és aszusodo sz6lébogyok mikrobioétaja

A tulérett, toppedt sz6l6bogydk mikrobakdzossége valtozatos, de a B. cinerea altalaban
nem alkotja annak dominans részét (Chen és mtsai, 2020). A B. cinerea a nemesen
rothadt sz6l6észemek fellletén és/vagy belsejében fordul el6, ahol mas
mikroorganizmusokkal egyutt vesz részt a folyamatban. (Magyar és Bene, 2006).

Az ép sz6lébogyo felszinén szamos élesztd, fonalasgomba és baktérium él, amelyek
aranya és Osszetétele nagymértékben fligg a bogydk érettségi allapotatdl és
tapanyagtartalmatol. Zsendilés utan els6sorban a bazidiomikéta gombak (pl.
Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Sporobolomyces spp.) és az élesztbszerl
Aureobasidium fajok dominalnak. A bogyodfelszinen az erjesztésben szerepet jatszé
mikroorganizmusok kozul kezdetben a gyengén erjeszt6 aszkomikota élesztdk, példaul a
Hanseniaspora spp., Metchnikowia spp., Pichia spp. és Candida spp. jelennek meg, majd
ezeket kdvetik az er6sebb erjesztéképességu fajok, mint a Zygosaccharomyces spp.és a
Torulaspora spp.(Azzolini és mtsai, 2013; Blanco-Ulate és mtsai, 2015).

Sipiczki és mtsai (2003) az aszuborok erjedésének vizsgalata soran egy olyan
élesztégombat azonositottak, amely a Saccharomyces cerevisiae-nél nagyobb
cukorkoncentraciét is elviseln, a Candida zemplinina-t, amelynek rendszertani
besorolasa és elnevezése azota Starmerella bacillaris-ra valtozott (Duarte és mtsai,
2012), és amely olyan magas glukoz tartalmu kézegben is képes novekedni, ahol a S.
cerevisiae mar nem. Ujabb vizsgalatok a S. bacillaris-t a természetes édes borok marker
éleszt6jeként mutatjak be (Masneuf-Pomarede és mtsai, 2015).

Az éleszt6k mellett kilonb6z6 ecetsav baktériumok jelenléte is megfigyelhetd
(Gluconobacter spp., Acetobacter spp.) a magas cukortartalmu sz6lébogydkon, illetve a
mustban is, ezek kozll els6sorban az Acetobacter aceti és Acetobacter pasteurianus a
meghatdrozd, de dominanciajuk fokozédhat, ha az erjedés soran magasabb a pH és a
hémérséklet (Kallitsounakis és Catarino, 2020).



Az ép bogyd fellletén a fonalasgombak kozul az Aspergillus spp., Alternaria spp.,
Cladosporium spp., Epicoccum spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., Mucor spp. fajok
el6fordulasa jellemz6, azonban az aszusodasnak induld bogydk felliletén ezek
el6fordulasa csokken, és a B. cinerea jelenléte valik meghatarozéva. Tovabbi kisérletek
kimutattak azt is, hogy a sz618 termdéterilet (terroir), a sz6l6fajta és az évjarat is hatassal
van a mikrobialis kozosségre (Bokulich és mtsai, 2013). Mindezek ellenére szamos
kérdés tovabbra is nyitott a bogydk fizikai, kémiai és mikrobialis jellemzéi, valamint az
érés és a nemesrothadas soran kialakulé kolcsdnhatdsaik kozotti dsszefliggéseket
illetéen.

2.1.7. Anemesrothadasos izolatumok fenotipusos jellemzoéi

Tobb tanulmany is elemzett kilonb6z6 sz6l6fajtakrol gydjtott B. cinerea izolatumokat
(Ciliberti és mtsai, 2015; Martinez és mtsai, 2005; Vaczy és mtsai, 2008), de ezek
fenotipusos jellemz8i nem képezték elemzés targyat, mig a micélium novekedési
sebességet, mint az izolatumok alapvetd jellemzdjét széles korben vizsgaltak (Youssef és
Roberto, 2014).

Az intenziv micéliumnovekedés erdteljesebb fert6z6képességet eredményez,
ugyanakkor, ha alacsonyabb fert6z6képességliek gyengébb szklerocium képzés
tapasztalhaté (Cantoral és Collado, 2011). Nemesrothadasos sz6l6bogydkroél izolalt B.
cinerea torzsek szélesebb kord fenotipusos jellemzése a morfoldgiai tipusok és jellemzék
leirasaval (Martinez és mtsai, 2003; Lorenzini és Zapparoli, 2014) vagy a vizaktivitas
hatdsdnak a micélium- és konidium novekedési sebességére (Rousseau és Donéche,
2001) megtortént, de a morfoldgiai tipusok, a mintavételi idészakok vagy a sz6l6fajtak
kozotti 6sszefliggések nem kerultek meghatarozasra.

2.1.8. Uj megkozelitések a botritizalédasi folyamatok vizsgalataban

A nodvényekhez tarsuld mikrobialis kozosségek rendkivul 6sszetett diverzitasa, valamint a
mikroorganizmusok és a ndvények kozotti kdlecsdnhatasok komplexitasa megneheziti e
rendszerek atfogd megismerését (Francioli és mtsai, 2018). A vizsgalni kivant novényi
mintakat korabban mikrobiolégiai fekete doboznak (black box) nevezték a mikrobialis
populaciék nagy abundancidja és a jellemzéstlikkel kapcsolatos komplex kihivasok miatt
(Cortois és De Deyn, 2012).

A molekularis bioldgiai médszerek fejlédése, a terepi alkalmazhatésag és a koltségek
csOkkenése révén mara rutinszer(veé valt a novényi és talajmikrobiomok vizsgalata. Az Uj
omikai technikdk - a transzkriptomika, proteomika és metabolomika — kombinalt
alkalmazasa e folyamatok komplex, integralt feltarasat teszi lehetévé, korabban
elérhetetlen részletességgel. Az omikai megkozelitések onalléan is jelent6s
ismeretanyagot kinalnak, integraltan alkalmazva azonban lehetdséget nyujtanak arra,
hogy a gombak ndvénykdrtani vonatkozasait a génexpresszid, a fehérjemikodés és a
metabolitprofil szintjén egyszerre, komplex mdédon tarjuk fel. A névényi gombakdrokozdk
metabolomikai vizsgalatai még viszonylag uUjnak szamitanak, am a kdrokozék és az
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altaluk okozott betegségek szamos aspektusanak feltarasaban rejlé lehetéségeiknek
koszonhetéen alkalmazasuk gyors Utemben terjed és egyre nagyobb népszerliségnek
orvend. (Gupta és mtsai, 2022, Mufoz-Hoyos és Stam, 2023).

A transzkriptomika lehet6vé teszi a génexpresszid mennyiségi és mindségi
ktulénbségeinek pontos azonositasat kulonb6z6 mRNS-populacidk 0sszehasonlitasa
révén (Ozsolak és Milos, 2011). A fert6zéshez kapcsolddod génexpresszids mintazatok és
az eltér6 expressziods profilok vizsgalata kulcsfontossagu a kérokozék patogenitasanak
mélyebb megértéséhez, amely szamos eltér6 in vitro ndvekedési feltétel mellett nyer Uj
értelmezést (Nilsson és mtsai, 2019).

Az utébbi években egyre tobb tanulmany szamol be Udjgeneracidés szekvenalasi
technolégidk transzkriptomprofil-alkotasban valé alkalmazasardl. Ilyen példaul a SOLID
rendszer (Applied Biosystems, CA, USA) vagy a Genome Analyzer platform (Illumina, CA,
USA), amelyek nagysagrendekkel képesek ndvelni a szekvenalasi teljesitményt, mikdzben
viszonylag alacsony koltségkereten belulis mikodtethetdék (Ansorge, 2009).

A nagy atereszt6képességli szekvenalasi (HT-NGS) mddszerek gyors és hatékony eszkozt
kinalnak a B. cinerea és gazdanovénye kozotti fertézési és védekezési mechanizmusok
feltarasara, akar kozvetlenul in planta mintakban is. Ezen technolégiak alkalmazasa
lehetévé teszi a gombagenom variabilitasanak atfogd elemzését, a patogenitas
diverzitasanak és evolucidjanak részletes vizsgalatat, ezaltal hozzajarulva a fert6zésre
adott novényi valaszok mélyebb megértéséhez A faj alaposabb megismerését szolgalta a
Syngenta AG altal kezdeményezett genomszekvenalasi projekt (Van Kan és mtsai, 2017),
mely soran a genom elemzése nagymértékl szekvenciahomologiat és hasonlésagot tart
fel a B. cinerea és a kozeli rokonsagba tartozd Sclerotinia sclerotiorum kozott.

B. cinerea-val fert6zott sz6l6rél izolalt torzs genomjanak szekvenaldsa soran kapott
adatoknak a korabban szekvenalt két torzzsel valé Osszevetése szamos, a novényi
szOvetekbe torténd behatolasban és azok lebontasaban szerepet jatszo gén azonositasat
tette lehetdvé, koztuk szekretalt fehérjékét, glikozid-hidrolazokét, szénhidrat-
észterazokét, lakkazokét és poliszacharid-liazokét, amelyek jelenlétét korabban mar
leirtak (Blanco-Ulate és mtsai, 2015). Az omikai technolégidk fejlédése lehetbveé tette a
B. cinerea kornyezeti alkalmazkoddképességének és gazdaspecifitasanak részletesebb
feltarasat is. Ennek keretében 13 kuléonb6z6 izolatum genomjat szekvenaltak a fajon
beluli genetikai diverzitas vizsgalatara (Atwell és mtsai, 2015).

Az dsszehasonlité génexpresszids vizsgalatok transzkriptomikai médszerekkel képesek
betekintést nydjtani a novények biotikus és abiotikus stresszre adott valaszaiba, valamint
ezek génexpresszids mintazatainak alakulasaba, alkalmasak kiilonb6zé stresszfaktorok
altal kivaltott génexpresszios valtozasok feltarasara is. Az Arabidopsis esetében példaul
a genom tobb mint 12%-a mutat differencialis expressziot B. cinerea fert6zés hatasara
(Sham és mtsai, 2014). Szamos, a kilonb6zé stresszhatasokra adott valaszok
transzkripcidés szabalyozasat vizsgald tanulmany microarray-elemzések révén
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azonositott olyan géneket Arabidopsis-ban, amelyek differencialisan szabalyozott
expressziot mutatnak mind B. cinerea fertézés, mind pedig egyidejl abiotikus stressz,
példaul szarazsag, héhatas vagy magas soétartalom esetén is (Atkinson és Urwin, 2012).
Paradicsomban végzett transzkriptomikai vizsgalatok RNA-seq elemzés segitségével
lehetdvé tették a vad Solanum fajok k6zotti természetes variabilitas feltarasat. B. cinerea
fert6zést kovetben a vizsgalt novényekben a fotoszintézissel és a metabolikus
folyamatokkal kapcsolatos gének expresszidja visszaszorult, mig a védekezésben
szerepet jatszd gének, példaul a PR-protein 1 (PR1), a B-1,3-glikanazt, illetve a
szubtilizinszer(l proteazt kodold gének egyidejlileg fokozott expresszidét mutattak a
kérokozoval szemben ellenallé fajban, a Solanum lycopersicoides-ben (Smith és mtsai,
2014).

2.2. A sz616 tokebetegségei

A sz6l8 korai t6keelhalasa szlikebb értelemben vett definicié szerint, olyan komplex
betegségcsoport, amely a telepitést kovetd néhany éven belul, rendszerint a t6kék 3-8
éves koraban jelentkezik, és a fiatal Ultetvényekben a sz6l6t6kék pusztulasahoz vezet. A
betegség tiinetei kozé tartozik a tékék lassu és gyenge fejlédése, a levelek elszinez6dése,
aviz- és tapanyagszallitas zavara, majd a tékék id6 elétti pusztulasa. Tagabb értelemben
az idésebb Ultetvényeket érint6 — akar ugyanazon kérokozé csoportokra épuld — kronikus
tinetekkel jelentkezd, tovabbi, a fas részeket érintdé tlnetegylttesek is idetartoznak,
hiszen minden a sz6léultetvény potencidlis és tervezett élettartama el6tti tékepusztulast
korai t6keelhalasnak tekintunk.

A sz6l6 tbkeelhalasos betegségeit (Grapevine Trunk Diseases — GTD) kulénb6zdé
rendszertani csaladba tartozé gombafajok és azok egylittes fert6zése idézik el6, amelyek
fert6zott szaporitéanyag vagy metszési sebek révén jutnak a t6kébe (Mondello és mtsai,
2018). Ezek a kérokozék a sz6l6t6ke fas részeinek nekrozisat okozzak, levéltunetekkel,
termésveszteséggel, valamint a hajtasok, kordonkarok, tékefejek, sulyosabb esetben az
egeész sz6l6téke pusztulasaval jarhatnak (Bertsch és mtsai, 2013; Gramaje és mtsai,
2018; Guerin-Dubrana és mtsai, 2019). A t6kebetegségek napjainkra a sz6l8ultetvények
pusztuldsanak egyik legfontosabb okava valtak, kiilondsen az eurdpai borvidékeken.

A betegségek kulonféle szindrémakba sorolhaték, amelyek megkllonboztetése a
tlnetek, a kérokozdk, a kdrnyezeti tényez6k, valamint a sz6l6t6kek életkora alapjan
torténik. A szél6tékéket érintd legjelentésebb tOkebetegségek kozé tartozik az Esca
betegség, a Botryosphaerias t6keelhalds, valamint az Eutypds t6keelhalds. A fiatal
sz6l6t6kék esetében a leggyakoribb kérképek a fekete lab betegség (black foot disease),
a Petri-betegség, valamint tovabbi a Botryosphaeriaceae, Verticillium, Fusarium vagy
Aspergillus nemzetségekhez tartozé kérokozdk altal kivaltott elhalasos folyamatok
(Mugnai és mtsai, 1999; Gramaje és mtsai, 2018). A sz6l6t6kék torzsét és kordonkarjait
kolonizaldé él6 gombak, valamint az altaluk okozott nekrézisok kapcsolatba hozhatdk
levéltunetek megjelenésével. Ugyanakkor egyes tékebetegségek esetében nem all
rendelkezésre egyértelm( bizonyiték arra vonatkozdan, hogy ezek a kérokozdk kdzvetlen
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szerepet jatszananak a tlinetek kialakitasaban. Kisérleti kortilmények k6zott valamennyi
kapcsolodod korokozérol kimutattak, hogy képesek fas szdovetekben nekrézist okozni,
amennyiben azokat a sz6l6 fiatalabb fas részeibe oltottak (Bertsch és mtsai, 2013;
Larignon és mtsai, 2009; Mugnai és mtsai, 1999). A levéltinetek azonban nem
reprodukalhatéak maradéktalanul a Koch-féle posztulatumokkal. Az Eutypas elhalas
levéltunetei, példaul a torpe hajtasfejlédés és a seprlszerli elagazas
(,boszorkanysepr(”) teljes mértékben eléidézhetbk voltak fiatal és id6s tékék esetében
is, amikor azokat Eutypa lata-val inokulaltak (Sosnowski és mtsai, 2007), viszont az Esca
és a Botryosphaeria eredetld tbékeelhalasok esetében a levéltuneteket nem mindig
sikerult megbizhatéan eléidézni. A koérképek etioldgidja tehat jelenleg sem tekinthet6
teljes mértékben feltartnak.

Ahogy azt az el6zbekben is megfogalmaztuk a sz6l6t6kék korai elhaldsa olyan
rendellenesség, amelyet tobb tényezd — biotikus és abiotikus — egylittes hatasa valt ki.
Noha a betegséget mar régdta ismerik (Chiarappa, 2000), el6fordulasuk a 2000-es
évektdl kezdddbéen folyamatosan, évente atlagosan 13%-kal emelkedett. Egyes id6s dél-
eurdpai Ultetvényekben a fert6zottség mértéke elérte a 60-80%-ot is. Eurdpan kivil Dél-
Amerikaban a széléultetvények 30%-a érintett, de az Amerikai Egyesult Allamokban,
Ausztralidban és Uj-Zélandon is jelentés gazdasagi veszteségekrél szamoltak be a
betegséghez kapcsoléddan (De la Fuente Lloreda és mtsai, 2016).

A magyarorszagi sz6l6termesztés mar tobb mint 100 éve klizd a sz6l6t6kék idb elbtti
pusztuldsaval. Istvanffy 1915-ben irt elészor a sz6l6tbke pusztulasanak lehetséges
okairdl a ,Magyar Kiralyi Ampelolégiai Intézet sz6lészeti utmutatasai” cimi mdvében. Mar
egy 1936-ban megjelent kozleményben taldlunk leirdst a sz6l6t6kék hirtelen leromlasarol
és pusztulasardl, részletesen ismertetve a jellegzetes tuneteket, tobbek kozott a
novekedés leallasat, a rovid és vékony hajtasok képzdédését, a levelek zold szinének
elvaltozasat és sargulasat, valamint a részleges vagy teljes elszaradast, illetve a hirtelen
bekovetkez6 lombhullast (Kosinczky, 1936). Néhany évtizeddel késébb, 1965-ben Ubrizsy
mar kifejezetten az ,Esca” betegségrél tesz emlitést, amelyet a tdékeelhalas egyik
formajaként ir le, és amelyhez a jellegzetes tigriscsikos levéltlinetek, valamint az akut
forma, a sz6l6 gutaltésének megjelenése tarsul. Megjegyzi tovabba, hogy a kérkép
kialakulasaban szerepet jatszhat a Stereum hirsutum és a Phellinus igniarius jelenléte
(Ubrizsy, 1965). Az 1970-es évektdl kezd6dben Lehoczky készitett részletes vizsgalatokat
a szO6l6 korai t6keelhalasanak lehetséges okairél, amelyek jelent6s mértékben
hozzajarultak a betegségkor tudomanyos megértéséhez. Lehoczky Janos kutatasai
vilagitottak ra el6szor arra, hogy a sz6l6 t6kebetegségei komplex, tobbgombas eredet(i és
a kornyezeti tényez6kkel szoros kapcsolatban allé korképek. Munkassaga nemzetkdzi
jelent8ségl, amellyel megalapozta a magyarorszagi tékebetegség kutatast, és hozzajarult
ahhoz a szemlélethez, amely a betegséget nem egyetlen kérokozéhoz, hanem egy
dinamikus koérokozé-kozosséghez és oOkolégiai Osszefliggésrendszerhez kapcsolja
(Lehoczky, 1972; 1974).
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2.3. Az ESCA komplex

Az Esca-betegség a sz6l6 tékebetegseégei kozé tartozik, amelyek jelentds karokat okoznak
a szbléultetvényekben. A kérokozdok rendszerint metszési vagy mechanikai sértiléseken
keresztul fert6zik meg a sz6l6t6kéket, majd a fas részekben megtelepedve szdvetszint(
elszinez6déseket és nekrdzist idéznek el6 (Bertsch és mtsai, 2013). Bar a gombak a t6ke
belsejében fejlédnek, a fert6zés kilsd tlinetei a zold hajtasokon, leveleken, sét
esetenként a bogydkon is jelentkezhetnek. A hajtasok és levelek akar hirtelen is
elszaradhatnak, sokszor a teljes tOkére kiterjedd apoplexiat okozva. A leveleken
klorotikus és nekrotikus foltok jelennek meg, a bogydk pedig a betegség tipusatélfliggben
kis fekete pontokkal boritotta valhatnak vagy teljesen kiszaradhatnak. Mivel a
tékebetegségekkel szemben eredményesen alkalmazhatd natrium-arzenit és bizonyos
benzimidazolok hasznalata betiltasra kerilt, jelenleg sem az Ulltetvényekben, sem a
szaporitdanyag-eléallitasban nem all rendelkezésre megbizhaté védekezési mddszer
(Gramaje és mtsai, 2018; Mondello és mtsai, 2018).

2.3.1. Az Esca komplex korokozoi és a betegség kialakulasa

A betegségkomplex tobb, eltéré taxondmiai csoportba tartozé gombafaj egylttélésének
és kolcsonhatdsainak eredménye. F6 kérokozdéi az aszkuszos Phaeoacremonium
minimum és Phaeomoniella chlamydospora, amelyekhez masodlagos kolonizaléként
tarsulnak a bazidiumos Fomitiporia fajok, mindenekelétt a Fomitiporia mediterranea,
amelyek elérehaladott fert6zés esetén fehérkorhadast okoznak (Cloete és mtsai, 2014;
Fischer, 2002; Moretti és mtsai, 2021). A kérokozok a sz6l6tékébe jellemzéen mechanikai
sérllések, kulonosen a metszési sebek mentén hatolnak be. A xilémbe jutva
megtelepednek az érszovetekben, és sejtfalbontd enzimek — pl. cellulazok, xilanazok,
pektinazok és hemicellulazok — segitségével megbontjak a szovetek szerkezetét (Fleurat-
Lessard és mtsai, 2023). Ezzel parhuzamosan reaktiv oxigénformak, koztuk
hidroxilgyokok keletkeznek (Perez-Gonzalez és mtsai, 2022), amelyek oxidativ stresszt
valtanak ki, tovabb karositva a xilém integritasat. A folyamat eredményeként a
szallitonyalabokban nekrdzis alakul ki, amely a Fomitiporia fajok kolonizacidjaval
fehérkorhadassa alakul, létrehozva a teljes és valédi Esca szindromat (Beris és mtsai,
2023).

A betegség belsé tlinetei kozé tartozik a farészek erezetének sotét elszinez6dése,
katranyszerl valadékcseppek képzédése és kiterjedt nekrézis. A kulsé tinetek sokfélék
lehetnek: az egyéves hajtasokon és leveleken jellegzetes tigrismintas elszinez6dés
jelenik meg, amelyet Grapevine Leaf Stripe Disease (GLSD) néven Kkulon
tlnetegyuttesként irtak le (Mugnai és mtsai, 1999). Emellett a bogydkon nekrézisfoltok,
valamint a tékék hirtelen pusztuldsa is jellemzd (Beris és mtsai, 2023; Bertsch és mtsai,
2013). A tlnetek ugyanakkor rendkivil valtozatosak: elé6fordulhatnak id6szakosan,
évekig tunetmentes allapot utan is, és gyakran csak tobb évvel a fert6zés bekdvetkezése
utan valnak nyilvanvaldva (Beris és mtsai, 2023; Maher és mtsai, 2012). Kuléndsen
problematikus, hogy a lombtlinetekkel rendelkezd levelekbdl a kdrokozdk tébbnyire nem
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mutathatok ki, ugyanakkor ugyanazon novény fas részeib6l vagy akar tinetmentes tékék
endofitonjabdl izolalhatdk (Bruez és mtsai, 2014; 2015; Del Frari és mtsai, 2019;
Mondello és mtsai, 2022). Ez arra utal, hogy a kérokozok jelenléte 6nmagaban nem
elégséges feltétele a klils6 tlnetek kialakulasanak.

A tunetképz6dés mechanizmusanak megértése komoly kihivast jelent, és tobb,
egymassal részben konkurald hipotézis szuletett. Az egyik megkozelités szerint a
xilémnedv aramlasanak akadalyozottsaga jatszik kulcsszerepet: a tapanyagok és a viz
szallitasanak gatlasa kozvetlenulidézi el a lombozat szinez8dési zavarait és nekrézisat.
Ez az akadalyozottsag nemcsak a kérokozok szovetkarosité hatasanak kovetkezménye,
hanem a gazdanovény sajat védekezési reakcidi is hozzajarulhatnak. A sz8l6 az
érszovetekben fenolos vegylletek felhalmozéasaval, gélanyagok kivalasztasaval,
sejtkitiremkedésekkel és kalluszképz6déssel probalja korlatozni a patogének
terjedését, ugyanakkor ezek az elzarédasok tovabb sllyosbitjdk a nedvaramlasi
zavarokat (Bortolami és mtsai, 2023). Mas kutatdk a kdrokozok altal termelt fitotoxinokat
tekintik a tunetek f6 kivaltéinak. Szamos masodlagos metabolitot és effektormolekulat
azonositottak, koztlik az 6t szénatomos ketideket (szkitalon, izoszkleron), naftalénont és
melleint (Abou-Mansour és mtsai, 2015; Andolfi és mtsai, 2011; Bruno és mtsai, 2007;
Bruno és Sparapano 2006), valamint extracellularis poliszacharidokat, mint a pullulan
(Bruno and Sparapano, 2006; Burruano és mtsai, 2016). A pullulan esetében az is
bizonyitott, hogy mas patogének — példaul a Cryphonectria parasitica a gesztenyén — is
képesek termelni, ami arra utal, hogy széles korben eléforduld, nem gazdaspecifikus
fitotoxinrdl lehet sz6 (Forabosco és mtsai, 2006). A fehérjetermészetl effektorok és
polipeptidek kozvetlen citotoxikus hatast gyakorolhatnak a sz6l6sejtekre, illetve lebontd
enzimekként roncsoljak az érszoveteket (Luini és mtsai, 2010; Bruno és Sparapano,
2006). Bar szamos laboratoriumi vizsgalat igazolta fitotoxikus hatasukat, természetes
kérulmeények kozotti szerepuk nem teljesen tisztazott. Ezt tamasztja ala az a tény, hogy
mesterséges fertézések soran a tigrismintas levéltinetek akkor sem alakultak ki, amikor
a P. chlamydospora, Ph. minimum vagy F. mediterranea torzsekkel inokulaltak a sz6l6t,
akar kulon, akar kombinacidoban (Bruno és mtsai, 2007; Trotel-Aziz és mtsai, 2019). Ez
arra utal, hogy a fitotoxinok 6nmagukban nem képesek teljes mértékben eléidézni a
tlnetegyuttest, és mas tényez6k — példaul klimatikus hatasok, mikrobialis interakcidk
vagy a gazdandvény sajat valaszreakcidi — kozrem(ikodésére van szukség.

Az Esca értelmezését az is bonyolitja, hogy természetes fert6zési korilmények kozott
gyakran nem all fenn egyértelm(i kapcsolat a kdérokozé biomasszaja és a tlinetek
sulyossaga kozott (Bruez és mtsai, 2014; Mondello és mtsai, 2018). Ennek magyarazatara
tobb elmélet szuletett. Az egyik a biomassza-klszdb hipotézise, amely szerint a tinetek
akkor manifesztalédnak, ha a kdérokozdok elérnek egy kritikus szintet, amelyhez fokozott
patogenitasi faktor-termelés vagy sejtslrliséghez kotott viselkedésvaltas kapcsolédhat
(Hrycan és mtsai, 2020). Egy masik megkozelités szerint a tlinetek kialakulasa erésen
figg a klimatikus viszonyoktdl — példaul a csapadék és a hémeérséklet alakulasatol
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(Calzarano és Di Marco, 2018) — és a sz6l6termesztési gyakorlatoktél, igy a metszés
id6zitésétol és modjatol (Lecomte és mtsai, 2018).

Ugyancsak fontos tényez6k a mikrobialis kdlcsonhatasok: a korokozék egymas kozotti
kapcsolatai, valamint a nem kérokozé baktériumok (Bacillus, Pseudomonas) (Haidar és
mtsai, 2021) és gombak (Trichoderma, Aureobasidium) antagonista vagy tamogaté
hatasai (Karacsony és mtsai, 2023). A legujabb kutatdsok szerint a sz6l6téke
mikrobiomjanak 0sszetétele kulcsfontossagu: az egészséges novények stabil
mikrobiom-egyensulyi allapotot tukréznek, mig a beteg t6kékben ez az egyensuly
felborul, diszbidzis alakul ki, ami elésegiti a korokozok patogenitasanak érvényesulését
(Bettenfeld és mtsai, 2020, 2022; Niem és mtsai, 2020)

Az Esca olyan soktényez6s betegség, amelynek tlinetei a korokozék kozvetlen hatasai, a
gazdanovény komplex védekezési reakcidi, a mikrobidlis kozosségek kozotti
kolcsonhatasok és a kornyezeti stressztényez6k egyuttese révén alakulnak ki. A betegség
hosszu latenciaja, a tlinetek valtozékonysaga és a kérokozék endofiton jelenléte miatt az
Escatovabbrais az egyik legnagyobb kihivast jelenti a sz6l6egészségugyben.

2.4.Bioldgiai védekezés

A ferté6zott szaporitbanyag szerepe kllondsen fontos, a tbkebetegségek mar
szaporitdanyag eléallitasa soran bekerilhetnek a széléoltvanyokba (Del Pilar Martinez-
Diz és mtsai, 2020; Yacoub és mtsai, 2016) aminek kovetkeztében a novények mar
telepitéskor fertézottek lehetnek, és ez jelentésen megneheziti az integralt
novényvédelmi stratégiak kidolgozasat. A rendkivul toxikus natrium-arzenit alkalmazasa
csOkkentette ugyan a fert6zések eléfordulasat, azonban nem bizonyult hatékonynak a
tékeelhalas koérokozdinak visszaszoritasaban (Fussler és mtsai, 2008). Ennek a
vegyliletnek és mas fungicideknek a betiltasa 6ta nem all rendelkezésre hatékony
novéenyvedelmi modszer a tékebetegségekkel szemben. A természetes vegyuleteken és
bioldgiai védekezb szervezeteken alapuld alternativ védekezési eljarasok kifejlesztése
ezért igéretes megoldast jelenthet (Mondello és mtsai, 2018)

A tbékebetegségek elleni védekezés soran mar szamos mikroorganizmust teszteltek,
példaul Bacillus subtilis-t (Kotze és mtsai, 2011), Fusarium lateritium-ot (Christen és
mtsai, 2005) és Pythium oligandrum-ot (Yacoub és mtsai, 2016) de még mindig a
Trichoderma fajok képezik a legszélesebb kdrben vizsgalt bioldgiai kontroll szervezeteket
ebben a témaban. Szamos vizsgalat iranyult a Trichoderma fajok metszési sebek
védelmében betoltott szerepére (Mutawila és mtsai, 2011; Del Pilar Martinez-Diz és
mtsai, 2020), mig tovabbi kutatdsok a gyokérzénaba vagy a talajba valé kijuttatasuk
hatékonysagat vizsgalta (Di Marco és mtsai, 2022).

Az eddigiigéretes eredmények ellenére azonban jelenleg még mindig nincs olyan elérhetd
és széles korben alkalmazhaté kezelés, amely hatékony védelmet biztositana a
tékebetegségek kdorokozdival szemben a szaporitdanyag nevelésben vagy a szabadfoldi
termesztés soran. Gramaje és mtsai (2018) hangsulyoztak az okolégiai vizsgalatok
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jelentéségét, amelyek célja potencialis biokontoll agensek azonositasa a sz6l6tékék
mikrobiomjaboél. Egy uj biokontroll agens megtalalasanak egyik lehetséges utja a
kérokozok hatékony antagonista szervezeteinek felkutatasa. Az ilyen szervezeteknek
képesnek kell lennitik ugyanazon dkolégiai nichben mdkdodni, mint a kontrollalni kivant
kdérokozok, ezért célszerl a védekezésre alkalmas mikrobakat kdzvetlenll a gazdanovény
mikrobiotajaban keresni. Egy adott gazdanodvénybdl izolalt potencialis biokontroll agens
tobb, hasonlé fizioldgiaju, 6koldgidju és jarvanytanu kérokozo altal okozott betegségellen
is eredményes lehet.

2.4.1. Az Aureobasidium pullulnans biokontroll és fitopatogén tulajdonsagai

Az A. pullulans egy altalanosan elterjedt dimorf gomba, amely a sz6l6t6ke fold feletti
részeinek epifita (Barata és mtsai, 2012) és endofiton (Knapp és mtsai, 2021)
mikrobiomjaban egyarantjelenvan. Az A. pullulans jélismert biokontroll tulajdonsagairol,
valamint iparilag is értékes enzimek és a pullulan nev(i poliszacharid termelésérél
(Prasongsuk és mtsai, 2018). A sz6l6 novényvédelmében tobb kutatds és gyakorlati
tapasztalat szerint is eredményesen alkalmazhato, biolégiai hatékonysaga bizonyitott B.
cinerea (szlrkerothadas) és Greeneria uvicola (keserlrothadas) ellen is (Rathnayake és
mtsai, 2018; Galli és mtsai, 2021). Hatékonyan gatolja a Diplodia seriata
kozremikodésével kialakuld botryosphaerias tékeelhalas kialakulasat és egyes
vizsgalatok szerint maganak a sz6lének a védekezési reakcidit is erdsitheti, amint azt a
PR6 koérokozo-reaktiv gén fokozott expresszidja is bizonyitotta (Pinto és mtsai, 2018).
Ugyanakkor szamos esetben patogénként is viselkedhet (Guo és mtsai, 2020; Lee és
mtsai, 2019; Xie és mtsai, 2022) és az a tény, hogy képes jelentés mennyiségd pullulant
termelni, tovabb arnyalja, hogy valéban jétékony mikroorganizmmusnak tekinthet6-e.

Az A. pullulans-ra mindeddig jellemz&en nem kérokozdoként tekintettlink, bar bizonyos
novényeken kdrokozéként is azonositottak — példaul levélfoltossagot okoz kortén (Xie és
mtsai, 2022), antrakndézist Paeonia suffruticosa-n (Lee és mtsai, 2019), mégis nem egy
jelentdés gazdasagi karokat okozé koérokozd. Ezen kivil megemlitik, mint tarolasi
kérokozot cseresznyén (Kim 2014), kortén, illetve sz6l6nis (Lorenzini és Zapparoli, 2015).
Gyomnovényeken is kimutattak patogenitasat (Guo és mtsai, 2020). Fontos megjegyezni,
hogy ezek lagyszaru vagy zold novényi részek megbetegedései, ellentétben a sz6lé
tOkebetegségeivel, amelyek tobb éves, fas szdveteket tdmadnak.

Mivel az A. pullulans kérokozé szerepe csekély, a joval hatékonyabb antagonista hatasa
miatt inkabb bioldgiai agensként tartjak szamon (Prasongsuk és mtsai, 2018). Az A.
pullulans Esca-beteg tékékbdl valé kimutatasaval kapcsolatos irodalmi adatok
ellentmondéasosak. Egyes tanulmanyok szerint jelenléte nem jellemzd (Bruez és mtsai,
2014), mas kutatasok hasonlé gyakorisagot mutattak ki tlnetes és tunetmentes
novényekben (Hofstetter és mtsai, 2012), mig megint masok szerint egészséges szdvetek
jellemz6 endofiton tagja tlinetes sz6l6t6kékben (Rusjan és mtsai, 2017). Az A. pullulans
és az Esca-kérokozoék kozotti egyetlen ismert kapcsolat a pulluldn termeléséhez kothetd.
Ez a nem toxikus, élelmiszer- és gydgyszeriparban is hasznalt poliszacharid
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feltételezések szerint részt vesz az Esca-betegség patogenezisében (Bruno és mtsai,
2007). Egyes szerz6k ugy vélik, hogy a pulluldn az edénynyalabok eltomitésével
akadalyozhatja a viz és a tapanyagok aramlasat, bar ezt a feltételezést eddig még nem
igazoltak kisérletileg.

A szO6l6 tOkebetegségek természetére tekintettel feltételezhetd, hogy mikrobiom-
kolcsonhatasok is részt vesznek a tlinetek és a betegség kialakulasaban. A tékebetegség
kérokozok kozotti interakciokkal mar tobb tanulmanyban is foglalkoztak. Az Esca
kérokozoi (P. chlamydospora, P. minimum, F. mediterranea) kozotti interakcidkat
részletesen vizsgaltak (Bruno és Sparapano 2006) és a nem-Esca kérokozok koroki
szerepe is felmerilt (Martin és mtsai, 2022). Ujabban olyan mikroorganizmusokat is
lehetséges koroki tényez6ként azonositottak, amelyek tiinetmentes szél6ben is gyakran
el6fordulnak. Ilyenek példaul az Acremonium alternatum gombafaj, illetve a
Xanthomonadales, Rhizobiales és Enterobacteriales baktériumrendek képviseldi,
amelyek jelentés mértékben fellilreprezentaltak tiinetes t6kék mikrobiomjaban (Bekris
és mtsai, 2021; Bruez és mtsai, 2015).

Bar tobb tanulmany is foglalkozott a betegséget elésegitd kolcsonhatasok
lehet8ségeivel, ezek igazolasa és funkcionalis jellemzése kevés esetben tortént meg.
Haidar és mtsai kimutattak, hogy a Paenibacillus sp. és a F. mediterranea kozotti
szinergizmus 0sszefliggésben all a fatest degradacidjaval in vitro (Haidar és mtsai, 2021),
valamint egy masik tanulmanyukban a Neofusicoccum parvum és a Bacillus pumilus,
illetve a Xanthomonas sp. kozotti egyuttmidkodés kapcsan mutattak ki kifejezett
edénynyalab nekrézist mesterségesen inokulalt vessz6kben (Haidar és mtsai, 2016).

2.4.2. Avizsgalt mikroorganizmusok lehetséges biokontroll hattere

A Clonostachys rosea a Hypocreales rendbe és a Bionectriaceae csaladba tartozo
talajlakd tomlésgomba, amely biotechnoldgiai alkalmazasi lehet6ségei révén kiemelt
tudomanyos érdeklédés targyat képezi (Sun és mtsai, 2020). Biotechnoldgiai potencialjat
jol mutatja, hogy képes kulonféle vegylletek, példaul a zearalenon biotranszformacidjara
(Kakeya és mtsai, 2002), mianyagok biodegradacidjara (Urbanek és mtsai, 2017),
valamint biolzemanyagok eléallitasara (Strobel és mtsai, 2008). Kereskedelmi értékének
koszonhetéen a C. rosea ipari termelési lehetfségeit is alaposan vizsgaltak, mind
folyékony (De Andrade Carvalho és mtsai, 2018), mind szilard kdzegl fermentacios
rendszerekben (Zhang és mtsai, 2015). A tobbi Hypocreales gombahoz hasonldéan
szamos novénykdrokozdval, koztik gombakkal, fonalférgekkel és rovarokkal szemben is
mutat antagonista hatast (Lysge és mtsai, 2017; Anwar és mtsai, 2018). Vilagszerte
el6fordul talajpan és korhadd novényi anyagokban, mind trépusi, mind mérsékelt
éghajlatu ovezetekben és gyakori elé6fordulasa a sz6lén is dokumentalt (Abdullah és
mtsai, 2015; Akgul és Ahioglu, 2019).

A C. rosea t6kebetegségek elleni bioldgiai védekezésben valé alkalmazasarél eddig
csupan kevés megfigyelés all rendelkezésre (Silva-Valderrama és mtsai, 2021; Billar De
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Almeida és mtsai, 2020), és ezek a tanulmanyok mindossze néhany GTD-kérokozéra
terjedtek ki, in planta kisérletek nélkul.

A Bacillus velezensis az utdbbi évtizedekben a bioldgiai névényvédelem kutatasanak
egyik kozponti szerepl6jévé valt, mivel szamos vizsgalat igazolta antagonisztikus
aktivitasat kulonféle novénypatogén gombakkal és baktériumokkal szemben. Tobb olyan
tulajdonsaggal rendelkezik, amelyek indokoljak szerepét a fenntarthaté névényvédelmi
stratégiakban: széles spektrumu antimikrobidlis hatasa, sejtfalbontd enzimeinek
termelése, valamint masodlagos metabolitjainak sokrét(isége mind hozzajarulnak ahhoz,
hogy a sz6l6 t6kebetegségek elleni védekezés egyik igéretes jeloltjeként tekintsunk ra
(Keshmirshekan és mtsai, 2024).

A biokontroll-hatas egyik alapveté mechanizmusa az antibidézis, amely soran a B.
velezensis kulonféle bioaktiv molekulakat, igy lipopeptideket valamint poliketideket allit
elé. Ezek a metabolitok képesek kozvetlenul gatolni a korokozék vegetativ novekedését,
sporaképz8dését és patogenitasat (Chen és mtsai, 2024).

A B. velezensis tovabbi elényét a sejtfal-degradald enzimek - igy kitinazok, proteazok és
cellulazok - termelése jelenti, amelyek kozvetlenill képesek a gombdak sejtfalanak
strukturalis karositasara (Wockenfuss és mtsai, 2024). Az ilyen tobbtényez6s tamadasi
stratégia kiilondsen relevans a fatorzsi betegségek ellen, amelyek tobbgombas eredetliek
és komplex patogénkozosségekkel jarnak egyltt. E koérokozékomplexek hatékony
visszaszoritasa jellemz&en csak tobb, egymast erdsité bioldgiai mechanizmus egyidejl
érvényesulésével valdsithatd meg (Kenfaoui és mtsai, 2024).

A B. velezensis igéretes biokontroll agens lehet a t6kebetegségek vonatkozasaban is,
amelyet az utébbi években egyre intenzivebben vizsgalnak (Langa-Lomba és mtsai, 2023;
Blundell és mtsai, 2021; Bustamante és mtsai, 2022), dontéen laboratériumi
kornyezetben, igy a biokontroll-aktivitdas tényleges relevancidjanak igazolasahoz
elengedhetetlen a terepi kdriulmeények kozotti validacié (Castillo-Novales és mtsai, 2025).
Az alkalmazhatosag kulcsfeltétele a B. velezensis kornyezeti stabilitdsanak biztositasa.

A széléultetvények okologiai heterogenitasa — beleértve a hdmérsékleti és paratartalmi
ingadozasokat, valamint a talajmikrobiom 0Osszetételének valtozatossagat — jelent8s
mértékben befolyasolja a biokontroll kezelések eredményességét (Mesguida és mtsai,
2023). Ennek megfeleléen a hosszu tavu, tobb évjaratra kiterjedd kisérletek szikségesek
ahhoz, hogy bizonyitast nyerjen, hogy a B. velezensis tartésan hozzajarulhat a
t6ékebetegségek elé6fordulasanak mérsékléséhez, a sz6l6t6kék élettartamanak
meghosszabbitasahoz és a fenntarthaté sz6l6termesztés gyakorlati megvaldsitasahoz
(Rabbee és mtsai, 2023)

2.4.3. Biokontroll stratégiak a sz6l6 tékebetegségei elleni védekezésben

A sz6l6 tékebetegségeivel szembeni jelenlegi vagy potencidlis bioldgiai védekezési
stratégiai kozott tobb, egymast kiegészité megkdzelités rajzolddik ki, amelyek célja a

19



kérokozdk megtelepedésének megakadalyozdsa és a novény hosszu tavu egészségének
fenntartasa.

Az egyik legfontosabb beavatkozasi pont a metszési sebek kezelése, mivel ezek jelentik a
f6 fert6zési kaput a fatorzsi patogének szamara. A metszés utan kozvetlenull alkalmazott
biokontroll-készitmények, kulondésen egyes Trichoderma torzsek, hatékonyan
csokkenthetik a fert6zési kockazatot (Mondello és mtsai, 2018; Yacoub és mtsai, 2024).

igéretes kutatési irdnyt jelent a sz6l6ndvényhez természetes médon tarsuld endofiton és
rizoszferikus mikroorganizmusok kutatasa. Ezek a mikrobdk eleve jelen vannak a
sz6l6t6ke szoveteiben vagy a kornyezd talajban, igy jol alkalmazkodtak az adott dkoldgiai
feltételekhez. In vitro és terepi vizsgalatok soran tobb ilyen izolatum bizonyitotta
antagonisztikus hatasat afébb tékebetegség-kérokozdkkal szemben (Silva-Valderrama és
mtsai, 2021). Hasonlé jelentéséggel bir a természetes él6helylkrél izolalt (pl. a
sz6léultetvény talajabol, rizoszférajabol) mikroorganizmusokban rejlé lehetéségek
kiaknazasa is, mivel ezek nagyobb eséllyel maradnak életképesek és hatékonyak az adott
klimatikus és talajviszonyok kozott (Zanfafio és mtsai, 2025).

A mar feltart biokontroll hatdasmechanizmusok megismerése ramutatott, hogy a
hatékonysag tobb tényez6 egylttes eredménye. Az antibiézis soran a mikroorganizmusok
olyan masodlagos metabolitokat termelnek, amelyek koézvetlenll gatoljak a patogén
gombak novekedését. Emellett szamos torzs képes sejtfalbonté enzimek — példaul
cellulazok és kitinazok — termelésére, amelyek elésegitik a kdérokozdk inaktivalasat.
Fontos szerepet jatszik a tapanyagokért és a kolonizacids helyekért folytatott versengés,
valamint, hogy egyes mikrobak indukaljak a gazdanoévény védekez6 mechanizmusait,
fokozva ezzel a sz6l6 ellenalld képességét (Mesguida és mtsai, 2023).

A gyakorlati alkalmazas szempontjabél meghatarozd, hogy a biokontroll agensek
mennyire stabilak kulénb6zé hdémérsékleti és kornyezeti feltételek mellett. A
laboratoriumi és Uveghazi korulmények kozott igéretesnek bizonyuld térzsek terepi
kornyezetben gyakran eltéréen viselkednek, ezért elengedhetetlen a helyszini validacio
(Castillo-Novales és mtsai, 2025). Hangsulyoznunk kell, hogy csak rovid tavu kisérletek
onmagukban nem elegenddéek a tényleges hatas megitéléséhez: a tobb évjaraton ativel6é
vizsgalatok bizonyitjak igazan, hogy a biokontroll alkalmazasa tartésan mérsékelheti a
fatorzsi betegségek el6forduldsat és lassithatja a tékék elhalasat.

2.5. Atékebetegségekhez kapcsoléodo gombakozosségek

A sz8l6 tékebetegségeiért felelés gombafajok eltéré képességekkel rendelkeznek a fas
szovetek kolonizalasaban. Ilyen tényezé a faanyag bontdsanak hatékonysaga, a kiilonféle
védekezb vegylletek eléallitasa, valamint a sz6l6téke metabolitjaival szembeni adaptiv
valaszreakciok. Agombak és a gazdandvény altal szintetizalt bioaktiv vegyuletek kutatasa
napjainkban kidloénosen intenziven zajlik. Ezt nagymértékben elésegiti a molekularis
technolégidk kozelmultbeli fejlédése, amely lehetévé teszi a gombakdzosségek
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megismerésén tul a bioszintetikus Utvonalak és a gomba-gazda kolcsdnhatasok
részletesebb feltarasatis.

2.5.1. Tenyészthet6 és nem tenyészthet6é gombak

A novényekhez tarsuld gombak kimutatdsara hagyomanyosan tenyésztésalapu
modszereket alkalmaztak, azonban ezek szelektiv jellegiik miatt csak korlatozott
informaciét szolgaltatnak, és becslések szerint a mikroorganizmusoknak csupéan kis
szazaléka tenyészthet6 hagyomanyos moddszerekkel (Amann és mtsai, 1995;
Dissanayake és mtsai, 2018; Eichmeier és mtsai, 2018). Ezzel szemben a
tenyésztésfluggetlen médszerek, kulondsen a DNS-alapu metabarcoding, lehetévé tették
teljes gombakozosségek feltérképezését, és az elmult két évtizedben forradalmasitottak
a mikrobidlis okolégiat. A kornyezeti mintak nagy atereszt6képességli szekvenalasa
jelentds mértékben hozzajarult ismereteink béviléséhez a gombak diverzitasarol,
elterjedésérdl és okologiai sajatossagairdl (Frac és mtsai, 2018).

A DNS-alapu vizsgéalatok alapjan a talaj szolgal a gyokérzéna és a fold feletti szovetek
mikrobiomjanak elsédleges forrdsaul (Zarraonaindia és mtsai, 2015). A kornyezeti
tényez8k kozotti kilonbségek (pl. a talajkémia, a mezoklima) mellett a boraszati
tulajdonséagok regionalis eltérései (,terroir”) is 0sszefliggésbe hozhatdk a régionként
eltéré sz6l6 mikrobiommal (Bokulich és mtsai, 2013; Zarraonaindia és mtsai, 2015).
Nerva és mtsai (2019) Olaszorszagban tlinetmentes és Esca-betegség altal érintett
sz6l6tBkék alatti talajmintakat elemeztek és nem talaltak szignifikdns kilonbséget a
fajgazdagsagban, ugyanakkor a kérokozdk nagyobb gyakorisaggal voltak jelen a beteg
t6kék alatti talajpban, mint a tinetmenteseknél, ami alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a talaj jelentés inokulumforras lehet. Del Frari és mtsai (2019) a sz6l6t6kék
fold feletti évelé szoveteiben vizsgaltak a mikobiodtat tiinetmentes és Esca-beteg tékék
esetében, és kimutattak, hogy bar az ével6 és egynyari farészek kozott jelentds
Osszetételbeli kulénbségek vannak, a tunetmentes és beteg ndvények kozott nem
észleltek lényeges eltérést.

2.5.2. Atékebetegségek kdrokozoéi és a sz6l6 mikrobiomjanak kélcsonhatasa

Antagonista mikroorganizmusok jelent8s hatast gyakorolhatnak mas mikrobakra azaltal,
hogy versengenek vellik az él6helyért vagy a tdpanyagokért, kozombadsitik azok toxinjait,
illetve sajat maguk is toxikus vegyuleteket valasztanak ki (Compant és mtsai, 2013).
Képesek serkenteni a sz6l6t6ke védekez6mechanizmusait, kiillondsen a szisztemikus
védekezést, vagy fokozhatjdk a gazdanovény stressztlird képességét is (Mondello és
mtsai, 2018). Szamos kutatas szerint nem mutathatd ki egyértelml Osszefliggés a
tlinetes és tlnetmentes fas részek gombakozosségei kozott (Elena és mtsai, 2018). Ez
tobb tényez6 egyuttes fennallasaval is magyarazhatd, amelyek elengedhetetlenek a
levéltunetek kialakulasahoz, példaul a ndévény aktualis élettani allapota vagy az elhalt,
elszinez6dott fas szovetek mennyisége, amely elér egy kliszobértéket a tunetek
megjelenéséhez. Egy masik magyarazat a sz6l6téke mikrobidtajanak dinamikus
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valtozasa lehet akar egy éven belll is, szemben a fert6zéstél a tlinetek kialakulasaig
altalaban tobb éven at tartd folyamat lassu elérehaladasaval.

Feltételezhet6, hogy az antagonista mikroorganizmusok hatast gyakorolnak a
tékeelhalashoz kotheté gombapopulacidkra. Nagy szamban mutattak ki t6kebetegség
kérokozokat és Trichoderma fajokat latszolag egészséges, 50 éves tlinetmentes tékék
vizualisan tiszta fajaban, ami arra utal, hogy egyensulyi mikrobialis kozosség allhat fenn,
amely hozzajarulhat a ndvények egészségi allapotanak fenntartasahoz (Bruez és mtsai,
2016). Egyes elképzelések szerint egy ilyen, a gazdanovény, kdérnyezet és a mikrobiéta
kozotti egyensulyi allapot képes lehet kivaltani az endofiton, nem patogén fajokbdl a
patogenitast, amiismételten rairanyitja a figyelmet a gazdanovény — kérokozd — kdérnyezet
harmasanak fontossagara (Fischer és Peighami-Ashnaei, 2019), s6t egyes kutatdk egy
negyedik tényez6t is beemelnek ebbe az interakciés rendszerbe, megalkotva ezzel a
patobiom koncepciojat (Brader és mtsai, 2017). Mondello és mtsai (2018) szerint
O0sszesen mintegy 40 baktériumot vagy gombat vizsgaltak potencialis bioldgiai
védekezési 4agensként a tbkebetegségek ellen. Ezek az &gensek a betegség
kialakulasanak kilonbozé szakaszaiban fejthetik ki hatasukat, mddosithatjdk a
sz6l6t6kék belsé mikrobialis egyensulyat, alkalmazhatdk lehetnek metszési sebek
védelmére vagy védekezési reakcidok serkentésére (Yacoub és mtsai, 2016). Az egyre
novekvd igény a kornyezetkiméld betegségkezelési stratégiak irant, valamint a
molekuldris technolégidak fejlédésének koszonhetéen felgyorsuld kivalasztasi és
hatékonysag-értékelési folyamatok indokoltta teszik a sz6l6 mikrobidtajanak bioldgiai
védekezési potencialjara iranyuld kutatasok kiemelt kutatasat.

2.5.3. Avizsgalt és leirt mikroorganizmusok patogén 6sszefiiggései

A gazdanovény, a korokozék és a kornyezeti tényezdk kozotti komplex kélesdnhatasok
még nem feltartak teljes részletességgel, és a betegség kialakulasaban részt vevo
mikroorganizmusok pontos kore, bioldgiaja és patogenitasa sem ismert teljes mértékben
(Songy és mtsai, 2019). E hianyos ismeretek indokoljak a tékebetegségek kdrokozoinak
atfogdbb vizsgalatat, amely elengedhetetlen a hosszu tavon hatékony és fenntarthaté
védekezési mddszerek megalapozasahoz.

A Kalmusia nemzetséget mintegy 150 évvel ezelétt irtak le az Kalmusia ebuli tipusfaj
alapjan (Niessl 1872), és korabban tobb mint 40 fonalas gombafajt soroltak ide (Zhang és
mtsai, 2014). Ezek a gombak szamos ndvény mikrobiomjanak gyakori tagjai,
gazdanovény-spektrumuk széles: példaul bambuszbdl (Tanaka és mtsai, 2005), tolgybdl
(Ghobad-Nejhad és mtsai, 2017) vagy malnabdl (Iznova és RukSénieng, 2012) is izolaltak
O6ket. Az utébbi években a nemzetség rendszertani atsorolasa kovetkeztében a Kalmusia
sensu stricto mar kevesebb mint 10 fajt foglal magaban. 2014-ben Verkley és mtsai (2014)
leirtak a Dendrothyrium longisporum fajt, amelyet késébb a Kalmusia nemzetségbe
soroltak at (Ariyawansa és mtsai, 2014). Morfoldgiai és molekularis jellemzését két
izolatum alapjan végezték, amelyek kozul az egyiket torpe fagyongybdl (Arceuthobium
pusillum), a masikat kozonséges buzabdl (Triticum aestivum) nyerték. Annak ellenére,
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hogy novényi eredet(i mintakboél szarmazik, a Kalmusia longispora és névényi betegségek
kozotti esetleges kapcsolatot koraban nem vizsgaltak. A K. longispora kozeli rokona a
Kalmusia variispora (korabbi nevén Dendrothyrium variisporum); a fajleiras alapjaul
szolgald torzseket (CBS 121517 és CBS 197.82) egy szir sz6l6tékérdl, valamint a Svajcban
honos kétszikl hangafajrol (Erica carnea) izolaltak (Verkley és mtsai, 2014). Ezen kivul a
K. variispora-t kimutattak irani perzsa tolgyb6l (Quercus brantii), valamint tlnetes
sz6l6t6kékbbl Horvatorszagban. A kdzelmultban bizonyitottdk a K. variispora
patogenitasat sz6l6n (Abed-Ashtiani és mtsai, 2019), kimutatva, hogy a torzsek képesek
nekrdzisos léziokat létrehozni a sz6l6 farészeiben. Ett6l az egy esettdl eltekintve eddig
nem allt rendelkezésre mas megerfsitett adat a Kalmusia sensu stricto fajok
novénykoérokozo szerepérél.

A Neofabraea nemzetség (Helotiales, Ascomycota) jelenleg nyolc fajt foglal magaban
(Chen és mtsai, 2016). Ezek a fajok klilonb6z6 ndovényfajokroél izolalt kérokozdé gombak,
tobbek kozott almardl és kortérél, amelyek esetében a N. kienholzii ismerten perzisztens
rakosodast, valamint tarolasi korulmeények kdzott bull’s eye rothadast idéz el (Wenneker
és mtsai, 2017). Mig a perzisztens rakosodasnak nem nagy a gazdasagi jelentfsége, a
tarolasi betegség bull’s eye rothadas a vizsgalt évjarattél és fajtatél fliggben 5-50%-0s
termésveszteséget is okozhat (Gariepy és mtsai, 2005). Bar N. malicorticis torzseket
egészséges sz6l6tékékbblis izolaltak (Hofstetter és mtsai, 2012), és egyetlen N. kienholzii
izolatumot is kimutattak GTD-vel érintett sz616t6kék torzsébbl (Baranek és mtsai, 2018),
eddig nem voltak ismereteink arrél, hogy a Neofabraea fajok a sz6lén el6forduld
t6kebetegség-tlinetek kialakitasaval egyértelmuien dsszefluggésbe hozhatdak lennének.

A Botryosphaeriaceae fajok altal okozott sz616 t6kebetegségek hazankban mar évtizedek
6ta ismertek. A betegségek kozul a fekete kordonkar elhalds, amely a fert6zott t6kék
torzsében és karjaiban kialakuld farész-nekrdzissal, valamint a hozzajuk kapcsolédo
levéltinetekkel jellemezhetd, els6 alakommal a Tokaji borvidéken kerult leirasra
(Lehoczky, 1974). Az azdta eltelt id6szakban azonban viszonylag kevés vizsgalat iranyult
ennek a betegségnek a vizsgalatara, a Diplodia seriata altal okozott tékebetegségekre
fokuszald kozelmultbeli tanulmany (Kovacs és mtsai, 2017), valamint a Seimatosporium
vitis els magyarorszagi kimutatasa (Vaczy, 2017) kivételével. A Dothiorella omnivora egy
nemreégiben leirt faj, vilagszerte kevés izolatuma ismert, jarvanytani szerepe meég kevéssé
tisztazott. Kérokozéként mogyororol, diordl, kérisrél és mas, nem kozeli rokonsagban allo
fas novényekrélizolaltak, és eddig vilagszerte minddssze egyetlen, sz6l6r6l Ausztralidaban
izolalt torzse volt ismert (Linaldeddu és mtsai, 2016). Potencialis kockazatot jelenthet a
sokgazdas életmddja, kulondsen ott, ahol tobb, érzékeny fas novényfaj él egyutt (pl.
ultetvények, erddszegélyek, tajgazdalkodasi mozaikok), de jelenleg nem tartozik a
legjelent8sebb tékebetegség korokozok kozé.

A Diaporthe nemzetség Ujraértékelése kilonosen fontos a sz8l6 tékebetegségek
kutatasaban, mivel e fajok 6koldgiai szerepe sokrétl: elé6fordulhatnak endofitonként
tlinetmentes tékékben, szaprobitaként elhalt szovetekben, de jelent6sek kérokozdoként
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is, amely a farészekben nekrézist, a leveleken és furtokon pedig kiulonbozé tlineteket
idézhetnek eld. A nemzetségen beluli fajhatarok és fajfogalmak valtozasa tovabb
nehezitette a pontos diagnodzist és a jarvanytani értékelést. Fajai vilagszerte elterjedtek,
és szamos jelentés novénybetegség korokozodiként is ismertek, beleértve a gyokér- és
gyumolcsrothadast, a tékeelhalast, a szar- és agrakosodast, a levélfoltossagot, a levél- és
huvelyfoltbetegségeket, valamint a magrothadast (Santos és mtsai, 2017).

A nemzetséget emellett a masodlagos metabolitok kutatasaban is széles korben
vizsgaltak, mivel nagyszamu poliketidet, valamint egyedi, kis- és nagymolekulaju
metabolitokat termelnek, amelyek kiléonb6z6 antibakterialis, daganatellenes,
gombaellenes, malariaellenes, virusellenes, citotoxikus és herbicid aktivitassal
rendelkeznek. Egyes Diaporthe fajokat pedig a gombapatogének bioldgiai védekezésében
is alkalmaznak (Dos Santos és mtsai, 2016).

A gombak kettés nevezéktananak eltorlése utan a Diaporthe és a Phomopsis nemzetség
tobbé nem tekintheté kulonalléonak, nem alkalmazhaték a morfotipusok
megkllonboztetésére. A névhasznalati els6bbség, valamint a fajok tobbségének ide
sorolasa miatt a Diaporthe elnevezés megtartasat javasoltak (Rossman és mtsai, 2015),
amelyet a szakirodalom azoéta széles korben elfogadott.

A Diaporthe fajok eurdépai és mediterraneumbeli elterjedésével szbéléultetvényekben
eddig kevés tanulmany foglalkozott, ugyanakkor tobb jelentds sz6l6termeszté régidban is
leirtak kérokozé Diaporthe fajokat. Mindezek utan a fajfogalom valtozasait is figyelembe
véve, szikségessé valt Ujabb felmérések végzése a sz6l6hoz kapcsolddd fajok
el6fordulaséanak és diverzitdsanak vizsgalataval, valamint a betegségekkel valo
Osszefliggések feltarasaval kapcsolatban.

A S. vitis a Sporocadaceae csaladba tartozé aszkomikéta gombafaj, amelyet elsdként
sz6l6bdblirtak le, és azéta vilagszerte kimutattak kilonbozé sz6l6term6 régidkban, tobbek
kozott Kaliforniaban, Magyarorszagon, Olaszorszagban és Iranban is (Crous és mtsai,
2021; Lawrence és mtsai, 2013; Senanayake és mtsai, 2015).

A S. vitis és rokon fajai els6sorban endofiton vagy szaprofita életmddot folytatnak,
azonban kedvezd korilmények kozott opportunista kdrokozéként viselkedhetnek, és
hozzajarulhatnak a sz6l6 tékebetegségek komplex koéroki rendszeréhez. Koérokozé
tulajdonsagainak els6 magyarorszagi igazolasa utan (Vaczy, 2017), Kkaliforniai
vizsgalatokban a mesterségesen fert8zott sz6l6ndvényeken a faj nagyobb elvaltozasokat
okozott, mint a kontrollokban és a gomba sikeresen visszaizolalhaté volt. (Lawrence és
mtsai, 2013). A rendelkezésre allé adatok alapjan a S. vitis fontos kiséréeleme lehet a
szO6l6fatorzsi betegségek komplexének, bar 6nallé jelentésége valdszinlleg csekélyebb.
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3. CELKITUZESEK

A sz8l6t megtamadd kérokozd gombak bioldgidjanak és okoldgidjanak mélyrehatd
ismerete alapveté a gyakorlati novényvédelem szempontjabél — akar a vegetacios
periodushoz kot6dé fert6zésekrdl, akar a fas részekben perzisztensen fennmaradd
tlneteket kivaltd kérokozokrol van szd. Optimalis esetben bdséges informacio all
rendelkezésre azokrol a kérokozé fajokrol, amelyek modellorganizmusokként szolgalnak;
mas esetekben azonban - kilondsen, ha a tiunetképzddés mikrobidlis interakcidékhoz
kapcsolddik — jéval korlatozottabbak az ismereteink.

Bar a B. cinerea a ndvénykadrtani kutatas elismert modellmikroorganizmusanak szamit, és
a szOlétermesztésben értéknoveld szerepet is betolthet, a nemesrothadassal 6sszefliggd
bioldgiai és okoldgiai ismeretek sokaig hianyosak voltak. Az utébbi években azonban
lehet&ség nyilt arra, hogy a nemes- és a szlrkerothadas kozotti kiillonbségek bioldgiai,
élettani és kornyezeti alapjai feltarasra keruljenek.

A sz8l6 tbkebetegségei esetében a kdrfolyamatok 6sszetett, tobb mikroorganizmusra
épuld etioldégiaja, a mikrobakozosségek kolcsdonhatasai és a gazdanovény elhuzédé
reakciodi miatt a betegségek sokaig ,black box”-ként (nehezen feltarhaté rendszerként)
jelentek meg: a tlinetek és a kdérokozék pontos dsszekapcsolasa, valamint a betegség
dinamikajanak leirasa mindmaig csak részlegesen ismert, ami komoly kihivast jelent a
gyakorlati névényvédelem szamara.

E szempontok alapjan munkank alapvet6 célkitlizéseként a sz6l6 botritiszes fert6zései és
t6kebetegségei soran érvényesiuld molekuldris és mikrobialis kélcsonhatasok feltarasat
hataroztuk meg:

1. A B. cinerea okozta szurke és nemesrothadasos folyamatok bioldgiai hatterének
és a folyamatok kulonbségeinek kimutatasa a funkciondlis gének expresszidés
profiljanak  elemzésére alapozva egészséges, szlrkerothadasos és
nemesrothadasos mintak transzkriptomjanak vizsgalataval, valamint a szUreti
idépontoknak a biokémiai folyamatokra és azok boraszati kovetkezményeire
gyakorolt hatasaval 6sszeflggésben.

2. A nemesrothaddas és szlrkerothadas mikrobialis hatterének feltardsa, kilonos
tekintettel a B. cinerea mellett jelen lév6 és a folyamatokban meghatarozé fonalas
gombak és éleszték génexpresszids és metabolikus aktivitasanak 6sszehasonlitd
elemzésére, valamint a gazda—kérokozo és mikroba—mikroba kdlcsonhatasokra.

3. A nemesrothadas és a szlrkerothadas fejlédési fazisainak és a sz6l6—kdrokozé
kolcsonhatasok oOsszehasonlitd vizsgalata, a kornyezeti feltételek, a
génexpresszids mintazatok és a B. cinerea életmoddvaltasanak szerepe a két
rothadastipus elkilontlésében és egymadsba alakuldsaban.

4. A nemesrothadasban részt vevd fonalas gombak milyen funkcionalis
génexpressziés €s metabolikus folyamatokon keresztil jarulnak hozza az
aszusodo6 szblébogyok biokémiai atalakulasaihoz és a botritiszes borok egyedi
aroma- és érzékszervi profiljanak kialakulasahoz.
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. A nemesrothadas dinamikajanak és kornyezeti feltételeinek meghatarozasa; a

szureti honapok és az évjarati sajatossagok milyen mértékben befolyasoljak a B.
cinerea micéliumnovekedését és morfotipusait, valamint ezek hogyan
kapcsolodnak a nemesrothadas eléfordulasahoz és lefolyasahoz.

A nemesrothadds kiilonb6z6 fazisainak, a szlreti id6pontnak és a sz6l6fajtanak a
sz6lébogyodk fizikai, kémiai és mikrobiolégiai tulajdonsagaira gyakorolt hatasanak
vizsgalata, kulonds tekintettel a texturalis jellemzdk, a kémiai Osszetétel és a
gombakozosségek dinamikajanak feltarasara.

A nemesrothadas fazisainak transzkriptomikai jellemzése, a B. cinerea
génexpresszids mintazatainak és anyagcsere-folyamatainak feltarasa annak
megértésére, miként jarul hozza a sz6l6bogyd szerkezeti valtozasaihoz, és mely
génfunkcidk segitik kompetitiv elényét és 6koldégiai dominanciajat.

Az aszusodo sz6lébogyd mikrobiomjaban jelen lév6, tovabbi fonalas gombak és
élesztdék funkcionalis génexpresszidjuk és metabolikus aktivitasuk révén miként
jarulnak hozza a sz6l6bogydk szerkezeti atalakulasaihoz és a botritiszes borok
egyedi aroma- és érzékszervi profiljanak kialakitasahoz.

Az Esca-betegséggel 0sszefliggésbe hozott gombak jellemzése, amelyek a sz6l8
»magmikrobiomjanak” részeként, jellemzéen kommenszalis endofitonok és/vagy
latens szaprotréfok formajaban vannak jelen és amelyek opportunista
kérokozdként léphetnek fel stresszhatasoknak kitett novényekben; valamint, hogy
az abiotikus kornyezeti tényez6k milyen szerepet jatszanak a gombakozosségek
dinamikajaban és a betegség kialakulasaban.

A novényi mikrobiom jellemzéen hasznosnak tekintett tagjai, kilonésen az A.
pullulans bizonyos torzsei, milyen mechanizmusokon — példaul poliszacharid- és
fehérjetermelésiukdn, valamint szinergikus koélcsonhatasaikon - keresztil
jarulhatnak hozza az Esca-betegség patogeneziséhez és a levéltunetek
intenzitasanak alakulasahoz.

Lehetséges t6kebetegség-antagonistak milyen mechanizmusokon — kiléndsen
antibiotikus metabolit termelésen vagy mikoparazita képességen - keresztil
képesek gatolni a sz61l6 tékeelhalassal 6sszefliggd patogén gombafajok fejlédését,
€s in vitro és in planta kisérletekben igazolt hatékonysaguk megalapozhatja-e a
tOkebetegségek elleni bioldgiai védekezés gyakorlati alkalmazasat.

.A sz6l6 tbékebetegségeink kialakulasaban részt vevd, de eddig a betegség

komplexhez nem tarsitott vagy azonositott Uj mikroorganizmusok meghatarozasa,
patogén tulajdonsaguk vizsgalata.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. B. cinerea mintak gyijtése, feldolgozasa és értékelése

4.1.1. Mintak gylijtése az Egri és a Tokaji borvidéken

A B. cinerea izolatumok és a nemesrothadas el6fordulasdinamikajanak vizsgalatahoz
szukséges mintakat az Egri borvidékhez tartozé Szomolya kdzség hataraban lévo
sz6loultetvényekbdl gydjtottuk 2013-2015 6szén. A természetes nemesrothadas
kovetkeztében kialakult aszus szél6furtokrél évenként, idészakonként (szeptember,
oktdber, november) és szél6fajtanként gy(ljtottink aszusodott bogydkat. A mintak
feldolgozasat a mintavétel napjan megkezdtuk.

Az aszuszemek vizsgalatdhoz szukséges bogydkat a 2016-0s és 2017-es évjaratban a
Tokaji borvidékhez tartoz6 Mad kozség hataraban fekvd Betsek-dild Furmint- és
Harsleveld-lltetvényeibdl gyUjtottik. A mintavételi idészakot harom, egyhdénapos
periddusra osztottuk (szeptember, oktéber, november), figyelembe véve az aszuszemek
fejlédési stadiumait: (1) ép, teljes érettségli sz616szem; (2) még nem toppedt, barnas-lilas
szinez6désl sz6lészem; (3) tOoppedésnek induld, botritiszes sz6l6szem; (4) lilas
aszuszem, latens gombafonalakkal vagy sporuldld Egmicéliummal. A mintakat
véletlenszerlen gydjtottuk, ugy, hogy az elére definialt stadiumok morfoldgiai
variabilitasat megfeleléen reprezentaljak.

A vizsgalatokhoz teljesen sérulésmentes bogydkat valasztottunk, amelyeket a flrtrél
kocsannyal egyltt vagtunk le. A mintak hdtott korilmények kozott, legkésdbb két éran
belul laboratériumba kerultek, és vizsgalatukat azonnal megkezdtik. A DNS- és RNS-
izolalashoz szant mintakat steril korilmények kozott gy(jtottik, azonnal folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, szaraz jégen szallitottuk a laboratériumba, majd
feldolgozasig —80 °C-on taroltuk.

4.1.2. AB. cinerea tenyésztése és a kapcsolodo vizsgalatok paraméterei

B. cinerea tenyésztése fenotipusos vizsgalatokhoz

A mintaterlletekrél természetes moédon aszusodott sz6l6bogyodkat gydjtottink a két
sz6l6fajtarol az adott év—-hdnap kombindcidkban. A mintakat Rose Bengal-kléramfenikol
(RBCA) taptalajon tenyésztettuk, majd egysporas B. cinerea-izolatumokat allitottunk el6,
amelyeket burgonya-dextréz agaron (PDA) tartottunk fenn. A ndvekedési tesztekhez az
izolatumok aktivan novekvé peremérél 5 mm atmérdji micéliumkorongokat vagtunk, és
a Petri-csészék kozepére helyeztik. A lemezeket sotétben, 20 °C-on (optimalis
hémérséklet), valamint 15 és 25 °C-on (szuboptimalis h6mérsékletek) inkubaltuk.

B. cinerea tenyészetek morfolégiai jellemzéinek megallapitasa

A morfolégiai jellemzbket harom éven at, harom mintavételi hdnapban és két sz6léfajtan
vizsgaltuk. Az optimalis hémérsékleten (20 °C) tenyésztett izolatumokat 21 napos,
sotétben végzett inkubalast kovetéden kilonbozé morfoldgiai tipusokba soroltuk. A
tenyészeteket makroszkdposan értékeltik: a sporulacié, valamint a micélium- és
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szkleréciumtermelés alapjan. E kritériumok szerint az izolatumokat micéliumos (M) vagy
szklerotikus (S) tipusokba soroltuk a Martinez és mtsai (2003) altal leirt beosztas szerint:
négy micéliumos (M I-M 1IV) és négy szklerotikus (S I-S IV) tipus. Minden izolatum
esetében harom ismétlést alkalmaztunk, és a kisérletet kétszer ismételtik.

1. tablazat A B. cinerea izolatumok morfoldgiai tipusai PDA taptalajon 20 °C-on sotétben tenyésztve

aSporulécid: - = nagyon ritka sporuldcio, + = végul sporulal
bSzklerécium képzés: 0 = szkleréciumok hidnya, - = nagyon ritka szklerécium képzés'

Morfologiai Micélialis tipus M Szklerocialis tipus S
tipus
P MI MII Ml MIV Sl Sl Sl SIv
s L lég micélium . L L o N
Micélium révid L L lég micélium révid révid révid révid
micélium tomegek
Sporuléacio® - + - + + + - -
Szklerécium nagy és kicsi . nagy . ,
- V] - - . korben J tobb elszort
képzés® szabalytalan szabalytalan
Megjelenés | | “ . O 6 b '

B. cinerea novekedési és morfoldgiai profiljanak statisztikai elemzése

A B. cinerea-izolatumok novekedési profiljat varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltik. A
kisérleti elrendezésben a tényezbket évjarat, szuretidépont és szbléfajta (mint
faktorparaméterek), valamint hémeérséklet (ismert, kontrollalt valtozd) szerint varialtuk. A
valtozék egylttes hatdsat is vizsgaltuk (tébbtényezds varianciaanalizis), az atlagok
O0sszehasonlitasat LSD (Least Significant Difference) prébaval végeztik (a = 0,05).

Az egyes morfoldgiai tipusok gyakorisagat (FD%) évjaratonként, mintavételi hdnaponként
és fajtanként az alabbiak szerint szamitottuk:

izolatumok szama a morfolégiai tipus adott osztalyaiban
FD% = — _ - x 100
izolatumok teljes szama

A gyakorisagok eloszlasat az évjarat, sz6l6fajta, szlretid6pont, morfoldgiai
tulajdonsagok, valamint ezek interakcidi szerint varianciaanalizissel értékeltuk; az
atlagcsoportositastitt is LSD-prébaval végeztuk (a = 0,05).

A morfoldgiai csoportok évjarat és szuretidépont szerinti eloszlasanak feltarasara nem-
metrikus tobbdimenzids skalazast (NMDS) alkalmaztunk. Az ordinaciéban vizualisan
észlelt elkulonulés szignifikanciajat PERMANOVA-val (permutaciés varianciaanalizis)
teszteltik. Az elemzéseket a Genstat 5 Release 4.1 (Lawes Agricultural Trust, IACR,
Rothamsted, Egyeslult Kiralysag) szoftverrel végeztlk.

" A dolgozat valamennyi tablazata és abraja a dolgozat alapjaul szolgalo sajat publikacidkbdl szarmazik.
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4.1.3. Sz6lébogyok fizikai, kémiai és mikrobiolégiai jellegzetességei

A sz6l8bogyok fizikai (texturalis) tulajdonsagait TA.XT2i tipusu texturaelemz6 készulékkel
(Stable Micro Systems, Surrey, Egyesult Kiralysag) mértik; az adatok kiértékelését a
készulékhez tartozo Texture Expert Exceed szoftvercsomaggal végeztik.

Az alapanalitikai paramétereket WineScan készulékkel (FOSS Analytical, Dania)
hataroztuk meg. A nemesrothadas staddiumaiban minden szél6fajta x hdénap x év
kombinacioban a begyl(jtott bogyokat zuztuk, majd a keletkezett mustot sz(irést és
centrifugalast kovetéen vizsgaltuk: cukortartalom (°Brix), titralhaté savtartalom (TA) és
pH.

A botritizalodasi stadiumok fiziko-kémiai 6sszefliggéseinek elemzése

Afizikai és kémiaivizsgalatok eredményeit egységes adatbazisba rendeztik; az igy kapott,
tipikusan sokvaltozés statisztikai problémahoz a szakirodalomban szokasos vizualizaciés
és értelmezési eljarasokat alkalmaztuk. Az adatok statisztikai elemzését R 4.0.3
kornyezetben, RStudio fellileten végeztuk, tobb csomag (vegan, mixOmics, FactoMineR
2.0-5) felhasznalasaval (Oksanen és mtsai, 2001).

Avizsgalt valtozdkra varianciaanalizist alkalmaztunk. Az aszusodasi fazisok (1-4. fazis), a
sz6l6fajtak (Furmint, Harsleveld), valamint a gydjtési idépontok (szeptember, oktdber,
november) csoportjait Fsk, Esk, Wsk, bogydkeménység (BH), cukortartalom (°Brix), pH,
titralhaté savtartalom (TA, bork&sav-egyenértékben) és mikrobialis 0sszetétel alapjan
hasonlitottuk 6ssze. Az adattisztitashoz Rosner-féle kiugréérték-tesztet alkalmaztunk; az
adatokat skalaztuk és standardizaltuk (0 atlag, 1 szoras). Szikség esetén transzformalt
(normalizalt) adatokat hasznaltunk.

A bogyok mikroorganizmus kozosségének meghatarozasa

A mikrobialis sokféleség elemzéséhez szelektiv taptalajokat alkalmaztunk:
kléramfenikol-glikéz agar (CGA), Czapek-Dox agar (CZA) és tripton—-gliikéz—kivonat agar
(TGEA) a gombak tenyésztéséhez. A monosporas izolatumokat burgonya—-dextréz agaron
(PDA) és élesztOkivonat—-pepton—dextroz agaron (YPD) tartottuk fenn. A gombak DNS-
kivonasat NucleoSpin Plant |1l készlettel végeztuk (Macherey-Nagel, Dduren,
Németorszag). A molekularis azonositashoz fonalas gombak esetén az ITS1-F (Gardes és
Bruns, 1993) és ITS4 (White és mtsai, 1990), éleszt6gombak esetén NL1 és NL4 (Peterson
és Kurtzman, 1991) primereket hasznaltuk. A PCR-termékeket QlAquick PCR Purification
Kit segitségével tisztitottuk (Qiagen, Hilden, Németorszag), a szekvenalast a BaseClear
(Leiden, Hollandia) végezte.

A j6 mindségl szekvenciakat 97%-o0s szekvencia-hasonlésagi kiiszob mellett operativ
taxondmiai egységekbe (OTU-k) csoportositottuk az USEARCH v11(Edgar, 2013)
programmal. Az OTU-kat az NCBI nukleotid-adatbazisban végzett paronkénti
hasonlésagkeresés alapjan rendeltliik taxondmiai csoportokhoz.
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4.1.4. A sz6lébogyok teljes DNS és RNS kivonasa

A begy(jtott, mélyfagyasztva tarolt sz6l6bogyodkat eléhlitott keramia dorzsmozsarban,
folyékony nitrogén jelenlétében porra 6roltik, majd a port mintanként 2 ml-es Eppendorf-
csOvekbe transzferaltuk, és a felolvadas elkerllésével visszahelyeztik -80 °C-ra. A
mintak 6rlését kovetden a teljes DNS-t DNeasy Plant Mini Kit-tel izolaltuk (Qiagen GmbH,
Németorszag). A kivont DNS koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop 2000 UV-lathato
spektrofotométerrel ellendriztik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Az aszusodott sz6l6bogydkbol torténé RNS-izolalas és az izolatumok Ujgeneracios
szekvenalasra (NGS) torténd elékészitése nem bizonyult rutinszer(inek. A bogydk magas
cukor- és polifenoltartalma megnehezitette az RNS elkllonitését, tisztitasat és az
esetleges amplifikaciot. A teljes RNS izolalasahoz a céljainknak megfeleld, hatékony
modszert dolgoztunk ki, amelyet mddszertani fejlesztésként publikaltunk, és amellyel j6
mind&ségl RNS-t nyertiunk mintainkbdl (Kiss és mtsai, 2024).

A kivont RNS-mintakat —80 °C-on taroltuk a szekvenalasig. Az RNS min6ségét NanoDrop
2000 spektrofotométerrel és Agilent 2100 Bioanalyzer készllékkel (RNA 6000 Nano Kit;
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) ellenériztik. Megfeleld min&éséglinek és
mennyiséglinek azokat a mintakat tekintettik, amelyek RNS-koncentracidja = 50 ng/ul
volt, és a szamitott RIN (RNA Integrity Number) érték elérte a 4-et.

4.1.5. Szekvenalas és szekvencia-adatok feldolgozasa

A DNS-amplikon-szekvenalast és a metatranszkriptomikai RNS-szekvenalast kulsé
szolgaltato végezte. A kapott nyers leolvasasokat (FASTQ) minéségellendérzés, trimmelés
és szurés utan feldolgoztuk, amely magaban foglalta az olvasatok
osszeillesztését/denoizalasat, a kiméra-szekvencidk eltavolitasat és a taxondmiai
hozzarendelést; a metatranszkriptomok esetében pedig a térképezést és a
génexpresszids matrix eléallitasat.

DNS amplikon szekvenalas és feldolgozas

A nyers DNS-szekvenciadkat R kérnyezetben (R Core Team, 2023), DADA2 csomaggal
dolgoztuk fel (Callahan és mtsai, 2016) amely a finom szekvencia-variacio felismerésére
szolgal. A munkafolyamat magaban foglalta a mindségi szlrést, a primerlevagast, az
egyedi amplikonszekvencia-varidansok (ASV-k) meghatarozdsat, a paros olvasatok
Osszeillesztését, valamint a kiméra-szekvenciak eltavolitasat. Mivel a DADA2 nem végez
97%-0s operativ taxondmiai egység (OTU) szerinti klaszterezést, a tovabbiakban az ASV-
alapu kimenetet hasznaltuk; ez az intra- és interspecifikus variaciot egyarant megérzi, és
lehetdveé teszi a fajszintl kulonbségek feltarasat a kolcsdnhatasok elemzésében.

A nyers olvasatokat 240 bp-ra (forward) és 200 bp-ra (reverse) vagtuk, az olvasatonként
megengedett maximalis varhatd hibak szamat 2-re allitottuk. A zaj- és kiméra-szUlrést
kovetben az Osszeillesztett ASV-kat hasznaltuk a downstream elemzésekhez (nem
végeztunk kuldon 97%-o0s OTU-klaszterezést).
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A gombak taxondmiai hozzarendelését az UNITE referenciaadatbazisra a ,,dynamic
delimitation” fajhipotézis-kerette (Koljalg és mtsai, 2013), alapoztuk, USEARCH v11
szoftverrel (Edgar, 2010) végzett paronkénti hasonlésagkeresés segitségével.

MetaRNS szekvencia-adatok feldolgozasa

Az RNS-leolvasasok mindségét a FastQC v0.11.5 (Babraham Bioinformatics, Egyesult
Kiralysag) segitségével értékeltik. A leolvasasok szlréséhez a Trimmomatic v0.36-ot
hasznaltuk a TruSeq2-PE adapterek eltavolitasara (single clip threshold, palindrome
threshold, seed mismatches; Bolger és mtsai, 2014). Ezt kovetéen a leolvasasokat
minéség szerint tovabb szlrtik a FASTX-Toolkit eszkdzeivel, majd a khmerv2.1.1 Python-
szkripttel (Howe és mtsai, 2014) normalizaltuk. Az alacsony abundanciaju
fragmentumokat a filter-abund.py -V paranccsal tavolitottuk el.

Az igy kapott j6 minéségl leolvasasokat a B. cinerea, A. alternata, A. pullulans, E. nigrum
és R. graminis referencia-genomokra igazitottuk (Van Kan és mtsai, 2017), majd a Salmon
v1.3.0 (Patro és mtsai, 2017) segitségével kvantifikaltuk. Ezt kdvetéen a transzkripteket
génekhez rendeltliik az egyes genomok GFF-annotéacidja alapjan, az R GenomicFeatures
csomagjat hasznalva (Lawrence és mtsai, 2013). Az RNS-szekvencidkat az NCBI-ban a
BioProject PRINA736205 és a BioSample SAMN19612984 alatt tettiik hozzaférhetévé.

4.1.6. Szekvencia-adatok elemzése

Alapveté statisztikai médszerek

Mind a texturaadatokat, mind az Ujgeneracids szekvenalassal eléallitott adatokat
alapvetd statisztikai elemzésnek vetettik ala. Megvizsgaltuk az adathalmaz altalanos
tulajdonsagait, eloszlasat, az esetleges kiugroé (outlier) értékeket, és egyszeri szignifikans
eltéréseket kerestlink az altalunk definialt mintacsoportok kozott (mintagydjtési ido,
aszUsodasi fazis, szlirke- vagy nemesrothadas stb.). Az alapvet6 statisztikai elemzéseket
az R programkdrnyezetben, RStudio felhasznaldi feluleten végeztuk (R 4.2.0; RStudio
»Prairie Trillium™).

A mintak kozotti szignifikans kulonbséget minden esetben p = 0,05 szignifikanciaszinten
hataroztuk meg. A DNS-szekvencidkbol szarmazdé ASV-k abundancia- és
gyakorisagértékeit (richness) hasonlitottuk dssze a kulonbozé kategéridk kozott, és
ugyanezt elvégeztuk a génexpresszidés adatok abundancia- és gyakorisagértékeire is.
Mindkét szekvenciaadatsor esetében Bray-Curtis tavolsagmetrikat alkalmazva mind
PCA-t (fbkomponens-analizis), mind NMDS-t (nem-metrikus tobbdimenziés skalazas)
szamitottunk.

A kétdimenzids (2D) abrazolas alapjan valasztottuk ki, melyik ordinacios eljaras felel meg
jobban a célkitlizéseinknek. A fékomponens-analizis az adatok legnagyobb varianciajat
emeli ki, ugyanakkora>5000-dimenzids génexpresszidos adathalmaz 2D-re redukalasakor
az informacio jelentds része elveszhet. Erre megoldast jelent az NMDS ordinacid, amely
jobban megérzi az adatpontok partavolsagait, noha kevésbé hangstilyozza a legnagyobb
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varianciaju tengelyeket. A transzkriptomikai és a gombakozosség-adatok esetében is az
NMDS bizonyult megfelelébbnek. Az ordinacid soran vizualizalt kategoériak kozotti
elktulonulés mértékét  és szignifikancidjat PERMANOVA-val  (permutacids
varianciaanalizis) ellendriztuk.

DNS adatok elemzése

Az amplikon szekvenalassal nyert DNS adatokat elézetes feldolgozas utan
bioinformatikai mddszerekkel értelmeztik. A gombakozosségi matrixot, amely a
mintakban azonositott ASV-k (amplikon szekvencia varians) esetén az adott ASV-hez
tartozo read-ek szamat tartalmazza, a legkisebb kdnyvtarméretre (413 538 read) torténd
véletlenszer(i almintavétellel normalizaltuk (ritkitottuk), mintanként a vegan_R
csomagban talalhaté rrarefy fliggvény segitségével (Oksanen és mtsai, 2001). Az egyetlen
mintaban el6forduld ASV-ket kizartuk; a végsd elemzésekhez 1157 ASV maradt.

A kategorias valtozok (aszusodas tipusa, mintavétel ideje) fajgazdagsagra (ASV-szam) és
abundanciara gyakorolt hatasat egy- és kétutas varianciaanalizissel vizsgaltuk; a
paronkénti kilonbségeket Tukey HSD prébaval azonositottuk. Az ASV-abundanciat és a
fajgazdagsagot boxploton abrazoltuk (ggplot2; Wickham, 2016) A mintak dsszetételbeli
ktlonbségeit Bray—Curtis tavolsag alapjan NMDS-szel (vegan metaMDS) szemléltettik,
az elkulonulés szignifikanciajat pedig PERMANOVA-val becsultik (vegan adonis; 999
permutacid; Oksanen és mtsai, 2001). A kilonb6z6 bogydtipusoknal meghataroztuk a
leggyakoribb gombanemzetségeket, és ezeket hasznaltuk a metatranszkriptomikai
illesztéshez szlikséges referencia-genomok kivalasztasahoz.

RNS-adatok elemzése

Az RNS-adatok elemzéséhez az R statisztikai kornyezetet hasznaltuk (R Core Team, 2023).
ANOVA-t és Tukey HSD-tesztet végeztink a B. cinerea funkcionalis gének
abundanciajanak és gyakorisaganak elemzésére a négy aszusodasi fazis és a harom
mintavételi id6pont szerint, valamint a szurke- és nemesrothadasi tipusok esetében két
mintavételi id6pont szerint. Ezzel a vizsgalt gének mennyiségi eloszlasat értékeltuk. A
funkcionalis gének fazisok és idépontok kdzotti trendjeinek vizualizalasara a korabban is
hasznalt NMDS-ordinaciot alkalmaztuk (a vegan R-csomaggal) az 6sszes B. cinerea gén
esetében, a normalizalt aranyok medianjaira alapozva (Oksanen és mtsai, 2001). Az
NMDS futtatasakor Bray-Curtis-disszimilaritast és véletlenszer(i kezddszamot
hasznaltunk, futtatasonként 9 999 iteracioval.

A funkcionalis génosszetétel valtozasainak dsszehasonlitasara az aszus fazisok kozott
paros differencialis expresszids (DE) elemzést végeztiink az I-ll., lI-lIl. és llI-IV. fazisok
kozott a DESeq2 R-csomaggal (Love és mtsai, 2014). A szignifikansan differencidlisan
expresszalt gének kluszobértékeként p < 0,05 és |log2(fold change)] = 1 feltételt
alkalmaztunk. Az expresszidos matrixot haldzatelemzési moddszerrel modulokba
rendeztuk.
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A szomszédos fazisokhoz tartozd, differencidlisan expresszalédo, felil- vagy
alulszabalyozott funkcionalis géneket NRCM-tagsag alapjan rendeztuk és
csoportositottuk. A kivalasztott modulok génontoldgiai elemzését a topGO R-csomaggal
(Ashburner és mtsai, 2000), mig az Utvonal-feldldsulast a KOBAS v2.0 szoftverrel végeztik
(Xie és mtsai, 2011). A korrigalt p-érték <0,05 esetén a génkifejez6dések és utvonalak
szignifikdnsan feldusultnak mindsiltek. A szignifikdnsan feldusult anyagcsere-
utvonalakhoz tartozé géneket az UniProt adatbazisban azonositottuk (The UniProt
Consortium, 2015), és az innen szarmazo informacidkat hasznaltuk funkcidik leirdsahoz.

4.1.7. Halézatelemzés a metatranszkriptomikai adatok elemzéséhez

A B. cinerea és a kivalasztott egyéb gombak funkcionalis génjeinek elemzését, valamint a
génexpresszids szintek és a bogyd texturaadatok 6sszevetését a WGCNA R-csomaggal
végeztuk (Weighted Gene Coexpression Network Analysis; (Langfelder és Horvath 2008)
sullyozott gén-koexpresszids haldzatelemzéssel. Az elemzéseket minimalis klaszterméret
= 100, Pearson-korrelacié mellett futtattuk; a skalazasi hatvanykitevét 12-re, a modul-
O0sszevonasi kliszobot 0,25-re allitottuk. A klaszterezést halézati dendrogramként
vizualizaltuk. A mért texturalis paraméterek és a gének kozott Pearson-korrelaciot
szamoltunk a szignifikdns 0sszefliggések becslésére. Az egyltt expresszalddod gének
moduljait a modul els6 f6komponensével (sajatgén, module eigengene) reprezentaltuk.
A texturaparaméterek és a koexpresszids modulok kozotti korrelaciot és szignifikanciat
szintén kiszamitottuk. Azokat a koexpresszids modulokat, amelyek az aszusodas
folyamataval O0sszefuggést mutattak — azaz sajatgén-értékeik a mintavételi idépontok
vagy az aszusodasi fazisok kozott szignifikansan kulonbdztek — NRCM-nek neveztiuk
(Noble Rot Connected Modules; 1. dbra). Az NRCM-ek sajatgén-értékei alapjan ANOVA-t
alkalmaztunk a szomszédos fazisok és id6pontok kozotti szignifikans kulonbségek
kimutatasara.
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Az egyes vizsgalt modulokon belil meghataroztuk a module membership (KME) értéket,
amely a gén expresszids profilja és a modul sajatgénje (eigengene) kozotti korrelacio. A
géneket modulon belul a KME alapjan rendeztuk sorba; a legnagyobb értékleket hub-
géneknek tekintettik (kME > 0,8, és a legmagasabb 10%). Ha ez sok gént eredményezett,
a szaz legmagasabb KME-értékl gént valasztottuk ki tovabbi vizsgalatra (Panahi és Hejazi,
2021). A kivalasztott hub-géneket funkcionalisan elemeztik; a génfunkcidk
azonositasahoz az UniProt adatbazist hasznaltuk (The UniProt Consortium, 2015).

4.2.Sz616 tokeelhalas mintak gyijtése, feldolgozasa és értékelése

4.2.1. A sz0l6 fas részeinek és kornyezetének mikrobiom analizise

Mintavétel mikrobiom vizsgalatokhoz

A mintagy(jtés a Tokaji borvidék harom, eltéré6 mezoklimatikus és talajtani adottsagu
helyszinén tortént: a Szent Tamas-dilében, valamint a Nagy-Kopasz-hegy déli és északi
lejtéin, Furmint-tékékrél. Mindharom ultetvényben nyolc tékét valasztottunk ki: négyet,
amelyet az el6z6 évben az Esca-betegség tlnetei miatt megjeloltiink, és négy
tiinetmenteset; igy 6sszesen 24 tékét vontunk be a vizsgalatba.

A tunetesnek min@sitett novények a szakirodalomban ismertetett diagnosztikai
kritériumok szerint tipikus Esca-tuneteket mutattak (pl. ,tigrismintas” levélszinez6dés,
hajtasok hirtelen elhalasa). Minden noévényrél harom mintaforrasbol (mikroéléhelyrél)
vettiink mintat: kéreg, él6 éveld farész és kornyezd talaj. A talajmintakat a téke koruli 50
cm-es korzetben négy ponton, 20 cm mélységbdl gydjtottuk. A kéregmintakat steril
szikével tavolitottuk el a torzs négy pontjaraol.

Az él6 farész mintait a kéreg aldl, steril furdval vettlk; a furét mintak kozott 4% (v/v) aktiv
klértartalmu oldattal fert6tlenitettik. Az egyes mikroéléhely-tipusokbdél szarmazé négy-
négy mintat ndévényenként 0sszevontuk, a mintakat azonnal laboratériumba szallitottuk,
és —80°C-ontaroltuk. Feldolgozas eldtt a mintakat 72 éran at fagyasztva szaritottuk, majd
szovetorld készulékben fémgolydkkal homogenizaltuk.

Faszoveti- és talajmintak DNS izolalasa és szekvenalasa

Atalajbdl és novényirészekbdl szarmazd, liofilezett és homogenizalt mintakbdél kb. 0,5 ml-
nyi mintaanyagbol vontuk ki a genomi DNS-t a NucleoSpin Soil és NucleoSpin Plant DNS-
izolalod kitekkel (Macherey-Nagel, Duren, Németorszag) a gyartdi protokoll szerint. Az ITS2
rDNS-régiét PCR-rel amplifikaltuk minden mintabdl az fITS7 (Ihrmark és mtsai, 2012) és
ITS4 (White és mtsai, 1990) primerekkel, Illumina-adapterekkel kiegészitve (lllumina, San
Diego, CA).

A mintakhoz tartozé szekvenciak egyértelm( azonositasdra masodik PCR-lépésben az
Ilumina-adapterekhez mintaspecifikus indexeket kapcsoltunk. A DNS-extraktumok
normalizalasat, a PCR-reakcidokat, valamint a 250 bazispar hosszusagu parosvegu
Ilumina MiSeq-szekvenalast (amplikon-konyvtarak) a BaseClear laboratérium végezte
(Leiden, Hollandia).
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Szekvencia-adatok elemzése

A statisztikai elemzéseket R szoftverkornyezetben végeztik. Azokat a mintakat,
amelyekben a gombadak szekvencidinak szama kevesebb volt mint 1000, kizartuk az
értékelésb6l. A gombakozosségek matrixat véletlenszerld almintavételezéssel
normalizaltuk, minden mintara a legkisebb konyvtarméretre, a vegan csomag rrarefy
fuggvényének segitségével (Oksanen és mtsai, 2001). Az elemzés soran kizartuk azokat
az amplikonszekvencia-variansokat (ASV-ket), amelyek egyetlen mintaban fordultak elé.

A kategoriavaltozok — a mintavételi forras, a terroir és az egészségi allapot — szignifikans
befolyasanak meghatarozasahoz az ASV-gazdagsagot (fajszam) és a patogén
gombanemzetségek abundancidjat egy- és kétutas varianciaanalizissel (ANOVA)
elemeztik. A kétutas modellekbe csak azokat a valtozdkat vontuk be, amelyek az egyutas
ANOVA soran szignifikdnsnak bizonyultak. A paronkénti kulonbségeket Tukey-féle HSD
(Honestly Significant Difference) probaval azonositottuk. Az ASV-gazdagsag és a patogén
gombanemzetségek abundancidja dobozdiagramokon kerllt abrazolasra a ggplot2
csomaggal (Wickham, 2016) a ,,mintaforras + terroir” kétvaltozés modell alapjan.

A mintak kozotti kozosségi Osszetételbeli eltéréseket nem-metrikus tobbdimenzids
skalazassal (NMDS) vizualizaltuk Bray-Curtis tavolsag alapjan, a metaMDS fuggvény
alkalmazasaval. A mintavételi forras, terroir és egészségi allapot altal magyarazott
varianciat permutacios tobbvaltozds varianciaanalizissel (PERMANOVA) becsultik a
vegan csomag adonis fuggvényével, 9999 permutacidval. A kategdriavaltozdkat kulon-
kilon, majd a szignifikdnsnak bizonyult valtozékat egyutt, egy kozos modellben is
értékeltuk, figyelembe véve az esetleges korrelaciokat.

A novénypatogén gombak ASV-einek eloszlasat a tlinetmentes és tunetes sz6l6tékék
kozott haldzati diagramokon szemléltettiik a kéreg, az éveld fas szovet és a talaj mintai
esetében, jelenlét-hiany matrixok alapjan, az sna csomaggal (Butts, 2008) Ezen kivul
indikatorfaj-analizist (Dufréne és Legendre, 1997) is végeztlink az indicspecies csomag
multipatt fuggvényével (De Caceres és mtsai, 2010), 999 permutacidval, hogy feltarjuk az
adott mikroél6helyre és egészségi allapotra jellemz8, diagnosztikus gombapatogéneket.

A nyers DNS-szekvenciak feldolgozasa a dada2 csomaggal (Callahan és mtsai, 2016)
tortént, R szoftverkornyezetben (R Development Core Team, 2013). A nyers szekvencidkat
240 bazisparra vagtuk vissza az elére iranyulé olvasatoknal, és 200 bazisparra a visszafelé
iranyuloknal, majd zajsz(irés, kiméra-szlrés, olvasat-dsszeillesztés és variansképzés
tortént. A megengedett maximalis hibaszam olvasatonként 2 volt. A gombak taxondmiai
hozzarendelése az UNITE adatbdzis alapjan tortént, amely az 6sszes gombafaj-hipotézist
dinamikusan hatarolt referenciaszekvenciakkal képviseli (Koljalg és mtsai, 2013), a
besorolast a USEARCH v11 programmal végeztik (Edgar, 2013).

A nodvénypatogén gombakhoz tartozé ASV-k kivalasztasa az ismert novénypatogén
gombanemzetségek listaja alapjan tortént (Tedersoo és mtsai, 2014), amelyet irodalmi
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kereséssel egészitettunk ki a listan nem szerepld, de tékebetegség-kdrokozéként ismert
nemzetségek azonositasara.

4.2.2. Mikrobialis kolcs6nhatas vizsgalatok
Mintagyiijtés és feldolgozas

Az endofiton fonalas gombak izolalasat V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon Esca-tlinetes
tékéinek faszoveti mintdibol végeztiik. A faanyagban él6 gombak kinyeréséhez a tékék
torzsébdl kis méretl szovetdarabokat vagtunk. Mivel a lombtiinetek sulyossaga jelentés
variabilitast mutatott, a mintavételt kozvetlenul azok alatt a torzsszegmensek alatt
végeztuk, amelyekhez a lombtlinetek alapjan korabban beazonositott vessz6k tartoztak.
A mintakat burgonya-dextréz agar (PDA) taptalajra helyeztik, amelyet 10 pg/ml
oxitetraciklinnel egészitettiink ki a baktériumnovekedés gatlasara. A Petri-csészéket 25
°C-on négy héten at inkubaltuk. A névekvé micéliumokat egyenként uj PDA-taptalajra
vittuk at, majd a tiszta tenyészeteket aktivan novekvé micéliumrész atvitelével, illetve -
aholrendelkezésre allt - konidiumok atvitelével nyertik. Atorzseket 50% (v/v) glicerolban,
-80 °C-on taroltuk.

Agombatenyészetekbdl a teljes DNS-t DNeasy Plant Mini Kit-tel (Qiagen) vontuk ki. Az ITS-
régiot ITS1-F és ITS4 primerparral amplifikaltuk, az amplikonokat szekvenaltattuk
(BaseClear B.V., Hollandia), majd a kapott szekvenciakat online adatbazisokban BLAST
kereséssel hasonlitottuk 6ssze. A gombatorzsek azonositasa szekvenciahasonldsag és
morfoldgiai jellemzdOk alapjan tortént.

Az Esca-tlneteket mutatd tékék farészében eléforduld A. pullulans jelenlétének
mennyiségi meghatarozasahoz tinetes és tunetmentes Cabernet Sauvignon tékékrél
gyljtottunk mintat. A mintavétel a tlinetek sulyossaga alapjan kijelolt vesszék tovénél, a
torzs steril furasaval tortént. A mintakat liofileztik, majd sejtfeltaré készulékben
rozsdamentes acélgolyéval homogenizaltuk. A DNS-izolalast a gyartdi protokoll szerint
DNeasy Plant Mini Kit-tel (Qiagen) végeztuk. Az A. pullulans-specifikus DNS mennyiségét
fajspecifikus primerekkel hataroztuk meg (Martini és mtsai, 2009).

Gombak kozotti kolecsonhatasok in vitro vizsgalata

Az in vitro kisérletekhez az A. pullulans és a P. chlamydospora, valamint a Ph. minimum
kozotti konfrontacids teszteket végeztlink az Esca-betegség altal érintett sz6l6t6kékrol
izolalt gombakkal. Az egyhetes telepek széli régioibol kivagott micéliumkorongokat
burgonya-dextréz agarra (PDA) helyeztik, egymastol 5 cm tavolsagra, és kontrollként az
adott gombatorzseket kilon-kulon is beoltottuk (kombinacionként 3 parhuzamos
ismétlésben), majd a Petri-csészéket sotétben, 25 °C-on két héten at inkubaltuk.

Az A. pullulans Y60 és a P. chlamydospora P3 torzseit kilon-kilon 3 x 100 ml folyékony
élesztékivonat-glukoéz taptalajba oltottuk, és 7 napon at 25 °C-on, 180 rpm
fordulatszamon inkubaltuk. A tenyésztést kdvet6en a gombamicéliumot sz(iréssel
eltavolitottuk, majd a tenyészeftfiltratumot 0,2 pm pdérusméreti membranon sterillé
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szlrtuk. A filtratumot PDA-ba kevertlik, és 50%, 25%, 12,5% és 0% (v/v) koncentraciodju
taplemezeket allitottunk eld. Kontrollként 50% (v/v) élesztékivonat-glikéz tapkozeggel
kiegészitett PDA-lemezeket készitettlink.

A novekedési sebesség és a sporulacid hatasanak mérésére micéliumkorongokat
helyeztink a taptalajokra, mig a csirdzas vizsgalatahoz konidiumokat oltottunk a
lemezekre; a lemezeket 8 napon at sotétben, 25 °C-on inkubaltuk. A micéliumnovekedést
és a konidiumok csirazasat nyomon kovettlik, majd kiszamitottuk a csirazasi ratakat.

A sz6l6 zold hajtasainak mesterséges fertézését az A. pullulans és a P. chlamydospora
kozotti in planta kolcsdnhatas vizsgalatahoz levagott sz6l6hajtasokon (egy rugy, egy
internodium, egy levél) végeztik. A hajtasokat feluletileg sterilizaltuk, majd a felsé
harmadukban steril szikével sebet ejtettink. A mesterséges fert6zésekhez 3 mm
atmérdji micéliumkorongokat hasznaltunk, amelyeket egyhetes telepek széli részébél
vagtunk ki, és a sebfelliletbe helyeztlink.

Minden torzset kulon, illetve masik gombafaj egy adott torzsével kombinaciéban is
beoltottunk. Kombinalt fert6zés esetén a két torzset 1 cm tavolsagra helyeztik el. A
kontrollnévényeket steril PDA-koronggal oltottuk. A hajtasokat vizbe helyeztlk,
természetes fényviszonyok kozott 15 napon at inkubaltuk, majd a levelek relativ felliletét
vizsgaltuk. A lombtlnetek sulyossaganak vizsgalatahoz a sz6l6tékék tunetes leveleit
képelemz® szoftverrel (Adobe Photoshop CS5) elemeztik, és kiszamitottuk a
lombtilinetek sulyossagat. Minden egyes vessz6 esetében a suUlyossagot harom levél
alapjan szamitott atlagértékként hataroztuk meg.

Az extracellularis virulencia faktorok vizsgalata

A betegség kifejez6désében szerepet jatszd kolcsdnhatasok vizsgalata céljabol az A.
pullulans és a P. chlamydospora eredetl exopoliszacharidok lehetséges szerepét
tanulmanyoztuk a lombtlnetek kialakulasaban. Az exopoliszacharidok kinyeréséhez az
A. pullulans és P. chlamydospora torzsek folyadéktenyészeteinek filtratumahoz kétszeres
térfogatu, 96% (v/v) etanolt adtunk, majd 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk. A
kicsapddott exopoliszacharidokat 4000 rpm-en, 30 percen at centrifugaltuk, majd kétszer
70% (v/v) etanollal mostuk. A szaritott mintakat lemértik, és 5 mg/ml koncentraciéju
torzsoldatokat  készitettiink. A  fehérjekoncentraciét Bradford-mddszerrel, a
poliszacharid-tartalmat a fenol-kénsav-moddszerrel hataroztuk meg, standardként az
el6zéekben leirt A. pullulans Y60 torzsbdl tisztitott exopoliszacharidot hasznalva. Az
abszorbanciat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific) mértik.

Az A. pullulans és P. chlamydospora eredetl exopoliszacharidok lombtlinetekre gyakorolt
hatdsat kulon-kiulon és kombinacidéban, levélkorong-teszttel vizsgaltuk. Kezelési
csoportonként harom levélkorongot értékeltink. A korongokat 24, 48 és 96 6raban
vizsgaltuk a nekrdzis megjelenése szempontjabol. A fitotoxikus hatas kvantitativ
meghatarozasahoz a korongokrol készilt fotékon Fiji szoftverrel végeztiink képelemzést
(Schindelin és mtsai, 2012).
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A statisztikai elemzések soran a csoportok kozotti kilonbségek szignifikanciajat
varianciaanalizissel (ANOVA), Tukey-féle utéteszttel értékeltik, a korrelaciokat
Spearman-prébaval hataroztuk meg. Mindkét esetben a p < 0,05 érték alatti
eredmeényeket tekintettik statisztikailag szignifikansnak.

Mikroszképos vizsgalatok

A szilard taptalajon novekvd gombatelepek vizsgalatahoz a tenyészetekbdl kozvetlenul
szikével vagtunk szeleteket: 3-5 mm széles, 1-2 mm vastag hossz- vagy keresztmetszeti
darabokat. A gombasejteket targylemezre helyeztik, fed6lemezzel lefedtik, és
mikroszképosan vizsgaltuk. Fluoreszcens festéshez a mintakat 100 ug/ml koncentracioju
akridin-narancs oldatba meritettik desztillalt vizben 5 percig, majd 10 percig desztillalt
vizben oblitettuk, targylemezre helyeztuk, fedb6lemezzel lefedtik, és vizsgaltuk. A
gombaval inokulalt sz6l6 faszoveteket kongdvords festéssel kezeltuk (8 mg/ml, 10 perc),
desztillalt vizben 10 percig mostuk, majd targylemezre helyeztuk.

A mikroszképos vizsgalatot Olympus BX53F2 (Olympus Corporation, Tokio, Japan)
készulékkel végeztik DIC (differencial interferencia kontraszt) és PC (faziskontraszt)
optikai tartozékokkal. A fluoroférokat LED-fényforras (A = 360-665 nm) gerjesztette. A
kilonbo6zé fluoreszcens festékekhez kongovords, akridin-narancs, valamint a
sz6l6faszovet autofluoreszcenciajahoz illesztett szlrbékészleteket hasznaltunk. A
fényképeket és mikroszkdpos felvételeket Adobe Photoshop CS6 segitségével dolgoztuk
fel, a képelemzeést Fiji szoftverrel végeztik (Schindelin és mtsai, 2012).

Gomba metabolitok mérése

A gombatorzseket élesztékivonat-szukréz szilard taptalajon tenyésztettik, majd a
telepek kozepérél kivagott agar-korongokat szobahémeérsékleten kétszer, egyenként 0,5
ml etil-acetattal extrahaltuk. A metabolitokat gazkromatografias—tomegspektrometrias
(GC-MS) moédszerrel mértuk, autosamplerrel felszerelt Clarus 600 GC és Clarus 600T MS
készuléken (PerkinElmer, Waltham, USA). A kromatografiahoz polietilén-glikol oszlopot
hasznaltunk (VF-WAXms, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) split médban, hélium
vivégazzal, 1 ml/perc aramlasi sebességgel. Ahbéprogram: 60 °C (2 perc), majd 10 °C/perc
sebességgel 120 °C-ig, ezt kovetéen 5 °C/perc sebességgel 240 °C-ig. Az ecetsav-
tartalmat ecetsav-standard segitségével hataroztuk meg; a mért értékeket az agar-korong
térfogatara normalizaltuk.

A statisztikai elemzést és az adatok vizualizaciojat GraphPad Prism 5 szoftverrel végeztuk,
egyutas ANOVA és Tukey HSD utéteszt alkalmazasaval.

4.2.3. Potencialis biokontoll agensek vizsgalata
Gombak izolalasa és azonositasa sz6léoltvanyokbaél

Egyéves, tunetmentes és igazoltan virusmentes Cabernet Sauvignon oltvanyokat
vizsgaltunk endofiton gombak izoldlasdhoz. Mintavételkor korongmintakat vettink a
szemzés helyérél, attél szamitott 2 cm-rel lejjebb es6 szakaszbdl, valamint a téke tovérdl.
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A korongok felszinét 70% (v/v) etanolban, majd 4% (v/v) aktiv klértartalmu natrium-
hipoklorit-oldatban sterilizaltuk, végulismét 70% (v/v) etanolban inkubaltuk 2-2 percig. A
sterilizalt korongokat feldaraboltuk, és a baktériumnovekedés gatlasara 10 pg/ml
oxitetraciklinnel kiegészitett burgonya-dextr6z agar (PDA) taptalajra helyeztuk; 25 °C-on,
sotétben inkubaltuk. A kifejléd6é micéliumokbdl egyspodras izolatumokat készitettlink.

A gombak azonositasa morfolégiai bélyegek, valamint az internal transcribed spacer (ITS)
régié PCR-amplifikacidja és szekvenalasa alapjan tortént, ITS1-F és ITS4 primerekkel.
Szikség esetén tovabbi markerek szekvenalasat is elvégeztik: az elongacios faktor 1-a
(TEF1-a) részleges szakaszat EF-728F és EF-986R (Carbone és Kohn, 1999), illetve/vagy a
y-aktin gén részletét ACT-512F és ACT-783R primerekkel (Groenewald és mtsai, 2013).

In vitro, mikroszképos és in planta konfrontacios vizsgalatok

A C. rosea torzsek antagonista képességének vizsgalatara in vitro konfrontaciés
kisérleteket végeztiink tékebetegség-kdérokozokkal. A patogén izolatumokat 6nalldan,
illetve C. rosea torzsekkel kézosen, 5 cm tavolsagra oltottuk burgonya-dextr6z agarra
(PDA). Az oltasokhoz a tenyészetek szélér6l kivagott agar-korongokat hasznaltunk, a
lemezeket 25 °C-on, s6tétben inkubaltuk. Amikor a patogén telep a C. rosea teleptél mért
5 mm-re megkozelitette a kontaktzénat (a leggyorsabban nové torzseknél 4-14 nap),
minden kulturanal megmértik a koloniak atméréjét, és kiszamitottuk a radialis
novekedésgatlas (RGI%) értékét (Rodriguez és mtsai, 2011). Amennyiben megfigyelhet6
volt, feljegyeztik a C. rosea tulburjanzasat a kérokozdkkal valé interakciojukban.

A C. rosea mikoparazita viselkedésének kozvetlen megfigyelésére Botryosphaeria
dothidea és Diaporthe spp. esetében (ahol tulburjanzast észleltiink) 2% vizagaron, steril
cellofannal fedett kozegben végeztiink kettés tenyésztést. PDA-ra 3 mm atmérdjl
korongokat oltottunk a névekvé telepek szélérél, majd 25 °C-on inkubaltuk a kozvetlen
kontaktus létrejottéig. A kontaktzonat 5 mM MTT-oldattal (tiazolil-tetrazélium-bromid)
festettlk 1 6ran at 25 °C-on. A cellofanbdl kivagott, festett szakaszokat targylemezre
helyeztik és Alpha BIO-5f (OPTIKA, Olaszorszag) mikroszképpal, Artcam-500MI digitalis
kameraval vizsgaltuk.

A C. rosea torzsek konidiumtermelését Viccini és mtsai (2007) médszerének médositott
valtozataval hataroztuk meg. Az izoldtumokat konidiumszuszpenzidval oltottuk PDA-ra,
harom parhuzamos ismétlésben. A taptalajokat fluoreszcens megvilagitas mellett, 21 = 2
°C-on 8 napig inkubaltuk. Ezt kovetéen a telepek kozepébdl 6 mm atmérdjli agar-
korongokat vagtunk ki, és 1 ml 0,01% (v/v) Tween 80 oldatban szuszpendaltuk. A
konidiumok szamat Burker-kamraval hataroztuk meg, az értékeket a telepfellilethez
normalizaltuk.

A Cabernet Sauvignon dugvanyokon furdval sebeket ejtettiink, majd 3 mm atmérdjq,
egyhetes PDA-n nevelt telepek szélérél kivagott micéliumkorongokkal oltottuk be E. lata,
B. dothidea és P. chlamydospora izolatumokkal; kontrollként steril agar-korongokat
alkalmaztunk. Az egyik oltvanycsoportot 10”4 konidium g~' koncentraciéju C. rosea
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szuszpenzidval kezelt talajba, a masikat kezeletlen talajba ultettik. Minden talaj x
kérokozé kombinaciéban 6t dugvanyt hasznaltunk. A névényeket Uveghazi korilmények
kozott, természetes fényviszonyok mellett neveltik. Kilencven nap elteltével a
novényeket kiemeltuk, a kérget eltavolitottuk, a hajtasokat hosszaban kettévagtuk, és
megmeértuk a kialakult nekrézisok hosszat. A C. rosea Ujraizolalasat az inokulalt talajbdl,
valamint a kezelt dugvanyok harom pontjarol (t6, internédium kdzepe, sebhely) végeztuk.
A talajmintakat steril desztillalt vizben higitottuk, majd PDA-ra vittlk fel. A dugvanyokbol
torténd izolalas megegyezett az oltvanyoknal leirt eljarassal. Az izolatumokat 25 °C-on,
sotétben tenyésztettik; a C. rosea telepeket morfoldgiai bélyegek alapjan szelektaltuk,
majd az ITS régié szekvenaldsaval azonositottuk.

A Bacillus velezensis antagonista tulajdonsagainak vizsgalata

Az endofiton baktériumok izolalasat a xilémmintakbol (Adejoro és mtsai, 2023)
modszerének kisebb modositasaival végeztiik. A torzsekrél eltavolitott kéregfeluletet és a
furét 70% (v/v) etanollal fert6tlenitettik a keresztkontaminacio elkerlilése érdekében,
majd a nyert faforgacsokat steril kémcsovekbe gydjtottik. A mintak egy részét Luria-
Bertani (LB) folyékony taptalajba oltottuk, és forgd rdzén 48 6ran at inkubaltuk. A
tenyészetekbdl higitdsokat készitettiink, majd szilard LB-taptalajon tenyésztettuk. A
morfolégiailag eltérd telepeket kivalogattuk, tobbszori atoltassal tiszta tenyészeteket
nyertlink, amelyeket 50% (v/v) glicerinben, —-80 °C-on taroltunk. A DNS-t kétrészes
folyékony tenyészetekbdl (LB, 25 °C, 120 rpm) izolaltuk. A baktériumizolatumok
azonositasara a 16S rDNS, valamint a gyrA és gyrB gének részleges szakaszait PCR-rel
szaporitottuk (Wang és mtsai, 2022).

A baktériumizoldtumok gombaellenes aktivitasat a kordbban éleszték ,killer”
aktivitasanak vizsgdlatara kidolgozott modszerrel szlrtik (Woods és Bevan, 1968). A
szilard élesztbékivonat-glikéz taptalajhoz 0,003% (m/v) metilénkéket adtunk, majd a Petri-
csészéket tdmegesen beoltottuk P chlamydospora 10° sejt/ml koncentracidju
konidiumszuszpenzidjaval és megszaritottuk. Ezt kdvetbéen a baktériumizolatumokat a
lemezek felszinére kb. 1 cm hosszu csikban oltottuk, és a kultirakat 25 °C-on 5 napig
inkubaltuk. A vizsgalatban egy-egy B. dothidea, E. lata, P. chlamydospora és Diaporthe
ampelina t6kebetegség-kdrokozé gombatorzset alkalmaztunk. A burgonya-dextréz agar
(PDA) taptalajon aktivan ndvekvd telepek szélérd6l vagott micéliumkorongokat
élesztékivonat-glikoéz taptalajra helyeztuk. A micéliumndvekedést 2., 3., 4. és 9. napon
meértik, majd kiszamitottuk a novekedési ratakat a kezelt (RGt) és a kontroll (RGc) Petri-
csészéken. A kettés tenyészetekben a ndvekedés gatlasanak mértékét (RG1%) az alabbi
képlettel hataroztuk meg:

(RGc — RGY)
—_— X
RGc

A baktériumok altal termelt extracellularis metabolitok tdékebetegség koérokozdkra

RGI% = 100

gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz folyékony tenyészeteket készitettunk. Az
élesztékivonat-glikéz taptalajokat baktériumizolatumokkal beoltottuk, majd inkubaltuk.
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Az erjesztési kozegbdl centrifugalassal, majd 0,22 pm pdérusméretd membranon atszlrve
steril szlrleteket kaptunk. A kétszeres koncentracidju szilard élesztékivonat-glikoz
taptalajt baktériumtenyészet-szirlettel vagy kontrollként folyékony élesztékivonat-glikoz
taptalajjal 1:1 aranyban elegyitettuk. A vizsgalt kérokozdk aktivan novekvé micéliumat
beoltottuk a taptalajokra, inkubaltuk, majd a micéliumnovekedést 2, 6, 8 és 9 dpi
idépontban meértik; az RGI%-t az in vitro konfrontacidés tesztekhez hasonléan
szamitottuk.

Agombasejtek életképességét fluoreszcein-diacetattal hataroztuk meg (Gaspar és mtsai,
2001). A képzédott fluoreszceint mikroszkdppal vagy fluorométerrel, a biomassza
acetonos extrakcioja utan kvantitativan mértik. A PDA-n tenyésztett gombatelepek
szélér6l micéliumkorongokat vagtunk ki, és 500 pl baktériumtenyészet-szlrletbe vagy
kontrollként desztillalt vizbe helyeztuk, inkubaltuk, majd fluoreszcein-diacetat oldatot
adtunk a mintakhoz, és tovabbi 1 6ran at inkubaltuk. A reakcidkat aceton hozzaadasaval
allitottuk le, 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, centrifugaltuk, majd a felsé fazist
eltavolitottuk, és a felszabadult fluoreszceint QFX fluorométerrel (DeNovix Inc., USA) FITC
programmal mértik. A baktériumtenyészetek szlrletfrakcidit kiulonbozé eljarasokkal
vizsgaltuk fungicid aktivitas szempontjabol. A fehérjéket ammoénium-szulfat
hozzaadasaval, 4 °C-on, 16 o6ras inkubalassal precipitaltuk (Wingfield, 1998).
Centrifugalas utan a feluliszét eltavolitottuk, a pelletet megszaritottuk. A
tenyészetszlrletet kétszer, egyenld térfogatl kloroformmal vagy etil-acetattal extrahaltuk
(Maung és mtsai, 2021). Az extraktumokat 0sszevontuk, majd 60 °C-on 16 éran at
szaritottuk. Az ammonium-szulfat csapadékokat és a szaritott extraktumokat desztillalt
vizben oldottuk, és a fent leirt mdédon vizsgaltuk fungicid aktivitasukat, B. dothidea
tesztorganizmus alkalmazasaval.

A fitotoxicitasi vizsgalatokat korabban leirt mdédszerink kisebb modositasaival végeztuk
(Karacsony és mtsai, 2023). Cabernet Sauvignon dugvanyok fiatal leveleit leszedtuk,
steril desztillalt vizzel dtmostuk, majd 5 mm atméréjd levélkorongokat vagtunk. Ot
levélkorongot helyeztiink Petri-csészékbe, amelyek tizszeres higitasu tenyészetsz(rletet
vagy kontrollként desztillalt vizet tartalmaztak. A korongokat szobah&meérsékleten,
természetes fényviszonyok mellett inkubaltuk, majd fotdéztuk. Az eredmények kozotti
szignifikdns kuléonbségeket egyutas varianciaanalizissel (one-way ANOVA) hataroztuk
meg a GraphPad Prism 5 szoftverrel (GraphPad Software, San Diego, Kalifornia, USA).

4.2.4. Atékebetegségek korokozoinak fajgazdagsag vizsgalata

Mintavétel, gombatoérzsek izolalasa és molekuldris azonositasa
2013 2013 és 2015 kozott Magyarorszag ot borvidékén (Eger, Neszmély, Pécs, Szekszard,
Villany) szamos fas szovetmintat gyljtottink olyan sz6létékékrél, amelyek a sz6lé

tOkebetegségeinek jellegzetes tuneteit mutattak. A mintavétel soran a tinetmentes és a
nekrézisos részekbdl, a kéreg eltavolitasa utan, 0,5-1 cm vastag korongokat vagtunk. A
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korongokat 1% kléramin-B oldatban 6t percig felszini sterilizaltuk, steril desztillalt vizben
Oblitettlk, majd steril korilmények kozott itatéspapiron szaritottuk.

A nekrozisos és az ép szovetek hatararodl steril tdvel aproé faszovet-darabokat emeltink ki,
amelyeket  burgonya-dextr6z  agarra  (PDA) helyeztink. A  tenyészeteket
szobahémérsékleten legfeljebb négy hétig inkubaltuk, majd az egyes koldniakat kulon
lemezekre vittlik at tiszta tenyészetek elballitasahoz. Morfolégiai osztalyozas utan a
liofilizalt, nem sporulald tenyészetekb6l DNeasy Plant Mini Kit segitségével (Qiagen,
Németorszag) DNS-t izolaltunk.

Az izolatumok azonositasahoz els6 lépésben az ITS régiodt vizsgaltuk az ITS1F/ITS4
primerparral (White és mtsai, 1990). A pontos fajazonositashoz tobb torzsnél tovabbi
génszakaszokat is elemeztlnk: Kalmusia longispora esetében az LSU (28S rDNS) és a B-
tubulin (TUB) gének szakaszait (LROR/LR5; Btub2Fd/Btub4Rd) (Karacsony és mtsai,
2021), a Neofabraea sp. izolatumok esetében az LSU, B-tubulin (TUB2; Bt-T2m-Up/Bt-
LEV-Lo1) és RPB2 (RPB2-5F2/RPB2-7cr) gének szakaszait (Lengyel és mtsai, 2020), mig a
D. omnivora esetében az elongacids faktor 1-alfa (EF1-a) gén hosszabb, >850 bp
szakaszat (EF1-526F/EF1-1567R) (Vaczy és mtsai, 2018).

A PCR-eket harom parhuzamos reakciéban végeztiik, majd a termékeket egyesitettik a
polimerazhibak csokkentése érdekében (Kovacs és mtsai, 2011). A szekvenciakat
elektroferogramokbdl kézzel szerkesztettik (Staden Package; Staden és mtsai, 1999), a
GenBank adatbazisban helyeztik el, az izolatumokat pedig a CBS-KNAW
torzsgyljteményben (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Hollandia) deponaltuk. A K.
longispora vizsgalataba harom tdrzset vontunk be: CBS 582.83 (ex-type), CBS 824.84 és a
Magyarorszagrol szarmazé T15142.

A Neofabraea kienholzii vizsgalataba két torzs kerult: T15377 (13 éves Chardonnay,
Neszmélyi borvidék) és T15671 (14 éves Kékfrankos, Egri borvidék). D. omnivora esetében
szintén két tdrzset elemeztink (M7, M38), amelyeket az Egri borvidéken, kb. 25 éves
Szurkebarat és Csokasz616 tékekrélizolaltunk.

Az ITS, LSU, TUB, EF1-a és RPB2 lokuszokat a GenBankbdél szarmazé rokon fajok
szekvencidival MAFFT v7-tel (Katoh és Standley, 2013), illesztettik (E-INS-i és FFT-NS-i
algoritmusok), az illesztéseket MEGAG/7-tel ellenériztiik és szerkesztettiik (Kumar és
mtsai, 2016; Tamura és mtsai, 2013).

Maximum likelihood (ML) elemzést raxmlGUI 1.3/1.5 kdrnyezetben végeztink (GTR+G;
1000 bootstrap (Stamatakis 2014; Silvestro és Michalak 2012), Bayes-féle elemzést
MrBayes 3.1.2-vel futtattunk (Ronquist és Huelsenbeck 2003), a konvergenciat AWTY-val
ellenériztiik (Nylander és mtsai, 2008).

D. omnivora esetében az indel-motivumokat FastGap 1.2 segitségével binaris
karakterként kédoltuk (Loytynoja és Goldman, 2008), és bevontuk a filogenetikai
elemzésbe. A fakat MEGA7-ben és TreeGraph 2.13.0-ban vizualizaltuk (Stover és Mlller
2010).
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Morfologiai és sporulacids vizsgalatok és patogenitasi tesztek

A telepmorfolégiat burgonya-dextréz, malatakivonat-, zabpehely- és vizes agar
taptalajokon vizsgaltuk, minden izolatumnal négy ismétléssel. A lemezeket 23-25 °C-on
inkubaltuk, a koléniak atmérdjét 14 napon at naponta mértuk. A sporulacio indukalasara
feny6t(it tartalmazd vizes agart alkalmaztunk, amelyrél ismert, hogy el6segiti a
Botryosphaeriaceae fajok konidiumképz6dését (Crous és mtsai, 2006) A tenyészetek
piknidiumképzését naponta ellendriztik.

A konidiumok méretét az Imagel szoftverrel hataroztuk meg (Schneider és mtsai, 2012)
torzsenként legaldbb 100 konidium mérésével.

A patogenitasi teszteket fiatal hajtasokon, egyéves vessz6kon, valamint cserepes tékék
hajtasain végeztuk Cabernet Sauvignon, Blauburger és Kékfrankos fajtakon. A kisérleteket
tobb ismétléssel (3-5 novény/torzs, 2 kontroll) hajtottuk végre, egyes beadllitasokat
megismételtlink. A tlineteket vizualisan értékeltik, majd a kdrokozékat a fertézési pont
koruli edényszovetbdl visszaizolaltuk, és a visszaizolalt torzseket ITS-szekvencidjuk
alapjan azonositottuk.

A Diaporthe fajok diverzitasat feltard, eurdpai egylttmikodésben megvaldsuld
vizsgalatsorozat laboratériumi kisérletei a Westerdijk Fungal Biodiversity Institute
laboratdriumaiban zajlottak (Guarnaccia és mtsai, 2018).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Botrytis cinerea: a Janus arcu gomba

A B. cinerea a szlurkerothadas kérokozdjaként szamos kulturaban - igy a sz6lében is -
jelent8s gazdasagi veszteségeket okoz, ugyanakkor kedvezd mikroklimatikus feltételek
mellett a sz6l6bogydk nemesrothadasat idézheti eld. Ez utébbi olyan, a bogyd szerkezetét
és anyagcseréjét érinté valtozasokat valt ki, amelyek alapvetéek a botritiszes borok
kialakulasaban. A két, egymassal ellentétes kimenetel biokémiai hatterét meghatarozo
funkcionalis gének szerepe azonban mindmaig csak részben feltart. Vizsgalataink a
szurke- és nemesrothadashoz kapcsolddd génmiikodési mintazatok és folyamatok
pontosabb azonositasa volt.

5.1.1. AB. cinerea expresszios profiljanak és metabolizmusanak vizsgalata

Vizsgalataink egyértelmlen igazoltak, hogy a funkcionalis gének (transzkriptumok)
abundanciaja a nemesrothadasos (NR) sz6lébogydkban a legnagyobb; ezt koveti a
szurkerothaddsos (GR), mig mindkettd szignifikansan meghaladja az egészséges (H)
bogydk értékeit, szeptemberben és oktdberben egyarant. Szeptemberben a B. cinerea
transzkriptum-abundancidja szignifikdnsan nétt az egészségesrél a nemesrothadasos
allapotra valé atmenet soran (2. abra).
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2. abra A B. cinerea funkcionélis gének abundanciajénak és gyakoriséganak 6sszehasonlitasa a bogydrothadéas
tipusok kézott egészséges bogyd (H), nemesrothadasu bogyd (N) és szlirkerothadasu bogyo (G) esetében szeptember
(S) és oktober (O) hdnapokban
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3. abra A B. cinerea funkcionalis génjeinek NMDS-elemzése egészséges (H), nemesrothadt (N) és sztirkerothadt (G)
bogydkban, szeptember (S) és oktober (O) hénapokban.
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Az NMDS-ordinacié vilagosan elklilonitette a rothadasi tipusokhoz (H, NR, GR) és a
hénapokhoz (szeptember, oktdber) tartozé funkcionalis génexpresszids mintazatokat (3.
abra). A PERMANOVA-elemzés ezt meger@sitette: a B. cinerea funkcionalis
génosszetételét mind a rothadasi tipus (F = 8,8097; p <0,01; r?= 0,42629), mind a hénap
(F=2,0978; p<0,01; r*=0,0651 8) szignifikansan befolydsolta.

Differencialt génexpresszio

A szeptemberi és oktdberi, nemes- és szlrkerothadasos allapotok 6sszehasonlitasa
alapjan egy 600 génbdl allo kozos, felfelé szabalyozott génkészletet azonositottunk,
amely mindkét hénapban a nemesrothadas esetén mutatott er6sebb expressziot.
Emellett szeptemberben 865, oktdberben 3014 olyan gént talaltunk, amelyek kifejezetten
a nemesrothadasos allapotban voltak felfelé szabalyozottak.

A szurkerothadéasos allapotra vonatkozd, két idépontot egylittesen értékeld elemzés 628
kozos, felfelé szabalyozott gént tart fel; ezen tul szeptemberben 865, oktéberben 3031
gén mutatott kizarélagosan szurkerothadasban emelkedett expresszioét.

A szeptember-oktéber 6sszevetés 0sszegzéseként mindkét rothadastipusban joval tobb
differencialisan expresszalédoé gén volt oktdberben, mint szeptemberben (4. abra).

Nemesrothadds

Szeptember Oktdber

Sziirkerothadas

Szeptember Oktdber

4. abra VENN-diagram, amely a felszabalyozott B. cinerea gének szamat mutatja a nemesrothadasos €s a
szlirkerothadasos bogyokban szeptember és oktober hdnapokban a differencialis expresszids elemzések szerint.

Génontoldgiai, utvonal-gazdagodasi és virulencia elemzések

A nemesrothadas soran felfelé szabalyozott mag génkészletben tobb, szignifikansan
feldusult biolégiai utvonalat azonositottunk, amelyek dsszhangban vannak a korabban
bemutatott génontolégiai kategdriakkal. A B. cinerea nemesrothaddsos expresszios
profiljaban kiemelten ,riboszd6ma”, ,,anyagcsere”, valamint ,masodlagos metabolitok
bioszintézise” utvonalak dusultak (5. &bra). Ezzel szemben - a génontolégiai
eredményekhez hasonléan - a szlrkerothadasos allapot felfelé szabalyozott
génkészletében nem mutattunk ki szignifikdnsan feldusult utvonalakat.
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5. dbra A nemesrothadas soran differencialisan szabalyozott B. cinerea szeptember-oktéberi génkészletének
funkcionalis utvonal szint( feldusulasa.

A virulenciafaktorok BLAST-elemzése hat tényez6t tart fel, amelyek a nemesrothadasos
allapot felfelé szabalyozott mag-génexpresszids profiljahoz kapcsolhatdk, mig kilenc
hasonld tényez6t azonositottunk a szurkerothaddsos mintakban dominans génprofil
részeként. A nemesrothaddshoz kothetd faktorok tobb, a sz6lébogyd héjanak
kolonizaciojat elésegité mechanizmust tdamogatnak. A szlrkerothadasos profilban az
azonositott tényezék tobbsége oxidoreduktazokat kddold génekhez koté6dott, amelyek a
gazdanovény védekezési reakcidinak semlegesitésében jatszanak szerepet; emellett
membrantranszporttal, sejtfalbontassal, kozvetlen szovetkarositassal és
fitotoxinszintézissel 6sszefuggd gének is feler6sodtek.

A B. cinerea funkcionalis transzkriptumainak elemzése

A B. cinerea funkcionalis géntranszkriptumainak mennyisége (abundance) és — részben -
diverzitasa (richness) a harom bogyérothadasi tipusban és két szlreti idépontban mért
értékek alapjan dsszefluggésbe hozhatd a késbbbiekben targyalandd fizikai és kémiai
valtozasokkal (Hegyi-Kalé és mtsai, 2020). Megfigyeléseink szerint a transzkriptumok
mennyisége és gazdagsaga magasabb volt a nemesrothadasos és a szurkerothadasos
bogydkban, mint az egészségesekben. Ez arra utal, hogy a B. cinerea, mint alapvetéen
nekrotréf gomba, a tinetmentes, érett bogydkban tébbnyire inaktiv marad — amit korabbi
vizsgalatok is meger@sitettek (Lovato és mtsai, 2019).

A nemesrothadéas kialakuldsakor a bogyok fizikai-kémiai jellemzbiben bekdvetkezd
dinamikus valtozasok — példaul a héj bomlasa, a ndvényi védekezési mechanizmusok
aktivalasa és az érési folyamatok elérehaladasa — 0sszefliggésben allnak a B. cinerea
fokoz6dé metabolikus aktivitdsaval. Erdekes médon a sziirkerothadédsos fert6zést is a
funkcionalis géntranszkriptumok tobblete jellemzi, amit részben a B. cinerea nagyobb
micéliumtomege magyarazhat ezekben a bogydkban (Danko és mtsai, 2021).

Mind az ANOVA, mind az NMDS-elemzések alatamasztottak a B. cinerea expresszalt
génprofiljainak mennyiségi és mindseégi kulonbségeit az egészséges, a nemesrothadasos
és a szlrkerothadasos bogyok kozott, valamint ezek idébeli valtozasait. A Tokaji
borvidéken a nemesrothadast tamogaté id6jarasi feltételek gyakrabban az §sz masodik
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felében alakulnak ki (Magyar és Bene, 2006). Feltételezhetd, hogy a B. cinerea kevésbé
agressziv szaporodasa hozzajarul az aszusodasi folyamat sikeresebb lefolydasahoz, és
teret enged mas, az aszusodas soran megjelené gombafajok erbteljesebb
felszaporodasanak, ami egyltt kedvez6bb metabolikus kimenetelt eredményezhet.

A B. cinerea génexpresszidja az aszisodas soran

Vizsgalataink hatarozott 6sszetételbeli kiilonbségeket tartak fel a B. cinerea funkcionalis
génjeinek expresszidjaban a bogydrothadasi tipusok kézott. A mintavétel idépontja
szintén szoros korrelaciot mutatott a génexpresszids mintazattal minden rothadasi tipus
esetében, jelezve, hogy a korai és a késd Oszi szlret alapvetéen befolyasolja a
nemesrothadasos és szlirkerothadasos bogydk élettani és biokémiai folyamatait. Mig a
szlrkerothadasnal az id6beli eltérések részben varatlanok voltak, addig a
nemesrothadasos bogyok esetében o6sszhangban alltak a kémiai kilonbségekkel (pl.
cukortartalom, titralhat¢ savtartalom; Hegyi-Kalé és mtsai, 2020).

A nemesrothadasos és szlrkerothaddsos bogydkon megfigyelt differencialisan
expresszalt B. cinerea-gének dusulé génontoldgiai- és Utvonalprofiljai arra utalnak, hogy
a nemesrothadas soran a gomba metabolikusan jéval aktivabb. A nemesrothadas egyik
kulcsa az aszusodott bogydk jelentésen megnovekedett cukortartalma (Magyar, 2011;
Hegyi-Kalé és mtsai, 2020), ami magyarazza a szénhidratbonté enzimeket is tartalmazo
glikolizishez és piruvat-anyagcseréhez kapcsolédé génutvonalak feldusulasat.

A poliszacharid-anyagcseréhez kot6dd dusuld utvonalak a bogydk fizikai jellemz8inek
valtozasahoz is hozzajarulhatnak. A glikolizishez/piruvat-anyagcseréhez kapcsoléddan
azonositott enzimek kozott szerepel az alkohol-dehidrogenaz (etanol > acetaldehid) és az
aldehid-dehidrogenaz (acetaldehid > ecetsav) (Jelski és Szmitkowski, 2008). Az igy
képz6db acetaldehid a bor egyik legfontosabb karbonilvegylilete, a teljes aldehidtartalom
>90%-at adja (Nykanen, 1986), és reakciokészsége révén jelentésen befolyasolja az
aroma- és illatprofilokat (gyUmolcsds, ,erett almas” jegyek; Zea és mtsai, 2015). Ezen
enzimek azonositasa alatamasztja azt a feltevést, hogy a nemesrothadas alatt zajlé
anyagcsere a bor érzékszervi tulajdonsagainak alakuldsahoz is hozzajarul — ugyanakkor
ezek a hatdsok nem kizarélag az aszuborokra jellemzéek.

Az aszusodas soran kulonféle nitrogéntartalmu vegylletek (fehérjék, aminosavak,
peptidek, ammonium-sok, nukleinsav-szarmazékok) szabadulnak fel. A nemesrothadas
soran felfelé szabalyozott B. cinerea-gének génontoldgiai profilja dusulast mutatott a
»,fehérje-anyagcsere-folyamatok” és a ,sejtszintll fehérje-anyagcsere-folyamatok”
Utvonalkategdriakban, valamint olyan specifikus Utvonalakban, mint az ,arginin- és
prolin-anyagcsere”, ,cisztein- és metionin-anyagcsere” és ,glicin-, szerin- és treonin-
anyagcsere”. Az aminosav-anyagcserében részt vevé enzimek kozul lebonté szerepu
példaul az argindz, amely az ,arginin- és prolin-anyagcsere” utvonalban az arginint
ornitinné és karbamidda alakitja (Rath és mtsai, 2014).
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A BLAST-analizisek a nemesrothadasban felfelé szabalyozott génprofilban tobb,
kolonizaciot és fertézést segitd virulenciafaktort is azonositottak, kéztuk egy MAP-kinaz
fehérjét (gazdandvénybehatolas/kolonizacidé), egy ubikvitin-szer(i fehérjeaktivald
enzimet, egy peptidil-prolil cisz-transz izomerazt, valamint az elongator komplex egyik
fehérjéét. A szuperoxid-dizmutaz jelenléte 6sszhangban all Blanco-Ulate és mtsai (2015)
megfigyeléseivel: a reaktiv oxigénformak metabolizmusanak szabdalyozasan keresztiil
hozzajarulhat a gazdanovényi védekezés elkeruléséhez.

Az ,antagonista metabolitok bioszintézise” utvonal feldusuldasa a nemesrothadas soran
arra utal, hogy a B. cinerea aktiv antagonista tevékenységet fejt ki mas
mikroorganizmusokkal szemben, elésegitve sajat dominanciajat az aszus bogydkban.
Ezzel szemben szlrkerothadasban ez az Gtvonal nem dusult, ami magyarazhatja, hogy ott
mas novénypatogén gombak nagyobb diverzitassal és gyakran domindnsan jelennek meg
(Barata és mtsai, 2012). Tehat a B. cinerea nemcsak biokémiai és fizikai értelemben jarul
hozza az aszusodashoz, hanem aktiv szerepet jatszik a bogydék gombakozosségének
szabalyozasaban is.

A szlirkerothadas soran felfelé szabalyozott génprofilban oxidoreduktazokat
azonositottunk, amelyek a patogenitasban és a gazdanovényi védelem kijatszasaban
jatszanak szerepet (Yu és mtsai, 2020). Kimutattuk a BCIN_15g03390 gént (novényi
szovetek elpusztitasa/lebontasa; valamint a fitotoxinok bioszintézisében részt vevé
BCIN_01g00060 (botcininsav) és BCIN_12g06380 (botridial) géneket is, 6sszhangban
Lovato és mtsai (2019). eredményeivel: ezeknek a géneknek az expresszidja
nemesrothadasban visszaszorul, mig szurkerothadasban a botcininsav-gének fel-, a
botridial-gének pedig valtozatlanul expresszalédnak.

Osszességében mind a nemes-, mind a sziirkerothaddsos fazisban taléltunk felfelé
szabalyozott virulenciafaktorokat, de jelleglk eltért: az antagonista aktivitashoz kdthet6
gének kizarélag nemesrothadasban, mig a kifejezetten fitotoxikus hatasuak kizarélag
szurkerothadas soran dominaltak.

Kovetkeztetések

Vizsgalataink szerint a B. cinerea nemesrothadas soran olyan géneket fejez ki, amelyek
elésegitik a sz6l6bogyd héjanak kolonizacidjat és sajat 6kolégiai dominanciajat, ebben a
fazisban az anyagcsere-aktivitasa a szlrkerothadashoz képest magasabb.

Azonositottuk azokat a funkcionalis géncsoportokat is, amelyek a nemesrothadashoz
tarsuldé biokémiai valtozasokhoz jarulnak hozza: a cukor- és fehérjetartalom

novekedéséhez, valamint aromaképz6é metabolitok (pl. acetaldehid) termelédéséhez,
amelyek meghatarozdak a botritiszes/asziborok aromaprofiljanak alakulasaban.

Ezzel szemben szlUrkerothadasban a B. cinerea anyagcsere-aktivitasa alacsonyabb, és
foként olyan gének expresszidja dominal, amelyek a gazdandvényi védekez6 valaszok
kijatszasat szolgaljak, illetve fitotoxinok bioszintézisében vesznek részt.
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Gyakorlati szempontbdl nemcsak a rothadas tipusa, hanem a szlreti idézités (korai vs.
késb 6szi szliret) is meghatarozo, mivel a génexpresszidés mintazatok érdemben eltérnek.
Eredményeink alatamasztjak, hogy a nemesrothadasos bogydk gy(ijtését olyan idészakra
érdemes Utemezni, amikor az anyagcsere-Utvonalak aktivitdsa kedvez a boraszatilag
kivanatos élettani és fizikai valtozasoknak.

5.1.2. A sziirke és nemesrothadasos folyamatok tovabbi mikrobai

Mind nemes-, mind szurkerothadasban a B. cinerea mas gombafajokkal tarsul, ezek
funkcionalis szerepe azonban mindmaig csak részben ismert. Metatranszkriptomikai
vizsgalatainkban egészséges, nemesrothadasos és szurkerothadasos sz6l6bogydkbol
szarmazé RNS-szekvenalasi adatokat elemeztliink, a szekvenciakat pedig a korabbi
tenyésztéses felmérésekben leggyakoribbnak talalt fonalas és élesztégombak
referenciagenomjaihoz igazitottuk. Tudomasunk szerint ez az elsé munka, amely a B.
cinerea mellett atarsuld fonalas gombak és éleszték funkcionalis génexpresszids profiljat
is értékeli mindkét rothadastipusban, és bemutatja feltételezett hozzajarulasukat a
folyamatok élettani és kémiai alakulasahoz. Eredményeink Uj megyvilagitasba helyezik a
dominans gombak kozotti interakciok és a nemesrothadast kisérd szukcesszid
dinamikajat.

A rothadasi folyamatok transzkriptum abundancia és -gazdagsag mintazatai

A transzkriptum-abundancia és -gazdagsag valtozasait a kovetkez6 fajoknal vizsgaltuk: a
fonalas gombak kozul Alternaria alternata, B. cinerea és Epicoccum nigrum, az éleszték
kozul A. pullulans és Rhodotorula graminis. Valamennyi faj esetében a transzkriptumok
mennyisége és gazdagsaga jellemzéen szignifikdnsan nétt (p < 0,05) az egészséges
bogydkhoz képest a nemesrothaddsos mintakban, szeptemberben és oktdberben.
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6. dbra A fonalas gombak A) A. alternata, B) B. cinerea, C) E. nigrum és az éleszt6gombak D) A. pullulans és E) R.
graminis transzkript abundancia és gyakorisag értékek 6sszehasonlitasa az egészséges bogyé (H), a nemesrothadt
bogyd (NR) és a sziirkerothadt bogyd (GR) tipusai k6zétt szeptember (S) és oktober (O) hdnapokban
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A szlrkerothadasos bogydkban mért transzkriptum-abundancia és -gazdagsag altalaban
szintén meghaladta az egészséges bogyok értékeit. Kilonosen az A. alternata és E. nigrum
esetében volt a szurkerothadasos mintakban szignifikdnsan magasabb az abundancia
mindkét hénapban, mig B. cinerea esetében ez a kulonbség csak oktdberben bizonyult
szignifikansnak. Az éleszté6k kozul A. pullulans és R. graminis transzkriptum-
abundanciaja szeptemberben volt szignifikdnsan magasabb a szlrkerothadasos
bogyokban, R. graminis esetében pedig oktdberben a transzkriptum-gazdagsag is
szignifikansan emelkedett (6. abra).

Oktdberben egyedll a B. cinerea mutatott szignifikans kiildnbséget a nemesrothadasos
és szlrkerothaddsos allapotok k6zott a transzkriptum-abundancidaban és -gazdagsagban;
minden mas vizsgalt fajnal e két rothadastipus kozott inkabb csdkkenést tapasztaltunk.
Az abundancia csokkenése szignifikans volt az A. alternata és E. nigrum esetében
mindkét hdnapban; a gazdagsag csokkenése az A. alternata-nal mindkét hénapban, az E.
nigrum-nal szeptemberben volt szignifikans. Az éleszték kozul csak a R. graminis
esetében észleltlnk szignifikans csokkenést a transzkriptum-gazdagsagban.

Az NMDS-elemzés (nem-metrikus tobbdimenzids skaldzas) markans kllonbségeket
mutatott a rothadastipusokhoz tartozé funkciondlis génkészletek kozott az A. pullulans
esetében, és jol elklulonitette a rothadastipusokat és a mintavételi idépontokat az A.
alternata, B. cinerea, E. nigrum és az R. graminis esetében is (7. dbra). Eredményeinket a
PERMANOVA-teszt is meger(@sitette (2. tablazat).

A) Alternaria alternata B) Botrytis cinerea

Sept H

= e
m & ous
A
I E) Rhx
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7. abra A fonalas gombak A) A. alternata, B) B. cinerea C) E. nigrum és az élesztégombék D) A. pullulans és E) R.
graminis genomjahoz annotalt szeptemberi (S) és oktoberi (O) expresszids funkcionalis génjeinek NMDS-analizise
egészséges (H), nemesrothadd (N) és sziirkerothadd (G) bogydkban.
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2. tablazat Az A. alternata, B. cinerea és E. nigrum fonalas gombak, valamint az A. pullulans és R. graminis
élesztégombak referencia genomjahoz annotalt egészséges, nemesrothadasos és sziirkerothadasos funkcionalis
génkészleteinek permutéaciés tobbvaltozés ANOVA-val szamitott F és p-értékei valamint r? értékei.

Gombafaj Rothadas tipusa szerint Mintavétel idépontja szerint

F p r? F p r?
Alternaria alternata 5,4045 <0,01 0,15301 5,9162 0,012 0,1675
Botrytis cinerea 8,8097 <0,01 0,42629 2,0978 <0,01 0,06518
Epicoccum nigrum 5,2547 0,01 0,14848 6,1353 <0,01 0,17336
Aureobasidium pullulans 5,001 <0,01 0,16001 2,2527 0,104 0,07208
Rhodotorula graminis 5,536 0,012 0,14364 9,0039 <0,01 0,23363

A rothadasi tipusok differencialis génexpresszio elemzése

A szeptemberi és oktoberi nemesrothadas és szlrkerothadas 0Osszehasonlité
differencidlis expressziés elemzései soran minden vizsgalt éleszt6- és fonalas
gombafajnal azonositottunk olyan, kizarélag nemesrothaddasra vagy kizarélag
szurkerothaddsra jellemz6, felfelé szabalyozott génkészleteket. Emellett fajonként
meghataroztunk egy, a nemesrothadashoz tartésan koéthetd, mind szeptemberben, mind
oktdberben konzisztensen felfelé szabalyozott ,mag” génkészletet az alabbi fajoknal: A.
alternata, B. cinerea, E. nigrum, A. pullulans és R. graminis.
3. tablazat Az A. alternata, B. cinerea és E. nigrum fonalas gombak, valamint az A. pullulans és R. graminis

éleszt6gombak genomjahoz annotalt differencialis expresszids elemzési eredmények a nemesrothadas és a
szlirkerothadas kézott szeptemberre és oktoberre vonatkozéan, egyedi felfelé szabalyozott géneket figyelembe véve

Fajok Szeptember NR Oktober GR Mindkét Szeptember GR Oktober GR  Mindkét
hénap NR hénap GR

Alternaria alternata 170 140 385 8 14 2

Botrytis cinerea 865 3031 600 741 3015 628

Epicoccum nigrum 24 110 222 29 19 3

Aureobasidium 408 212 261 8 64 7

pullulans

Rhodotorula graminis 51 21 31 17 13 3

Génontoldgiai, Utvonal-dusulasi és virulenciavizsgalatok

A nemesrothadashoz kot6dé, felfelé szabalyozott ,mag” génkészletek génontoldgiai
dusulasai mind a négy vizsgalt fajban — A. alternata, B. cinerea, E. nigrum és A. pullulans
— elsBsorban sejtszintl proliferacidohoz, transzporthoz és anyagcseréhez kapcsolddtak,
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és tobb ponton kozvetlenil illeszkedtek a nemesrothadas folyamataihoz. A metabolikus
kategoriakon belll hangsulyosan jelent meg a nitrogén- és a zsirsav-anyagcsere.

Az A. alternata esetében hat dusult kategoriat azonositottunk; ezek kozul 6t a nitrogén-
anyagcseréhez (pl. ,,peptid-anyagcsere-folyamat”), egy pedig a sejtosztédashoz kothetd
(»transzlacid”). a B. cinerea-nal tizennyolc kategéria dusult: egy altalanos anyagcsere-
funkcidkat ir le (,makromolekula-anyagcsere-folyamat”), négy kifejezetten a nitrogén-
anyagcseréhez sorolhat6 (,szerves nitrogéntartalmu vegylletek bioszintézise”, ,fehérje-
anyagcsere”, ,peptid-bioszintézis”, ,,amid-bioszintézis”), a tobbi pedig tulnyomodrészt
sejtfunkcidkat fed le, koztik proliferacios folyamatokat is (pl. ,sejtosztédas”,
»~genexpresszio”). Az E. nigrum esetében harom dusult kategoria jelent meg, amelyek
elsddlegesen sejtszint(i transzportfolyamatokra utalnak. Az A. pullulans-nal tizenkét
kategdéria dusult, (pL.
anyagcsere-folyamat”, ,,zsirsav-bioszintézis”, ,monokarboxilat-anyagcsere-folyamat”).

tobbséguk a zsirsav-anyagcseréhez kapcsolodik »ZSirsav-

- Alternaria
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Szén metabolizmus @
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8. abra A KOBAS adatbazis alapjan végzett funkcionalis dtvonalak feldusulas-elemzése az A) A. alternata, B) B.
cinerea, C) E. nigrum és az élesztégombak D) A. pullulans és E) R. graminis nemesrothadashoz kapcsolédo, felfelé
szabalyozott génjei. A buborékok egy-egy feldusult funkciot jelélnek, méretlik pedig a szignifikanciaszinttel aranyos. A
buborék szinek biokémiai Utvonal koexpresszids klasztereket jelélnek.

A KOBAS-adatbazison végzett utvonaldusuldsi elemzések megerdsitették a fenti

génontoldgiai eredményeket: minden vizsgalt fonalas gomba és élesztd

nemesrothadashoz tarsitott génkészletében metabolikus és sejtes folyamatokhoz
kapcsoldédd utvonalak duasultak (8. abra). Ide tartoztak a proliferaciéhoz, valamint a
szénhidrat-, aminosav- és zsirsav-anyagcseréhez kdthetd folyamatok.
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Az A. alternata esetében a fehérje-feldolgozas az endoplazmatikus retikulumban és az
RNS-transzport, a B. cinerea esetében a purin- és pirimidin-anyagcsere, a riboszoma-
Osszeallitas, tovabba az RNS-polimeraz- és -transzport utvonalak jeleztek fokozott
aktivitast. Az E. nigrum esetében a riboszoOma-6sszeallitas és az RNS-transzport, mig az
A. pullulans esetében szintén a fehérje-feldolgozas az endoplazmatikus retikulumban
mutatott dusulast.

A szénhidrat-anyagcsere a nemesrothadashoz tarsuldé anyagcsere-valtozasok
kulcseleme, ezzel dsszhangban tobb, szénhidratforgalomhoz kdthet6 utvonal is dusult.
Az aminosav-anyagcserében az A. alternata esetében az aminosav-bioszintézis és a
cisztein-metionin-anyagcsere, a B. cinerea esetében az aminosav-bioszintézis mellett az
arginin—prolin-, a cisztein—-metionin-, valamint a glicin—szerin-treonin-anyagcsere, az E.
nigrum esetében az aminosav-bioszintézis, a cisztein-metionin-anyagcsere, a lizin-
bioszintézis és -lebontas, tovabba a triptofan-anyagcsere, mig az A. pullulans esetében
az arginin—prolin-, a cisztein—-metionin-anyagcsere és a lizinlebontas bizonyult dusultnak.

A borok illatprofiljat alapvetéen meghatarozé magasabbrend( alkoholok és zsirsavak
(Styger és mtsai, 2011) szempontjabél figyelemre méltd, hogy az A. alternata esetében a
»Zsirsav-anyagcsere”, az E. nigrum esetében pedig ez, valamint a ,,Propionéat-anyagcsere”
utvonal is gazdagodott. Mindezeken tul valamennyi vizsgalt fonalas gombanal, valamint
az A. pullulans esetében is azonositottuk a ,mikroba-antagonista metabolitok
bioszintézise” utvonal dusuldsat, ami a mikrobdk kozotti és a mikroba-novény
kolcsonhatasokban betoltott szerepukre utal.

A virulenciara iranyuldé BLAST-analizis tovabb arnyalta a képet. Az A. alternata
nemesrothadashoz kapcsolddo, felfelé szabalyozott kdzponti génkészletében harom,
kornyezeti stresszre adott valaszt kédold gént azonositottunk. Az E. nigrum esetében
szintén harom ilyen gén jelent meg, ezek kozul kettd a kdrnyezeti stresszhez kothets. A R.
graminis esetében egy stresszvalasz-gén volt kimutathaté. A B. cinerea
nemesrothadashoz kapcsoléddé felfelé szabalyozott génkészlete hét tovabbi
virulenciafaktort tartalmazott: egy a kornyezeti stresszre adott valaszt, harom a mikroba-
mikroba antagonisztikus kolcsonhatasokat, négy pedig a novény-mikroba
antagonisztikus interakcidkat kédolta. Ezzel szemben a B. cinerea szurkerothadashoz
kotodo felfelé szabalyozott génkészletében hét mikroba—ndvény antagonisztikus gén volt
azonosithatd, mig a tdbbi vizsgalt faj szurkerothadashoz kapcsoléodd génkészletében
virulenciaval 6sszefligg6 géneket nem talaltunk.

A fonalas gombak és éleszték transzkriptom mintazata

A vizsgalt fonalas gombak és éleszték transzkriptom-mennyisége és -gazdagsaga
tobbnyire szignifikansan né az egészséges allapotrél a nemesrothadasos, majd a
szurkerothadasos allapot felé, ami arra utal, hogy ezek a mikroorganizmusok az ép,
tlinetmentes bogydkban joval kevésbé aktivak. A nemesrothadas kezdetekor olyan
funkcionalis gének expresszidja indul meg, amelyek fizikai-kémiai valtozasokat valtanak
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ki; példaul a szénhidrat-anyagcseréhez kapcsoléddd Utvonalak aktivalasa hozzajarul a
bogyohéj lebontasahoz, tobb biokémiai folyamat beinditasahoz, és novényi védekezési
mechanizmusokat is kivalthat (Agudelo-Romero és mtsai, 2015). A transzkriptumok
mennyiségének és gazdagsaganak mérsékelt csokkenése a nemesrothadasrol a
szlrkerothaddsba torténd atmenet soran arra utal, hogy a korabban leirt, kiterjedt
micéliumnovekedés (Barata és mtsai, 2012) nem tekinthet6 altalanos jelenségnek, illetve
onmagaban nem feltétlenul jar egyltt a funkcionalis gének magas szintl expresszidjaval.

Az ANOVA- és NMDS-elemzések feltartak, miként modosul a gombafajok génexpresszidés
profilja mennyiségi és minéségi értelemben a hdnap és a rothadastipus flggvényében. A
rothadastipusok kozott minden vizsgalt fonalas gombanal és éleszténél markans
kulonbségek jelentkeztek, mikdozben a mintavétel idépontja szorosan korrelalt a
génexpressziés profillal. Ez arra utal, hogy a szuret id6zitése (kora vagy kés6 06szi)
érdemben befolyasolja a nemesrothadas — és kisebb mértékben a szlirkerothadas — alatti
biokémiai és fizikai folyamatokat, ami 6sszhangban all a bogyok kémiai paramétereiben
(pl. cukortartalom, titralhaté savtartalom) korabban leirt killonbségekkel (Hegyi-Kalé és
mtsai, 2020).

A B. cinerea esetében a nemesrothadasban azonositott 600, illetve a szlirkerothaddsban
azonositott 628 differencialisan expresszalt gén egyarant a faj meghatarozd szerepét
tikrozi mindkét rothadastipusban. Ugyanakkor a tobbi fonalas gomba és éleszt6
esetében a nemesrothadaskor lényegesen tobb (tobb mint 31), mig szlirkerothadaskor
joval kevesebb (kevesebb mint 5) gén mutatott szignifikans expressziévaltozast, ami arra
utal, hogy ezek a fajok aktivabban jarulnak hozza a nemesrothadas kialakulasahoz, mint
a szurkerothadashoz.

A nemesrothadas és a sziirkerothadas kozotti koncepcionalis kapcsolatok

Vizsgalataink jelent6s mindségi és mennyiségi kuldnbségeket tartak fel a fonalas gombak
és élesztOk génexpresszidos profiljaiban a nemesrothadas és a szlrkerothadas
Osszevetésében. Az A. alternata, B. cinerea, E. nigrum, A. pullulans és az R. graminis
esetében a génontoldgiai és utvonal-dusulasi elemzések a nemesrothadéas soran joval
aktivabb mintazatot jeleztek, kiilondsen a nemesrothadashoz kapcsoldédod anyagcsere-
folyamatok, valamint a sejtszintl transzport és proliferacio terén. Az A. alternata és a B.
cinerea nemesrothadashoz kapcsolodo, felfelé szabalyozott génjei kozott a
sejtosztdédassal 0sszefluggd génontoldgiai (GO) kategdriak megjelenése 6sszhangban van
Blanco-Ulate és mtsai (2015) eredményeivel, akik ,,sejtnovekedéssel” dsszefliggd dusult
utvonalakat azonositottak.

A nemesrothadas idején a sz6l6bogydkban szamos fizikai és biokémiai valtozas zajlik. Az
A. alternata és a B. cinerea ilyenkor tobb, a szénhidrat-anyagcserében részt vev6 gént
expresszal (Hegyi és mtsai, 2022; Otto és mtsai, 2022). Ezek az utvonalak hozzajarulnak
a bogybéhéj sejtfalanak mddosuldsahoz is, amely jelentds mennyiség(i szénhidratot —
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tobbek kozott glukézt, fruktézt, celluldzt, xilézt, xiloglikant, arabinant,
arabinogalaktanokat, xilant és mannant - tartalmaz (Hegyi és mtsai, 2022).

A bogydk dehidratacidja és a ndovekvd cukorkoncentracié fokozott kornyezeti stresszt
jelent a gombak szamara, amit a stressztliréshez kapcsolédo gének jelenléte is jelez.
Ilyenek példaul a trihidroxinaftalin-reduktaz (UV-védelem), az autofagiaban részt vevé
gének, illetve a génregulacidéban szerepet jatszo elF4A-helikaz. E gének jelenléte a valtozd
mikroklimahoz valé alkalmazkodéképességet tlkrozi.

Az E. nigrum esetében azonositott dihidrolipoamid-dehidrogenaz szerepet jatszhat
észterek szintézisében, amelyek gylimolcsds aromakat eredményeznek. A zsirsav-
anyagcseréhez kapcsoléodd alkohol-dehidrogenazok és zsirsav-szintdzok olyan
folyamatokat is taplalhatnak, amelyek propionsav-szintézishez vezetnek; ennek jelenléte
szintén jellemz6 az aszuborokra.

A gombak kozo6tti, valamint a gombak és a gazdanovény k6zé6tti kolecsonhatasok

Az A. alternata, E. nigrum, B. cinerea, A. pullulans és R. graminis esetében a
nemesrothadds soran felfelé szabalyozott, differencialisan expresszalt génkészletekben
azonositott, virulenciahoz kotheté gének jelenléte er6sen valdszin(siti az antagonista
kolcsonhatasok fennallasat. Ez arra utal, hogy ezek a gombak egymassal és
prokariétakkal is versengenek az élettérért és a tapanyagokért. A nemesrothadas
kilonbo6z6 fazisai és a szurkerothadas alatti, valtozé mikrookolégiai feltételek, tovabba a
mikroba—mikroba kolcsonhatdsokra utalé genetikai bizonyitékok feltehetfen
hozzajarulnak a mikrobiom szukcesszidjahoz. Az ,,antagonista metabolitok bioszintézise”
utvonal hianya szurkerothadas soran valamennyi vizsgalt fonalas gombaban és
élesztbben részben magyarazhatja a Barata és mtsai (2012) Aaltal leirt dus
micéliumnovekedést. Mindez arra utal, hogy nemesrothaddas alatt a fonalas gombak és
élesztOk nemcsak a fizikai-kémiai valtozasok el6idézésében, hanem a mikrobakdzosség
szerkezetének alakitasaban is szerepet jatszhatnak. Elemzéseink soran azonositottunk
olyan enzimeket is, amelyek az antagonista metabolitok bioszintézisében vesznek részt,
és kellemetlen szagu vegyiletek — példaul kénhidrogén és mas kénvegyliletek (szulfidok)
— képz&déséhez vezethetnek. Mig a legtobb fonalas gomba és éleszté kizardlag
nemesrothadasban fejez ki antagonista géneket, a B. cinerea esetében ezek a gének mind
nemesrothadés (Utvonal-gazdagodas és virulenciagén-BLAST), mind szurkerothadas
soran (virulenciagén-BLAST) kimutathatdk. Az antagonista metabolitok bioszintézisének
jelenléte az Osszes vizsgalt fonalas gombaban és az A. pullulans nemesrothadas
génkészletében alatamasztja a feltételezett, komplex kolcsdnhatasi haldézatot. Ez éles
ellentétben all a szlrkerothadas helyzetével, ahol a B. cinerea felé iranyuldé kulsé
antagonizmus hianya — a kedvez6bb ozmotikus kornyezettel egyutt — hozzajarulhat a B.
cinerea tulsulyahoz, amely karos élettani valtozasokat és termésvesztéstidézhet elé. A B.
cinerea szurkerothadds soran felfelé szabalyozott génkészletében azonositott,
gazdanovény-korokozé kolcsonhatasokban szereplé gének jelenléte arra utal, hogy a
destruktiv folyamat kdzvetlen kivalto agensérél lehet sz6.
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Kovetkeztetések

Vizsgalataink ramutattak, hogy a B. cinerea mellett mas fonalas gombak és élesztdk
szerepe a nemesrothadas és a szurkerothadas kialakulasaban jelentésebb lehet annal,
mint korabban feltételezték. A metabolikus aktivitdshoz kothet génontoldgiai kategériak
és utvonalak széles kor(i dusuldsa, amely az 0sszes vizsgalt fonalas gomba és éleszt6
nemesrothadds soran felfelé szabalyozott génkészletében megfigyelhetd volt, arra utal,
hogy ezek a mikroorganizmusok a nemesrothadaés alatt a szlirkerothadashoz képest jéval
aktivabb anyagcserét folytatnak. Ez a fokozott aktivitas nagy valdszinliséggel hozzajarul a
nemesrothadasra jellemzd fizikai-kémiai valtozasokhoz — példaul aroma-prekuzorok és
szerves savak felhalmozddasahoz, valamint olyan kedvezé metabolitok termelédéséhez,
amelyek a nemesrothaddasos borok jellegzetes érzékszervi profiljat formaljak. Mindezek
alapjanvaldszin(, hogy a mikroba-mikroba kélcsdnhatasok és az 6koldgiai tényezbk altal
meghatarozott bogyd-mikrobiom-szukcesszié kdzvetetten is érdemben befolyasolja a
nemesrothadas lefolyasat.

Eredményeink nemcsak a vizsgalt mikrobak fokozott anyagcsere-aktivitasat tarjak fel,
hanem az A. alternata, B. cinerea és E. nigrum, illetve az A. pullulans és R. graminis
nemesrothadasban megfigyelt funkcionalis génkifejez6dési mintazatai révén betekintést
adnak azokba a kélcsdnhatdsi mechanizmusokba is, amelyek a bogyo felszinén kialakulé
komplex mikrobakozosség dinamikajat alakitjak.

A B. cinerea szurkerothadasra jellemz6 génkifejez6dési mintazataban kizarélagosan
azonositott gazda-kérokozé kolcsOnhatasi gének - koztik tobb gazdaspecifikus
interakcids gén—jelenléte arra utal, hogy a kérokozo a szlrkerothadassal jaré kedvezétlen
élettani valtozasok és a termésveszteség elsddleges kivaltd agensének tekinthetd.

5.1.3. A szoléonovény B. cinerea fertézésre adott valaszai

A nemesrothadas és a szurkerothadas jobb megértéséhez a sz6l6 funkcionalis
génkészletének valtozasaiis adnak informacidkat. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, milyen
génexpresszidos eltérések figyelheték meg szlrkerothadasban, nemesrothadasban,
valamint a fejléd6 rothadas korai stadiumaban lévé sz6l6bogydkban.

Lényegi kérdés, hogy kedvezdtlen kllsé korilmények kozott a nemesrothadas folyamata
atfordul-e szlrkerothadasba, vagy inkabb arrél van szd, hogy a fejlédd rothadas korai
stadiuma a szlrkerothadashoz all kozelebb, és csak tartdsan kedvez6 id6jarasi viszonyok
mellett fejlédik tovabb nemesrothadassa. Tekintettel a nemesrothadasos és a
szurkerothaddsos bogydk kozotti egyértelm( fizikai és kémiai klilonbségekre, azt
feltételezzuk, hogy a két rothadasforma eltér6 novényi szabalyozasi programokhoz
kotédik, ami a sz816 altal expresszalt gének funkcionalis kiildnbségeiben is megnyilvanul.

Hipotézisunk szerint tartdsan kedvezé korulmények fennallasakor a nemesrothadasos
allapot stabilizalodik, a bogydk hosszabb ideig megérzik jellegzetes fizikai és kémiai
tulajdonsagaikat, mikézben a novény a patogénekkel szemben mérsékeltebb védekezési
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valaszt ad. Ezzel parhuzamosan mas anyagcsere-folyamatok aktivan zajlanak a B.
cinerea szamottevo jelenléte ellenére is.

A V. vinifera génkészlet kvantitativ elemzése

A sz8l6 és a B. cinerea gének relativabundanciajanak 6sszegét mintatipusonként egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 6ssze, hogy feltarjuk a szlrkerothadas és a
nemesrothadas fazisai kozotti kiulonbségeket. A 9. dbra a bogyodtipusok teljes
génabundancia-eloszlasanak boxplotjat mutatja.
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9. abra A V. vinifera és a B. cinerea transzkriptumainak abundancia-eloszlasat bemutato boxplot az 6sszes vizsgalt
bogydtipusra vonatkozoan. A vizszintes tengelyen a fejlédési fazisok €s a bogyo- vagy rothadastipusok szerepelnek. Az
abundancia értékek tizes alapu logaritmikus transzformacioval kerlltek abrazolasra.

A sz06l8 esetében a legnagyobb Osszesitett génabundanciat az egészséges bogydkban (I
fazis) mértik, ezt kovette a ll és lll fazis, amelyek egyttt a fejléd6 rothadas allapotat jelzik.
A nemesrothadas fazisaban ezzel szemben az abundancia szignifikansan alacsonyabb. A
szurkerothadas fazisdban mért eloszldas nem kulénbozott szignifikansan a -l fazis
értékeitol.

A kvantitativ elemzés dsszességében azt mutatta, hogy a legmagasabb génabundancia
az egészséges bogydkban, a legalacsonyabb a nemesrothadasban volt; a tobbi
bogyotipus értékei e két széls6 kozott helyezkedtek el, a fejlddd rothadas és a
szurkerothadas hasonld nagysagrendet mutatott. Ez arra utal, hogy a vizsgalt stadiumban
a sz6l6bogyod anyagcseréje a nemesrothadas soran mar lelassul, a novényi metabolikus
aktivitas érdemben csokken.

A sz6lé génjeinek funkcionalis elemzése ugyanakkor eltéré képet mutatott: a nem
metrikus tobbdimenzids skalazas (NMDS) szignifikansan elklilonilé mintazatot adotta V.
vinifera és a B. cinerea funkcionalis génkészletei kozott a bogyofazisok fliggvényében (10.
abra).

Ezt a PERMANOVA is megerdsitette: mind a sz6lé funkciondlis génkészlete és a
bogyodfazisok varianciaaranyai kozott szignifikdns kapcsolat mutatkozott, mind a B.
cinerea esetében szignifikans fazisfliggd kulonbségek jelentek meg.
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10. abra NMDS tébbdimenziés skalazas eredményabra a V. vinifera (A, B) és a B. cinerea (C, D) altal annotalt gének
alapjan. A mintak kilénbdzé szinnel torténd jeldlése a bogydtipusok (A, C), illetve a mintavétel honapja (B, D) szerinti
elkulonilést szemlélteti.

A mintavételi idépont szerinti bontas egyik esetben sem hozott szignifikans eltérést. Az
NMDS-abrazolas azt jelzi, hogy az egészséges és a nemesrothadasos bogydk génkészlete
elkdlonul, mig a szlrkerothadas és a fejl6d6 rothadas kozott részleges atfedés figyelhetd
meg. A sz6légének esetében a szlrkerothadas és a fejl6dd rothadas nem fed at,
ugyanakkor a B. cinerea génjeinél a szurkerothadasos mintak részben atfednek az
egészséges, a fejlédd rothadasos és a nemesrothaddsos mintakkal.

A sz8l6 funkcionalis génexpresszids abundanciajaban megfigyelt enyhe idépontfliggd
elkilonulés osszhangban all Pogany és mtsai (2022) megfigyeléseivel: a mintavételi
idépont hat a nemesrothadas és a szlirkerothadas alakulasara, de ez a hatas elsésorban
egyes géncsoportoknal, azaz a dusulasi elemzéssel azonositott géneknél mutathato ki.

A V. vinifera génkészlet funkcionalis elemzése

A sz8l6 funkcionalis génjeinek elemzését a korabban ismertetett bontasban, a bogydk
rothadastipusai szerint végeztuk: egészseéges, fejlédd rothadasos, nemesrothadasos és
szurkerothaddsos mintak osszevetésével. Célunk az volt, hogy azonositsuk azokat a
géneket, amelyek a beteg bogydtipusokban differencialtan expresszalédnak az
egészséges mintakhoz képest. Az sszefoglalé eredményeket a 11. dbra mutatja.
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DOWNREGULATED DIFFERENTIALLY = UPREGULATED DIFFERENTIALLY
EXPRESSED VITIS VINIFERA GENES EXPRESSED VITIS VINIFERA GENES

Developing rot Developing rot

11. dbra Venn-diagram a V. vinifera génekre vonatkozdan, a lefelé szabédlyozott és a felfelé szabalyozott gének
esetében, nemesrothadas, fejl6dé rothadas és szlirkerothadas mintakra vonatkozdan. A differencialis expresszio-
analizisek 6sszehasonlitasi alapjat az egészséges bogyok génkészlete képezte.

A szabalyozott (felfelé vagy lefelé expresszalddd) gének nagy része a harom rothadastipus
kozos génkészletében is azonosithaté volt, ugyanakkor szamottevd mennyiségben
talaltunk kizarélagos, bogyotipus-specifikus differencialisan expresszalt géneket is.

Az abra alapjan lathatd, hogy a fejlédé rothadas tobb kozos, differencialtan expresszalodo
gént oszt meg a szurkerothaddssal, mint a nemesrothadassal (felfelé szabalyozott gének:
1211 vs. 810; lefelé szabalyozott gének: 853 vs. 700). Noha a legalacsonyabb 6sszesitett
génabundanciat a nemesrothadasos bogydkban mértik, a kizarélag a nemesrothadas
fazisara jellemz6 differencialt gének szama kiemelkedd volt: 2084 gén felfelé, 2548 gén
lefelé szabalyozott.

Megvizsgaltuk a két rothadastipus ellentétes iranyd szabalyozottsagat is. A
nemesrothadas fazisaban felfelé, mig a szlrkerothadas fazisaban lefelé szabalyozott
génekbdl minddssze kettdt azonositottunk. Ezzel szemben a szlrkerothadasban felfelé, a
nemesrothadéasban lefelé szabalyozott gének szama 452 volt. Ennek megfeleléen
elemeztuk, mely funkciondlis Utvonalak mutatnak fokozott aktivitast szurkerothadasban,
mikozben csdkkentek nemesrothadasban.

Tobb ilyen utvonal nemcsak a két rothadastipus ellentétes 6sszehasonlitasaban, hanem
az egészséges €s a szurkerothadasos mintak kozti kontrasztban is szignifikansan
dusultnak bizonyult, és azonositottunk Ujonnan felbukkand, dusulé utvonalakat is.

A kulonboz6 génkészletek funkciondlis jellemzésére KOBAS utvonal-dusulasi elemzést
végeztink a nemesrothadasos, szlrkerothadasos és fejlédé rothadasos bogydkban
felfelé szabalyozott génkészleteken, a szignifikdnsan dusuld utvonalak meghatarozasara.
A harom bogyoétipusra jellemzd, k-means klaszterezéssel létrehozott funkcionalis
halozatokat a 12. abra szemlélteti, a KEGG-adatbazisbhdl szarmazdé génnevekkel
annotalva.
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Noble rot Developing rot

Grey rot

12. dbra A nemesrothadasos, szlirkerothadasos és fejlédé rothadasos transzkriptomokra jellemz6 génkészletek
magklaszterei. A k-means klaszterezéssel kapott modulokat kbrokkel jeloltiik; a gének megnevezése a KEGG-
ndmenklatura szerint tortént.

Kilénds jelentéséggel birnak azok az utvonalak, amelyek szlrkerothadasban felfelé, mig
nemesrothadasban lefelé szabalyozottak. Ezek koézul tobb az egészséges—
szurkerothadds 0sszehasonlitasban is szignifikdnsan dusult, jelezve, hogy a
szurkerothadds sajatos funkcionalis programja szamos, a novény-korokozé
kolcsonhatasokban és az anyagcsere-atalakitasokban kulcsszerepet jatszé utvonal
aktivalasaval tarsul.

A nemesrothadasban lecsokkent, elkiiloniilé génkészlet

A sz6l6 génabundancidinak rothadasi szakaszok szerinti eloszlasat a mintakbol
szekvenalt és annotalt B. cinerea gének abundanciajaval vetettiik 6ssze. A vizsgalt
id6szakban a gomba olyan fizikai és kémiai valtozasokon megy keresztll, amelyek a
nemesrothadas folyamatahoz kapcsolédnak — példaul a bogydhéj lebontasa (Hegyi-Kalé
és mtsai, 2020) és a cukortartalom novekedése (Blanco-Ulate és mtsai, 2015; Lovato és
mtsai, 2019; Otto és mtsai, 2022). A nemesrothadas és a szlrkerothadas kozotti
ktlonbségekben megfigyelhet6 funkcionalis transzkriptomnovekedés feltehetéen a sz6l6
védekezési mechanizmusainak aktivalédasat tukrozi. Mindez 6sszhangban all azzal a
feltételezéssel, hogy a két rothadastipusban eltér6 sz6l6gének expresszalddnak (Pogany
és mtsai, 2022).
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Az NMDS eredményei alapjan a szlirkerothadasos és a fejlédé rothaddsos allapotok a V.
vinifera génkészletét tekintve hasonlo expresszids profilt mutatnak. Ezt alatamasztja az a
széles korben dokumentalt jelenségis, hogy a nemesrothadas korai szakasza kedvezétlen
kornyezeti feltételek mellett szlrkerothadassa alakulhat (Magyar, 2011). Eredményeink
szerint a nemesrothadas kezdeti fazisa gyakorlatilag egybeesik a szurkerothadas korai
mintazataval, és csak a kifejlett, érett nemesrothadasi allapot tér el markdnsan a sz8l6
génexpresszidja alapjan. Ez nem mond ellent annak a megfigyelésnek, hogy ugyanazon a
flrton, azonos idépontban egészséges, nemesrothadasos, szlirkerothadasos és fejl6dé
rothadasos bogyodk is eléfordulhatnak (Fournier és mtsai, 2013).

Eltéré rothadastipusokhoz kapcsolédé metabolikus utvonalak azonositasa

A novény—koérokozd kolcsonhatasok tobbsége nem pusztan a kérokozéd Aaltal kivaltott
immunvalasz vagy az el6re kialakitott védelmi gatak kovetkezménye, hanem a novényi
anyagcsere - els6sorban az aminosav-, szénhidrat- és zsirsav-anyagcsere -—
atalakulasaval fugg 6ssze, amelynek soran a védekezésben szerepet jatsz6 masodlagos
metabolitok képzddnek (Proels és Hlckelhoven, 2014). Az eredmények 6sszhangban
alltak a harom bogyodtipusra végzett NMDS-analizissel: mindharom esetben egy
dominans funkcionalis génklaszter kiulondlt el (12. abra). A szurkerothadds- és a
fejléd6érothadas-klaszter elsésorban a patogénfert6zésre adott novényi valaszokkal
hozhaté 6sszefliggésbe, mig a nemesrothadas-klaszter olyan funkcidkat tukroz, amelyek
a novény normal midkodésére utalnak, patogén-interakcidk latvanyos aktivacidja nélkul.

A nemesrothadas fazisaban megjelené magklaszter génjei fé6ként az altaldnos érési
folyamatokhoz kapcsoldédnak; ezzel parhuzamosan a védekezési utvonalak szignifikans
dusulasa nem figyelheté meg. Ez két okboél figyelemre méltd: a szakirodalom a bogyd ezen
allapotat gyakran bioldgiailag inaktiv, kvazi nyugalmifaziskéntirja le (Elad és mtsai, 2016),
amit jelen eredményeink—- az azonositott funkciondlis gének szamossaga alapjan-
hatarozottan cafolnak (11. abra), illetve tovabbi vizsgalataink szerint nemcsak a B.
cinerea, hanem mas gombafajok is aktiv metabolikus tevékenységet folytatnak ezekben
a bogydkban (Hegyi és mtsai, 2023). Mindez arra utal, hogy a vizsgalt sz6l6bogyo —
jelentds gombakolonizacié mellett is - a novény-korokozé kolcsdnhatasok
szempontjabdl relative ,,csendes”, stabil allapotban maradhat, ami magyarazhatja, hogy
az aszusodott bogydk a tékén akar tartds id6jarasi ingadozasok mellett is fennmaradnak.

A fejléd6rothadas és a szlrkerothadas esetében a transzkriptom-magklaszterek jelentés
atfedést mutattak, ami arra utal, hogy e gének aktivaciéja leginkdbb stresszvalasz-
folyamatokhoz és a kdrokozékkal szembeni védekezés egyes lépéseihez kothetd
(AbuQamar és mtsai, 2016). Szamos aminosav-anyagcseréhez tartozé utvonal mellett a
»hovény-kérokozo kélcsdonhatas” génjei kizarélag a szirkerothadas magklaszterében
jelentek meg, mig a fejléd6rothadas esetében nem. A klaszterbe nem sorolt, am
szignifikansan ddsult gének célzott vizsgalata tovabbi olyan funkcidk azonositasat teheti
lehetdvé, amelyek kulcsfontossaguak a kérokozéo—novény interakcidkban és a kapcsolédd
jelatviteli mechanizmusokban.
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A nemesrothadas soran feldusulé gének funkcionalis szerepe

A nemesrothadasos bogydkban azonositott, transzkripcidval 6sszefliggd gének jelenléte
elsésorban arra utal, hogy a nemesrothadas és a fejl6d6 rothadas kozotti atmenet soran
atfogd transzkripcids Ujraprogramozas zajlik. Ezek a transzkripcids faktorok kulcsszerepet
jatszanak a védekezéssel 0sszefliggd gének és a kulonféle metabolitok bioszintézisét
meghatarozoé Utvonalak szabalyozasi ,,sulypontvaltasaban” (Howe és mtsai, 2014).

Avizsgalatok soran azonositott WRKY transzkripcids faktor megjelenése nem meglep6: a
szakirodalom gyakran leirja mint jellemz6 szabalyozéelemet (Wang és mtsai, 2014), és
ismert, hogy képes mind pozitiv, mind negativ irdnyban befolyasolni a védekezési
valaszokat. A szénhidratok kiemelt szerepet toltenek be a ndévények biotikus és abiotikus
stresszre adott valaszaiban; a sejtfal-atalakulasokon tul olyan cukrok, mint a fruktéz, a
raffindz és a trehaldéz, a metabolikus érzékelés és a jelatvitel fontos komponensei
(Morkunas és mtsai, 2005). Ezzel 6sszhangban azonositottunk raffinéz-szintazt is, amely
a galaktinolt raffin6zza alakitja (Liu és mtsai, 2022).

Kilon figyelmet érdemel a nemesrothaddsos bogydk dusult galaktéz-anyagcsere-
Utvonaldban megjelend, sejtfalhoz kotott apoplasztikus invertdz. Ez az enzim a
szacharozt glukdzza és fruktézza hidrolizalja, alapvetdéen befolydsolva a szénelosztast és
a cukoranyagcserét (Ruan és mtsai, 2010). Szerepe kiterjed a celluldz-bioszintézis
szabalyozasara is, ami arra utal, hogy az abiotikus stresszel szembeni toleranciaban
szintén jelentds tényezb lehet.

A sziirkerothadas soran feldusulo gének funkcionalis szerepe

Afejlédé rothadas és a szlrkerothadas transzkriptomjai szamos, klaszteren kivuli, magas
dusulasi aranyu gént tartalmaznak, ami meger6siti, hogy ezeket az utvonalakat is
figyelembe kell venni az Osszefliggések atfogd megértéséhez. Két, aminosav-
anyagcseréhez kothetd, szignifikansan dusult dtvonalon — a fenilalanin- és a tirozin-
anyagcserében - egy tirozin-aminotranszferazt azonositottunk, amelyet korabbi
vizsgalatok a ndévényi novekedéssel és stresszvalasszal hoznak o6sszefliggésbe (Moya-
Cuevas és mtsai, 2021). A glutamat-anyagcsere kozponti szerepet jatszik az aminosav-
anyagcsere szabalyozasaban és olyan alapveté metabolikus funkciékban, mint a névényi
védekezés (Seifi és mtsai, 2013). A glutation-S-transzferaz enzimrélismert, hogy szerepet
tolt be herbicidek — példaul az atrazin — detoxifikacidjdban; emellett egy glutamin-
szintetazt és egy glutamat-dehidrogenazt is azonositottunk a szlrkerothadasos
bogydkban, amelyek kulcsszerepet jatszanak a védekezési reakcidok felismerési és
jelatviteli folyamataiban (Datta és mtsai, 2015)

A zsirsavak szintén kiemelt jelent8ségliek a novényi védekezés aktivalasdban: jelatviteli
modulokként és a sejthartyak (glikolipidek) komponenseiként mukddnek,
energiatartalékot képeznek triacilglicerol (TAG) formajaban, tovabba hozzajarulnak az
extracellularis gatak kialakitdsahoz és a stresszvalaszok szabalyozasahoz (He és Ding,
2020). A fejl6d6é és a szlrkerothadas esetében egyarant kimutathaté volt a zsirsav-
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bioszintézis enzimeinek jelenléte. A metil-jasmonat és szabad form4ja, a jasmonsav (JA)
az a-linolénsav-anyagcsere dusult Utvonalan képzédik, és a koérokozdkkal szembeni
védekezés egyik kulcsszerepléje a felismerés és a jelatvitel szintjén (Kazan és Manners,
2008). A folyamatot tobb bioszintetikus enzim tamogatja, koztik a jasmonsav-amido-
szintetdaz és a JAZ (Jasmonate ZIM-domain) fehérjecsalad tagjai. A fitohormon-
bioszintézishez kapcsolodo tovabbi komponensek — az etilénszintézis utvonal elemei -
szintén megjelentek. Nem meglepé mddon az auxinra érzékeny SAUR fehérjecsalad is
jelen van a dudsult noévényi hormonjelatviteli utvonalban, mivel kulcsszerepet
tulajdonitanak neki a nemesrothadas folyamataban (Stortenbeker és Bemer, 2019).

A fejlédé és szlrkerothadasos mintak dusult utvonalai kozott olyan gének is
azonosithaték, amelyek az ozmotikus stresszre adott valaszokban vesznek részt. A
kornyezeti stresszhez kothetd gének kozul tobb kettds funkciot lat el, és a redoxallapot,
illetve a reaktiv oxigénformak (ROS) szintjének szabalyozasaban is kozremukodik. Ezek a
komponensek a PAMP-fliggé immunitasban és az oxidativ stresszfolyamatokban toltenek
be szerepet. A két rothadastipus transzkriptomjai a legmagasabb dusuldsi aranyokat a
fenilpropanoid- és stilbén-bioszintézis, az izokinolin-, taurin- és ubikinon-anyagcsere,
valamint az oxidativ foszforilacié Utvonalain mutattak. E folyamatok hozzajarulnak a nem
enzimatikus antioxidans készlethez, befolyasolva a sz6lé redoxallapotat és igy a
védekezési statuszt.

Az ellentétesen szabalyozott gének funkcioi

A szlrkerothadas soran felfelé, mig a nemesrothadas soran lefelé szabalyozott génekhez
kothetden szignifikansan dusult a glikolizis, a frukt6z- és manndz-anyagcsere, a pentoz-
foszfat utvonal és altalaban a szénhidrat-anyagcsere. E folyamatok mindegyikében olyan
gének mutattak fokozott expressziét, amelyek az aerob respiracio korai lépéseit adjak a
frukt6z-6-foszfattél a pirosz6lésavig tarté Utvonalon. Az altalanos aminosav-bioszintézis
vizsgalatakor a fenilalanin-anyagcseréhez kapcsoldédd gének dusulasat figyeltuk meg
nemesrothadasos bogydkban; maga a fenilalanin-anyagcsere-utvonal is dusultként
jelent meg, ahol az aszpartat-aminotranszferaz a fenilalanint fenil-piruvatta alakitja — ez
utébbi a borokban kellemetlen illatként megjelené fenil-acetat és fenil-ecetsav
prekurzora (Campo és mtsai, 2012). A galaktdéz-anyagcsere Utvonalon felfelé szabalyozott
géneket azonositottunk, amelyek a raffin6z és a tagatdz bioszintézisében vesznek részt
(raffindz-szintaz, illetve 6-foszfofruktokinaz); az igy képz6dd oligoszacharidok szerepet
jatszhatnak a hidegstresszre adott valaszokban (Sun és mtsai, 2018). A kéntranszfer
rendszer szintén markansan dudsult: a cisztein-dezulfaraz tobb [épésben is
kulcsszereplének bizonyult. Feltételezhetd, hogy ez az enzim kiilonb6z6é novényfajokban
a H,S-képz6édésben is részt vesz — a folyamat tébbféle ndvekedési és stresszallapottol
fugghet, mechanizmusa azonban még csak részben ismert (Vojtovi¢ és mtsai, 2021). A
nikotinat- és nikotinamid-anyagcseréhez kapcsoldéddan tobb kulcsgént azonositottunk,
amelyek a nikotinat-D-ribonukleozid bioszintézisében jatszanak szerepet; ez az
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anyagcseretermék a novényi szovetek patogének altali lebontasakor keletkez6
potencialis metabolitkéntismert (Qu és mtsai, 2022).

A szurke- és nemesrothadas osszehasonlitasaban a novény-kérokozé kolcsdnhatas
utvonalanak génjei is szignifikansan dusultak, ami segiti a két folyamat kozotti alapvetd
kulonbségek  megértését.  Szlrkerothadasban  szignifikdnsan nétt - mig
nemesrothaddsban csokkent - a kalcium-dependens protein-kinazt, a WRKY
transzkripcids faktort, a PTI1-szer tirozin-kinazt, egy feltételezett betegséggel szembeni
rezisztenciahoz kapcsolodo fehérjét (RPS2), valamint az SGT1 homoldgot kdédold gének
expresszidja. Ezek a komponensek kulcsszerepet jatszanak a hiperszenzitiv valasz
kialakitasaban, ideértve az effektor-indukalt immunitast és a patogénnel asszocialt
molekularis mintazat (PAMP) Aaltal kivaltott immunitast (Shang és mtsai, 2006).
Ugyanakkor a folyamatban szintén kézponti RAR1 és HSP90 fehérjéket kddold gének nem
jelentek meg a felfelé szabalyozott génkészletben. Sztrkerothadasban a gombas PAMP-
felismerésre reagald kalcium-jelatviteli gének aktivalédnak, és ezzel a védekezéssel
Osszefliggd gének széles kore is bekapcsol. A patogének szekrécids effektoraival kivaltott
hiperszenzitiv valaszra jellemz6, hogy az effektor-indukalt és a PAMP-alapu immunitas
egymasra épulve biztosit védelmet (Ngou és mtsai, 2021).

Az ANOVA-tesztek a sz6l6 védekezési valaszanak csokkenését jelezték a
nemesrothadasos fazisban, amelyet a szlrke- és a fejl6d6é rothadasos fazisokban
novekedés kovetett. A sz6l6 génexpresszids profiljanak funkcionalis diverzitasa a fejl6dd
és a szlurkerothadasos mintakban szignifikdnsan mérséklédott; ez 6sszhangban all
Lovato és mtsai (2019) megallapitasaival, akik a nemesrothadas soran végbemend
specifikus transzkripcids Ujraprogramozast — kiilonosen a védekezéssel 6sszefliggd gének
lefelé szabalyozasat — emelik ki. A szirkerothaddsban fokozodo védekezd génexpresszid
megfelel Haile és mtsai (2020) megfigyeléseinek is: a gének aktivak, am hatastalanok,
mivel a B. cinerea nekrotrof életmodot folytat, és fitotoxikus anyagokat — példaul
botcininsavat és botridialsavat — termel (Lovato és mtsai, 2019; Otto és mtsai, 2022),
amelyek a névényi szovetek elhalasat idézik elé.

Kovetkeztetések

A B. cinerea-val fert6zott sz6l6bogydk érése soran a tartdsan kedvezd mikroklimatikus
feltételek nemesrothadasos bogydk kialakulasahoz vezethetnek, mig a korulmények
kedvezétlen iranyu valtozasa szurkerothadasos, termésveszteséggel jard allapotot
eredményez. Vizsgalataink azt mutattak, hogy a nemesrothadas fejlédésének kezdeti
szakasza nagyfoku hasonldésagot mutat a szlirkerothadassal, és csak a teljesen kifejlett
nemesrothadas tér el markansan a sz6l6 génexpresszidja alapjan. A koztes fazisok nem
kiléonulnek el egyértelmlen, ami magyarazza, hogy a fejldédé rothadas barmely
szakaszabdl szlrkerothadas alakulhat ki, illetve ugyanazon tékén, sét furton belul is
tobbféle bogydtipus fordulhat elé.
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A nemesrothadds génexpresszidos profilja kiterjedt masodlagos anyagcserét jelez,
mikoézben a koérokozéra adott védekezési valaszok szamottevéen gyengébbek. Ez
ellentmond annak a korabbi elképzelésnek, amely a nemesrothadasos bogyot
biolégiailag inaktiv, kvazi nekrotikus allapotnak tekintette: eredményeink tobb aktiv
bioldgiai folyamat jelenlétét igazoljak. Ezek a folyamatok ugyanakkor nem a védekezést,
hanem az érési programot tlkrozik. A sz6l6 védekezési mechanizmusainak komplex
értékelése feltarta, hogy a leger6sebb védekez6 valaszok szlrkerothadas soran
jelentkeznek. E reakcidk azonban nem bizonyulnak hatékonynak, mert a B. cinerea ebben
a fazisban nekrotrof életmodot folytat, és olyan virulenciafaktorokat (pl. botcininsav,
botridialsav) expresszal, amelyek a novényi szovetek elhalasat okozzak. A biotréf és
nekrotréf életmaéd kozotti valtas a B. cinerea esetében is igazolt jelenség (Glazebrook,
2005). E kettdés életmdéd megértése fontos tampontot adhat a novényvédelmi és
sz6lészeti beavatkozasok id6zitésének és hatékonysaganak javitasahoz.

5.2. Az aszusodas folyamatanak alapjai

5.2.1. A nemesrothadasos B. cinerea izolatumok jellegzetességei

Az aszusodas folyamatanak jobb megértése érdekében nemesrothadas tlneteit mutato
sz@6l6fajtakrol  (Olaszrizling, Turan) szarmazé B. cinerea-izolatumok fenotipusos
tulajdonsagait vizsgaltuk harom éven at, harom szlreti idépontbdl gyjtott mintakon,
harom inkubaciés hémérsékleten. Célunk a nemesrothadas kialakulasanak
valdszinlisége és a B. cinerea fenotipusos tulajdonsagai kozotti 6sszefliggések feltarasa.

A nemesrothadas eléfordulasanak valészinilisége és a micélium novekedés

A nemesrothadas kialakulasaval kapcsolatban a varianciaanalizis szignifikans
kilonbségeket tart fel az év, a hénap és a fajta tényez6k mentén. A legmagasabb
elé6fordulasi aranyt (78,7%) Turan esetében, 2015 novemberében mértik, a
legalacsonyabbat (0,5%) pedig Olaszrizlingnél, 2013 szeptemberében. Turannal
novemberben minden vizsgalt évben szignifikdnsan magasabb volt a nemesrothadas
aranya, mig szeptemberben kovetkezetesen alacsonyabb, mint novemberben (4.
tablazat).

A micéliumnovekedés sebességére vonatkozé varianciaanalizis szignifikans
kiulonbségeket mutatott az évek, a hénapok és az inkubéaciés hémeérsékletek kozott, a
sz6l6fajtak kozott azonban nem, ezért a két fajta adatait atlagoltuk. Aharom év és a harom
mintavételi hdnap adatai alapjan a micéliumnovekedés sebessége 15 °C-on 59-79 mm,
20°C-on 75-84 mm, 25 °C-on pedig 55-77 mm tartomanyban volt. A legmagasabb értéket
(84 mm) 2014 szeptemberi izolatumoknal, 20 °C-on mértik, mig a legalacsonyabbat (55
mm) ugyanezen hdnap izolatumainal, 25 °C-on. Az 0sszesitett atlagos novekedési rata
2013-ban volt a legmagasabb (76 mm), 2014-ben és 2015-ben alacsonyabb értékeket
kaptunk (65, illetve 69 mm) (5. tablazat).
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4. tablazat A B. cinera altal okozott nemesrothadas eléfordulasa (%) Turan és Olaszrizling sz6l6fajtak esetében
3L SDO0,05 = Legkisebb szignifikans kiilénbség P = 0,05-nél Az egyes oszlopok esetében a kiilonb6z6 kisbetiik P = 0,05-
nél szignifikans kiilobnbségeket jeleznek az évek, hdnapok kézétt. Minden sorban a kiilénbdzé nagybetlik az adott
hdénapon beliil a fajtak kozétti P = 0,05-nél nagyobb szignifikdns kiilbnbségeket jelzik. °ns = nem szignifikans

Ev és hénap Szé6léfajta LSDg 05 Osszesen
Turan Olaszrizling

2013

Szeptember 5.1aAP" 0.5aB 3.7 2.6a

Oktéber 7.1a 4.3a ns° 5.7a

November 50.6 bA 28.4bB 7.6 39.5b

LSDo.gs5 7.0 4.2 39.5b

2014

Szeptember 10.3a 7.2a ns 8.8a

Oktober 39.4 bA 24.3 bB 6.9 31.9b

November 37.6 bA 26.5bB 6.6 32.1b

LSDo.os5 6.9 5.8 6.7

2015

Szeptember 4.2 a 0.8a ns 25a

Oktéber 9.7a 7.3a ns 8.5a

November 78.7 bA 57.6 bB 8.9 68.2b

LSDo.0s5 11.5 7.4 9.5

5. tablazat A B. cinerea micélium névekedési sebessége (mm) négy napos inkubaciét kévetéen 15, 20 és 25°C-on

harom évben (2013, 2014,2015) a nemesrothadas harom hénapja (szeptember, oktober, november) alatt.
a1 SDo,05 = Legkisebb szignifikans kilénbség P= 0,05-nél; *Overall Temp = a 15, 20 és 25 °C-o0s hémérséklet-
tartomanyok teljes h6mérséklete; °Az egyes oszlopok esetében a kiilonb6zé kisbetiik P=0,05-nél szignifikans

kilénbségeket jeleznek az évek, hénapok kozétt. Minden sorban a kiilénbdzé nagybetlik P=0,05-nél szignifikans

kilonbségeket jeleznek a hémérsékleti tartomanyok kézétt.ns= nem szignifikans

Ev és hénap Hémeérsékletek LSDo.05* Overall Temp®
15°C 20°C 25°C
2013
Szeptember 79 bB° 79B 74 A 3.6 77
Oktéber 76 ab 76 74 ns¢ 76
November 75 a 77 77 ns 76
LSDo.0s 3.4 ns ns ns
2014
Szeptember 59 A 84 bB 55A 7.5 66
Oktéber 59 A 83 bB 56 A 7.4 66
November 61A 75 aB 56 A 6.8 64
LSDo.0s ns 3.6 ns ns
2015
Szeptember 61A 75B 67 aA 6.9 68
Oktéber 62 A 76 B 71 abB 7.0 69
November 61A 75B 72 bB 7.3 69
LSDo.0os ns ns 4.2 ns
Ho6 6sszesen
Szeptember 66 A 79B 65A 6.5 70
Oktéber 66 A 78 B 67 A 7.4 71
November 65A 76 B 68 A 7.1 70
LSDo.0s ns ns ns ns
Ev 6sszesen
2013 77 b 77 ab 75b ns 76 b
2014 60 aA 81 bB 56 aA 7.9 65a
2015 61 aA 75 aB 70 bB 7.6 69 a
LSDo.0s 6.6 5.8 7.3 6.4
Osszesen
Ev és honap 66 A 78 B 67 A 7.9 70
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A morfolégiai tipusok gyakorisaga

A morfoldgiai tipusok gyakorisagi eloszlasat illetéen a varianciaanalizis szignifikans
kilonbségeket jelzett az évek, a hdnapok és a morfoldgiai csoportok kdzott; a fajtak kozott
viszont nem mutatkozott szignifikans eltérés. Ennek megfeleléen az eloszlasi adatokat a
két sz6l6fajtara 6sszevontan értékeltik. A micéliumos tipusok ardnya minden évben és
mindharom mintavételi hénapban szignifikdnsan meghaladta a szklerotikus tipusokét.
Altalanossagban a leggyakoribb kategériak az M I-Ill és az S IV tipusok voltak. 2013
szeptemberében az M lll tipus bizonyult a leggyakoribbnak (58,3%).

6. tablazat A B. cinerea izolatumok gyakorisagi megoszlasa (%) a morfoldgiai tipusok nyolc osztalyaban (M I-1V és
S I-1V), harom évben (2013, 2014, 2015) a nemesrothadas harom hdnapja (szeptember, oktober, november) alatt.

Micélialis tipus M? Szklerocialis tipus S*

MI ] Ml | Ml | MIV | LSD 0.5 3 M- Y | sl | sl sIv LSD o.5 | 3S-
2013
Szeptember 8.3 aA° 25.0 bB 58.3cC 0.0A 14.9 91.7b 8.3B 0.0 aA 0.0A 0.0 aA 4.4 8.3a
Oktéber 12.5aAB | 20.0abB | 42.5bC 0.0A 13.8 75.0a 25A 2.5aA 0.0A 20.0 bB 5.3 25.0b
November 42.2bC 11.1aA 24.4 aB 22A 12.9 80.0 ab 4.4A 11.1 bB 0.0A 4.4aA 5.1 20.0b
LSDous 13.3 11.7 15.2 ns 16.1 ns 5.8 ns 6.8 7.1
2014
Szeptember 37.6 bD 12.88B 25.4aC 0.0 aA 12.1 75.0b 0.0 aA 6.3B 12.5bC 6.3aB 4.7 25.0b
Oktéber 30.8 bB 11.5A 38.5 bB 0.0 aA 11.9 80.8b 0.0 aA 3.8A 3.8aA 11.5aB 4.4 19.2b
November 16.9 aB 16.6 B 23.7 aB 3.4bA 9.9 61.0a 5.1 bA 5.1A 6.8 aA 22.0 bB 4.8 39.0¢
LSDo.os 13.7 ns 11.2 2.8 13.8 3.7 ns 4.8 6.3 7.6
2015
Szeptember 5.7 aA 17.18B 22.9bB 5.7 aA 10.9 51.4a 2.9aA 17.1¢B 5.7 aA 22.9bC 5.4 48.6b
Oktéber 29.4bB 14.7 A 11.8aA 5.9 aA 11.3 61.8b 17.6cC 5.9 bA 2.9aA 11.8 aAB 5.0 38.2a
November 9.7 aA 16.1AB 12.9 abAB 19.4 bB 9.3 58.1ab 9.7 bB 0.0 aA 12.9 bB 19.4bC 5.4 41.9ab
LSDo.s 11.5 ns 10.8 9.4 10.2 5.0 5.1 4.4 5.8 8.3
Hé 6ssz
Szeptember 17.2aB 18.28B 35.4bC 1.9aA 12.1 72.7 3.7 7.8 6.1b 9.7a ns 27.3
Oktéber 24.2bBC 15.4B 30.9 abC 2.0 aA 11.6 72.5 6.7A 41A 2.3aA 14.4bB 4.5 27.5
November 22.9 abB 14.7 AB 20.4aB 8.3 bA 10.8 66.4 6.4A 5.4A 6.6 bA 15.3 bB 4.8 33.6
LSDo.os 6.9 ns 11.6 4.2 ns ns ns 3.7 4.3 ns
Ev 6ssz
2013 21.0 abB 18.78B 41.8bC 0.7 aA 12.3 82.2b 5.1aB 458 0.0 aA 8.1aB 3.8 17.8a
2014 28.4bC 13.78B 29.1bC 1.1aA 9.3 72.3ab 1.7aA 5.1 AB 7.7 bB 13.3abC 4.3 27.7b
2015 149a 16.0 15.8a 10.3b ns 57.1a 10.1 bA 7.7A 7.2bA 18.0 bB 4.7 42.9¢
LSDo.s 9.2 ns 13.1 4.6 15.7 4.2 ns 3.6 5.3 8.5
Ev és hénap 21.5B 16.1 AB 28.9B 41A 15.6 70.5 5.6A 5.8A 5.0A 13.1B 4.2 29.5

A micéliumos izolatumok 2013-ban gyakoribbak voltak (82,2%), mint 2015-ben (57,1%).
A mintavételi hénapok kozott 2013-ban az M I-lll, S 1l és S IV tipusoknal volt eltérés a
korabbi (szeptember/oktdber) és a késbbbi (november) idépontok kozott; 2014-ben az M
I,MIL,MIV,SI, Sl és SIVtipusoknal; 2015-ben pedigaz M|, M IV és S I-IV tipusoknal (6.
tablazat).

A homérséklet hatasa a micélium novekedésre

A termikus optimum a kék- és fehérbogydju fajtakbdl szarmazdé B. cinerea torzsek
micéliumnovekedése esetében azonos volt, az ANOVA nem jelzett szignifikdns
fajtahatast. A legnagyobb novekedési sebességet 20 °C-on mértik, mig 15 és 25 °C-on
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csokkenést tapasztaltunk (5. tablazat). Eredményeink 6sszhangban allnak Ciliberti és
mtsai (2015) megfigyeléseivel, akik szintén 20 °C-on irtak le maximumot a
micéliumnovekedésben, illetve a fertézési erélyben. A hémérséklet hatdsanak
értelmezéséhez az évjarati kilonbségeket is figyelembe vettik. Damialis és mtsai (2015)
az 1980-as évektdl a 2000-es évekig terjedb idészak atlagos léghémeérsékletei és a B.
cinerea micéliumnovekedési sebessége kozott szignifikans dsszefuggést mutattak ki.
Ezzel 6sszhangban 2013 6szén a napi maximalis hdmeérséklet atlaga 22,7 °C volt,
kozelebb a ~20 °C-os optimalis értékhez, mint 2014-ben (23,1 °C) vagy 2015-ben (24,0
°C). Ez megfelel a 2013-as izolatumok magasabb atlagos micéliumnovekedési
sebességének és a micéliumos morfoldgiai tipusok nagyobb gyakorisaganak.

A polifenoltartalom hatasa a micélium névekedésre

Korabban igazoltak, hogy a fenolos vegylletek gatoljak a B. cinerea novekedését (Koycu
és mtsai, 2014) és ez a kék héju fajtak bogydiban erételjesebb, mint a fehér fajtakban.
Vizsgalatunkban - jollehet a Turan bogydiban a polifenol-tartalom szignifikansan
magasabb (Balga és mtsai, 2014), mint Olaszrizlingben - a B. cinerea
micéliumnovekedési sebességében és morfoldgiai tipuseloszlasaban nem talaltunk
kilonbséget. Mindez arra utal, hogy noha a novényi szovetben (in planta) a
szurkerothadas gatlasa megfigyelhetd, in vitro az izolatumok novekedése és morfologiai
jellemz6i nem kuldonboznek a fehér és a kék héju fajtakbdl szarmazé torzsek kozott.

Kovetkeztetések

Els6ként igazoltuk, hogy a szureti honapok befolyasoljak a B. cinerea micélium
novekedését és morfoldgiai tipusait a nemesrothadas kialakulasa soran, és feltartuk e
tényez6k lehetséges kapcsolatat az lltetvényi el6fordulasaval. Noha korabban mar
leirtak a B. cinerea morfolégiai jellemzdit a Tokaji borvidéken, ezeket nem kapcsoltak
Ossze a szureti honapokkal (Magyar és Bene, 2006). Kimutattuk, hogy a szlreti hdnap
hatasa kifejezettebb a B. cinerea izolatumok morfoldgiai tipusOsszetételére, mint a
micéliumndvekedés Utemeére, ami befolyasolhatja a botritizacié menetét a bogydk korai
és késd Oszi fejlédési szakaszaiban. Eredményeink meger@sitik, hogy az évjarat és a
szureti hénap egyarant hat a nemesrothadas el6fordulasara, kulondsen a
nemesrothadasbdél izolalt B. cinerea torzsek micéliumnovekedési uUtemében és
morfolégiai tipusspektrumaban megfigyelt kilonbségeken keresztul.

5.2.2. A sz6lébogyodk fizikai és kémiai valtozasa a nemesrothadas soran

Az aszubogyé nem rendelkezett egzakt, tudomanyos igényességgel megfogalmazott
definiciéval. Abortorvény? és a Tokaji borvidéki termékleiras® megfogalmazasa empirikus,
nem megalapozott, és a Tokaj-Hegyaljai Albumban kozolt leirasra épll (Szabd, 1867).

22020. évi CLXIII torvény a szélészetrél és boraszatrdl: https://njt.hu/jogszabaly/2020-163-00-00.1
3 https://boraszat.kormany.hu/download/5/01/f2000/TOKAJ_termékleiras_2020%20kn.pdf
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A nemesrothaddas nem kizarélag a B. cinerea tevékenységének kovetkezménye:
mikrobiologiailag diverz folyamat, amelyben a mikrobakdzosségek és a kornyezeti
tényez6k egyuttesen alakitjak a sz6l8bogydk fizikai és kémiai paramétereit. Két, a Tokaji
borvidékre jellemzd fajta — a Furmint és a Harslevell — bogyoit vizsgaltuk kilonbozé
szureti idépontokban (szeptember, oktdber, november), tobb szempontbdl elemezve a
nemesrothadas kialakulasanak feltételeit és lefolyasat.

A sz6l6bogyo fizikai tulajdonsagainak valtozasa

Erésben lévS, majd nemesrothaddsnak induld szélébogydkat gydjtottiink a kordbban
definialt négy érési fazis szerint. A bogyéhéj atszakitasahoz sziikséges er6t (Fsk, mN) és
munkat (Wsk, mlJ) vizsgaltuk; e két fizikai paraméter lefutasa hasonld: a nemesrothadas
elérehaladtaval markansan csokkennek egészen a lll. fazisig, majd a IV. fazisban ismét
emelkednek, Osszhangban az érés-tulérés—-nemesrothadas-toppedés megfigyelt
lefutasaval (13. abra). A Furmint és a Harslevell kozott a két jellemzd (Fsk, Wsk)
dinamikajaban nem volt kiulonbség, ugyanakkor az abszolut értékek szignifikansan
eltértek, ami a fajtak héjkeménységének kulonbségeire utal. A bogydhéj rugalmassagi
tényezéje (Esk, N/mm) és a bogyd keménysége (BH, N) hasonld trendet kovetett, itt a
fajtak kozott nem volt szignifikans eltérés, mig a nemesrothadas fazisai kozott igen.
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13. abra A sz6l6bogyo fizikai véltozéi a nemesrothadas folyamata soran, fazisok (1-4), mintagydjtési hénapok
(szeptember-november) és szélbfajtak (Furmint és Harslevell) szerint.

Avizsgéalatok soran a rugalmassagi tényezo értékei kdzott hirtelen fellép6 csdkkenést az |
és |l fazis kozott E-drop pontnak neveztik el, amely megmutathatja, hogy mely az a
szabad szemmel még nem lathatd, de vizsgalatokkal precizen kimutathatd pont, amikor
a sz6lébogydban mar érzékelhetdk a mikrobialis eredetl valtozasok, azaz lehetéség
nyilhat a botritizalédasi folyamat elindulasanak nagyon korai felismerésére.

A vizsgalt paraméterek alapjan a sz6lébogyok héja a nemesrothadas soran egyre
vékonyabbd, kevésbé rugalmassa és konnyebben atszakithatéva valik a bogydéhéj
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sejtjeiben 1évo celluldéz mikrobidlis lebontasaval (Doumouya és mtsai, 2014). E csokkend
tendencia aldl egyeduli kivételt a Furmint képviseli: a lll. és IV. fazis kozott a mért értékek
novekedése figyelhetd meg, ami valdszinlleg az intenziv toppedés okozta kiszaradas
kovetkezménye. Eredményeink arra utalnak, hogy a bogyohéj fizikai paramétereit
els6sorban a nemesrothadas stadiuma hatarozza meg, a sz6l6fajta hatasa mérsékelt,
mig a szlreti id6pont nem mutatott kimutathatd befolyast a héj deformacids
tulajdonsagaira. Ennek megfeleléen a korabban szemrevételezés alapjan leirt [-IV.
botritizacids fazisok texturalis valtozékkal jol elkulonitheték, és az E-dropként azonositott
elérejelzé pont a nemesrothadas (vagy mas bogyobetegségek) indulasanak pontosabb
meghatarozasaban adhat tampontot.

A sz6lébogyé kémiai tulajdonsagainak valtozasa

A vizsgalt kémiai valtozok joval dsszetettebb képet adnak a nemesrothadas menetérél,
mint a fizikai paraméterek. A folyamat IV. fazisa felé — és természetesen a késébbi
szuretid6pontok iranyaba - haladva mindkét széléfajtanal folyamatosan né a
cukortartalom, ezt a dinamikat a pH alakulasais koveti (15. dbra). Alacsonyabb pH mellett
az aszubor erjedése egyenletesebb, az érlelés soran kevésbé oxidaldédik, az aromak
frissebbek maradnak. A Furmint kedvez6bb paraméterei a fajta jobb alkalmazhatésagat
jelzik az aszubor-készitésben. A pH a savtartalommal ellentétesen valtozik: a savtartalom
csokkenésével a pH emelkedik. Eredményeink szerint a pH-t elsédlegesen a szlret
id6épontja és a szbl6fajta befolyasolja, a nemesrothadas fazisai onmagukban nem
hatarozzak meg; ez 6sszhangban van azzal, hogy a fajta kulcsszerepet jatszik a kialakuld
savOsszetételben (Kiss és Sass-Kiss, 2005). A titralhato savak mennyisége a mintagydjtési
hénapok elérehaladtaval minden fazisban csokken (I-ll. fazis), ugyanakkor a folyamat
végen (llI-1V. fazis) ismét novekszik, ami a magas cukortartalom mellett is biztositja az
aszuborokra jellemz6 harmonikus izérzetet.
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14. abra A sz6l6bogyo fizikai véltozéi a nemesrothadas folyamata soran, i fazisok (1-4), mintagydjtési hdnapok
(szeptember-november) és széléfajtak (Furmint és Harsleveld) szerint.

Azonos fazisokba tartozé bogydk kézott a cukortartalom a szuret késéi szakaszaban —
kiléondsen a lll. és IV. fazisban - éri el a legmagasabb értékeket, ami arra utal, hogy a
legjobb min6ségli asziszemek begyljtése oktdberben vagy novemberben a

70



legvaldszinlbb. A nemesrothadas szempontjabél tehat az tekinthetd optimalisnak, ha az
I. fazisu, egészséges bogyok oktdberben kezdenek aszusodni, és novemberre mar olyan
magas cukortartalommal és kiegyensulyozott savszerkezettel rendelkeznek, hogy IV.
fazisu aszuszemekké valjanak. Eredményeink alatamasztjak a minéségorientalt boraszati
gyakorlatot: a magas cukortartalom o6nmagaban nem elegend6, a savtartalom
kiegyensulyozottsaga elengedhetetlen a kiemelkedd min&ségl aszubor eléallitasahoz.

Az aszubogyé fizikai-kémiai-mikrobiologiai valtozéi és a nemesrothadas

Tobbvaltozos statisztikai elemzésekkel vizsgaltuk a nemesrothadas fazisait (I-IV.), a
szureti idépontokat és a szlléfajtakat (Furmint, Harslevell). A mintakategoériak
szétvalasztasanak eredményei (16. abra) arra utalnak, hogy a fazisok a mért valtozéok
alapjan jol elkilonulnek: az elsdé harom teljesen elvalik egymastol, mig a IV. fazis kisebb
atfedést mutat a lll. fazissal. Tovabbi eredményeink szerint a mintak sem a szureti
idépont, sem a sz6léfajta alapjan nem kilonulnek el. Ezt az NMDS (nem metrikus
tobbdimenzids skalazas) analizis is megerfsitette, amely szintén a négy fazis
elkulonulését tamasztotta ala.
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15. abra Az elsé két fékomponens alapjan abrazolt mintéak csoportosulasa a négy fizikai paraméter (Fsk, Esk, Wsk,
Esk), harom analitikai paraméter (cukortartalom, titralhato savtartalom, pH) és a gomba kézbsségek eloszlasa alapjan.
A szinnel jeldlt csoportositas

A f6komponens-analizis alapjan a mintak nem valtak szét sem a mintagy(ijtés idépontja,
sem a sz6l6fajta szerint, ugyanakkor a PERMANOVA-analizis ravilagitott, hogy a szureti
idépont szignifikansan befolyasolja a fizikai valtozokat és a gombakdzdsség sokféleségét,
mig a sz6l6fajta szignifikans hatast gyakorol a jelenlévé gombakdzdsség sokféleségére. A
gombakozosségek szerkezete jol kovetheté a nemesrothadas fazisai és a sz6léfajtak
kozottis.

71



7. tablazat A nemesrothadas fazisaival, a sziretid6pontokkal és a sz6lbfajtakkal korrelalo variancia (%) eloszlasa a
vizsgalt valtozok esetén a permANOVA elemzések alapjan

Nemesrothadas fazisai Sziretidépont Szé6l6fajta
Valtozok Var. (%) p Var. (%) p Var. (%) p
Textura paraméter 57 0.001 31 0.001 12 0.057
Kémiai paraméter 72 0.001 11 0.12 0 0.835
Gomba kdzosség 21 0.031 22 0.014 25 0.014

A sz8l6bogydkon jelen lévé gombakozosség dsszetételének értékelése azt mutatta, hogy
a nemesrothadas folyamata szignifikans hatast fejt ki a kozosségi 0sszetételre, és tovabbi
jellemzéket is elére jelezhet, példaul a bogydk fizikai és kémiai valtozasait (Letaief és
mtsai, 2008a). A vizsgalt fajtakon azonositott gombak sokféleségében és dsszetételében
megfigyelt kulonbségek 6sszhangban vannak korabbi eredményekkel, amelyek szerint a
sz6l6fajta hat a bogydk feluletén kialakuld diverzitasra (Martins és mtsai, 2012; Bokulich
és mtsai, 2013). A kés6bbi szlireti idépontokban észlelt, valtozatosabb gombakozosség-
Osszetétel magyarazhaté a hlivosebb, paradus 6szi mikroklimaval, amely altaldnosan
kedvez a szaporodasuknak.

Kovetkeztetések

Eredményeink egyértelmden jelzik, hogy a botritizacidé stadiuma a sz6lébogyod fizikai
allapotanak elsédleges meghatarozéja: a héj texturdlis mutatdéi az I-lll. fazisban
kovetkezetesen csokkennek, majd a IV. fazisban - a toppedés és dehidratacio
kovetkeztében — részben visszarendez6dnek. Az I-ll. fazishatarnal azonositott ,E-drop” a
mikrobialis eredet(i sejtfalbomlas korai, makrotunetek el6tti objektiv jelzbje, igy a
botritizacié indulasédnak el6rejelzésére alkalmas dontéstamogatd kuszobként
értelmezhetd. A tobbvaltozés elemzések a fazisok robusztus elkulénilését tamasztjak
ala, mikozben a fajta és a szureti idépont a fizikai jellemzbkre csak mérsékelten hat;
ugyanakkor ezek — kiilonosen a fajta — a gombakozosség Osszetételét és diverzitasat
szignifikansan befolyasoljak, amely kozosségi mintazatok a fizikai-kémiai valtozasok
elérejelzésére is hasznalhatok.

A kémiai paraméterek mintazata megerésiti, hogy a kiemelked6 asziumindség feltétele
nem a magas cukortartalom 6nmagaban, hanem a cukor-sav egyensuly. A pH
emelkedését ellensulyozd, a llI-IV. fazisban tapasztalt savtartalom-visszandvekedés
kulcsfontossagu az érzékszervi harmoénidhoz. Technolégiai szempontbdl a Furmint
kedvez6bb kémiai profilja az aszibor-készitésre alkalmasabba teszi, mig az optimalis
szlureti stratégia az oktdberben indulé nemesrothadast és a novemberre kialakulo IV.
fazisu aszuszemeket célozza, amikor a magas cukorfok kiegyensulyozott savszerkezettel
tarsul. A gyakorlatba Ultetheté kovetkeztetés szerint az E-drop terepi/gyorsmeérési
alkalmazasa, valamint a cukor, pH és titralhaté sav integralt monitorozasa
megalapozottabb szuretid6zitést és konzisztens minéséget tesz lehetvé.
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5.2.3. A B. cinerea génexpresszios profiljanak valtozasa a nemesrothadas
soran

Metatranszkriptomikai megkozelitéssel vizsgaltuk a B. cinerea génexpresszios profiljanak
valtozasat egészséges bogyokbol, valamint a Tokaji borvidéken harom &6szi szureti
idépontban gyljtott, a nemesrothadas négy fejlédési fazisat reprezentald mintakbol. A B.
cinerea szerepének feltardasahoz — a nemesrothadas soran végbemend, elsésorban
szoveti, kisebb mértékben biokémiai valtozasok Osszefliggésében - differencialis
génexpresszid-analizist, Utvonal-gazdagodasi vizsgalatokat és sllyozott
génkoexpresszidés haldzat-elemzést (WGCNA) végeztink. A nemesrothadas teljes
folyamatanak jobb megértése érdekében az RNS-adatokat a B. cinerea
referenciagenomjahoz illesztve elemeztiik.

A nemesrothadas fazisai

A B. cinerea transzkriptumainak mennyiségi eloszldsa és transzkriptum-gazdagsaga
szignifikans novekedést mutatott az |. fazis (egészséges bogyok) és a nemesrothadas
tovabbi fazisai (Il., lll., IV.) kozott, ugyanakkor a Il.-IV. fazisok egymashoz viszonyitva nem
kilonboztek szignifikansan. A transzkriptumok mennyisége és gazdagsaga a mintavételi
hénapok szerint sem mutatott szignifikans eltérést (16. abra).

Az NMDS (nem-metrikus tobbdimenzidés skalazas) ordinaciés eredményei markans
elkilonulést jeleztek a nemesrothadas fazisai kdzott, mig a szlreti idépontok kisebb
hatassal birtak a mintak kozotti variabilitasra; ezt a PERMANOVA is alatdmasztotta.

Rsq=0,26; p<0,001
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16. abra Nem-metrikus tobbdimenzios skalazas (NMDS) eredményei a szeptember—-oktdber-novemberi mintak
alapjan a B. cinerea kifejez6dott funkcionalis génjeinek elemzésére a nemesrothadas egyes fazisaiban

Az aszisodas soran expresszalt B. cinerea gének koexpresszios halézata

A nemesrothadas folyamatdnak jobb megismerését segiti az expresszalt B. cinerea-
génekbdl felépulé koexpresszids haldzat vizsgalata, Osszevetve a bogydk texturalis
paramétereivel. A haldzat bels6 szerkezetének feltarasahoz sulyozott gén-koexpresszids
halozatelemzést (WGCNA, Weighted Gene Co-expression Network Analysis) végeztunk,
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amelyben a funkcionalis gének egylttes kifejez6dését modulokba

rendeztuk. A

klaszterezés 13 kilonbozd, egyenként tobb mint 100 tagu koexpressziés modult
azonositott (17. abra).
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A modulok koézul a turquoise, blue brown és red modulok mutattak a legjelentésebb
negativ korrelaciot a textura paraméterekkel, amint azt a 17. dbra un. ,,h6térképes” része

mutatja.

én expresszio
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18. abra A B. cinerea génexpresszios halézatban meghatarozott NRCM modulok fentrél lefelé, jobbrol balra, rendre:
pink, brown, turquoise, green, blue, yellow és red. A fliggéleges vonalak a mintavételi hdnapokat valasztjak el
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A blue, brown, green, pink, red, yellow és turquoise modulok NRCM (Noble Rot Connected
Modules) modulok, melyeknek sajatgén-expressziés profilja egyértelm( 6sszefliggést
mutatott a nemesrothadasi fazisokkal vagy a mintagy(jtési hénapokkal (18. dbra), mig a
fennmaradd hat modul profilja ettél elkilondalt.

A 17. abra bal felsé részén lathatd hierarchikus klaszterfa génkorrelacié alapjan készult,
alatta a funkcionalis gének 13 modulja talalhato. A texturalis paraméterekhez tartozo
piros savok szignifikans (p < 0,05) korrelaciét jeleznek a funkcionalis génekkel. Az abra
jobb oldali hétérképén a 13 modul sajatgénje és a kulonbozd texturalis paraméterek
kozotti korrelacio lathaté. A kordiagramok a differencialis génexpresszidos eredményeket
szemléltetik, vagyis azt, hogy a szomszédos fazisok kozott fel- vagy leszabalyozott
funkcionalis gének milyen aranyban oszlanak meg az egyes NRCM-modulok kozott.

Az NRCM-modulok sajatgén-expresszids szintjeit ANOVA-val és Tukey HSD-teszttel
elemeztuk, és meghataroztuk, mely fazisok vagy mintagyljtési honapok kozott
emelkedett vagy csokkent szignifikdansan ez az érték. A valtozasok a modulba tartozé
gének Osszviselkedését irjak le, ezért az érintett mintatipus-parokat differencialis
génexpresszids és génontoldgiai modszerekkel is 0sszevetettik. A19. dbran a sajatgén-
expresszio szignifikans novekedéseit és csokkenéseit a dobozok folotti piros nyilak jelolik.
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19. abra A modulokhoz tartozd sajatgének abundancia értékeinek eloszlasa az aszusodasi-fazisok (balra) és a
mintavételi idépontok (jobbra) kézott az NRCM modulok tekintetében egyiranyi ANOVA-modellek alkalmazasaval
Piros nyilak jelzik a szomszédos fazisok névekedését vagy csdokkenését.

A B. cinerea gének differencialis expresszios tulajdonsagainak elemzése

A nemesrothadéas kulonbdzd fazisai kozott 6sszesen 8089 olyan gént azonositottunk,
amelyek legalabb egy fazisparban szignifikansan eltér6é abundanciaval fejezédtek ki. Az 1.
és ll. fazis kozott 1094 gén mutatott eltérd kifejez6dést; ezek a gének a ll. és lll. fazis kozott
nem valtoztak, viszont a Il. és IV. fazis kozott lefelé szabalyozédtak. Ezen felll az I. és Il.
fazis kozott 440 olyan differencialisan expresszalt gént talaltunk, amelyek a tovabbi
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fazisparokban nem mutattak szignifikans kilonbséget. A ll. és Ill., illetve a lll. és IV. fazis
kozott rendre 319 és 870 egyedi, felfelé szabalyozott gént azonositottunk. Tovabbi 2932
gén kizarolag a lll. és IV. fazis kozott szabalyozédott lefelé. A nemesrothadas korai
szakaszaban (ll.-lll. fazis) 1126 gén esetében észleltlink lefelé szabalyozédast, emellett
344 gén a korai szakaszokban lefelé, az utolsd szakaszban viszont felfelé szabalyozott
mintazatot mutatott.

Génontolégia és a metabolikus Utvonalak feldusulasa

Az NRCM-modulok (Noble Rot Connected Modules) jelentdés fazisatmeneteiben
kovetkezetesen tartunk fel dusulé génkészleteket és utvonalakat, fé6ként a szénhidrat- és
fehérje-anyagcseréhez  kapcsoldéddéan, amelyek  kulcsszerepet jatszanak a
nemesrothadas soran. A brown modul l.-ll. fazisban felfelé szabalyozott génjei kozul tobb
a szén-anyagcseréhez, a fruktéz- és manndz-anyagcseréhez, a glikolizishez és a
butanoat-anyagcseréhez kapcsolédott. A red modulban az |.-ll. fazisban felfelé
szabalyozott gének kifejezett dusulast mutattak a keményit6- és szachardz-
anyagcserében. A turquoise modul I.-ll. fazisban felfelé szabalyozott génjei a galaktoz-
anyagcserében, a glikolizisben, az egyéb glikan-anyagcserében, valamint a keményit6- és
szachardz-anyagcserében dusultak. A folyamat végéhez kozeledve (lIl.-IV. fazis) a szén-
anyagcsere ismét dusult: a green modulban a felfelé szabalyozott gének a szén-
anyagcseréhez és a glikolizishez, a pink modulban pedig a szén- és a piruvat-
anyagcseréhez tartoztak.

A green modulban tobb, fehérje-anyagcseréhez kapcsoldédd Utvonal is dusult (alanin- és
aszpartat-, béta-alanin-, cisztein- és metionin-, valamint glicin-, szerin- és treonin-
anyagcsere), amelyek a nemesrothadas késébbi, Ill.-IV. fazisaiban valtak hangsulyossa.
A szénhidrat- és fehérje-anyagcserén tul szadmos modulban azonositottunk masodlagos
metabolitok képzddéséhez kotddod utvonalakat is, amelyek az aromaképzédésben és az
antimikrobidlis hatdsokban egyarant szerepet jatszhatnak. Osszességében a
nemesrothadéas szoveti és biokémiai valtozasai jol koralirhaté génmodulokon keresztul
zajlanak, aktivacidjuk pedig 6sszhangban all a bogydk texturalis tulajdonsagainak
alakulasaval.

A B. cinerea funkcionalis génjeinek expressziés dinamikaja

A B. cinerea funkcionalis génatiratainak mennyisége és gazdagsaga az |. > Il. fazis
atmenetben szignifikdnsan megn6tt, ezt kovetéen azonban nem valtozott szamottevden.
Ez arra utal, hogy a nemesrothadas kezdetén kifejezett fizioldgiai valtas torténik, amelyet
a metabolikus aktivitds er6teljes megugrasa jellemez. A funkciondlis génkészlet
egészségesr6l nemesrothadt bogydkra torténé novekedése Osszhangban all a szlret
utani, mesterséges fertézést vizsgalé tanulmanyokkal (Lovato és mtsai, 2019).
Vizsgalataink ugyanakkor aztis kimutattak, hogy a kifejezett funkcionalis gének szamanak
emelkedése mar a folyamat legkordbbi szakaszaban bekovetkezik. A korai fazisban
észlelt, széles kor(i felszabalyozottsag megerdsiti, a B. cinerea az érett, de egészséges
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bogydkban tobbnyire inaktiv, a nemesrothadas elinduldsakor azonban - feltehetéen
kornyezeti jelzésekre reagalva — gyorsan aktivaloédik. Ennek része a proliferaciohoz,
valamint a sz6lé sejtszint( strukturait moédositd folyamatokhoz kapcsolédd gének
expresszidja, amelyek kozvetve a bogydhéj lebomlasat is eldidézik (Hegyi-Kalé és mtsai,
2020). A nemesrothadas génexpresszids profilja a vizsgalt hénapokban 6sszességében
stabilnak bizonyult, amit az NMDS-eredmények is alatamasztanak, az 6sszes honapot
egyltt értékelve a ll., lll. és IV. fazis egyértelm(ien elkilonilt, ami elézetes feltevéseinket
megerdsiti és gyakorlati tampontot ad a boraszati dontésekhez.

Kovetkeztetések

Eredményeink atfogd képet adnak a B. cinerea szerepérél a nemesrothadds négy egymast
kovet6 fazisaban, kulonos tekintettel a bogydk texturalis és transzkriptomikai
valtozasaira. A kifejez8dési mintazat fazisonként jol kovethetd, és a mintagydjtés honapja
csak csekély mértékben befolyasolja. A sulyozott gén-koexpresszids haldézatelemzés
(WGCNA) soran feltart modulok tobbsége a fehérje- és szénhidrat-anyagcseréhez kotédé
utvonalakban dusult, kiemelve ezek szerepét a bogyd szerkezeti integritdsanak
alakitasaban. A modulok — amelyek sajatgén-kifejez6dési profilja 6sszefliggést mutat a
nemesrothadasi fazisokkal — arra utalnak, hogy a B. cinerea els6dlegesen a korai
szakaszokban (l.-11.) jarul hozza a texturalis valtozasokhoz, mivel a szénhidratbontashoz
kapcsoldodo dusult dtvonalak dontéen ekkor aktivak. Azonositottunk tovabba olyan B.
cinerea géneket, amelyek a kornyezetben torténd dominanciat erdsithetik — példaul a
szulfathasznositas és antimikrobialis vegylletek termelése révén —, ami a faj dkologiai
sikerességéhez és a mikrobidlis versengésben betdltott szerepéhez is hozzajarulhat.

5.2.4. A gombakozosség szerepe az aszubogyé aroma profiljanak
kialakulasaban

A nemesrothadashoz és a botritiszes borok aromaprofiljanak kialakulasahoz a B. cinerea
mellett mas fonalas gombak is hozzajarulhatnak. Vizsgalataink célja az volt, hogy
metatranszkriptomikai adatelemzések, valamint kapcsoldédd statisztikai és dusulasi
vizsgalatok segitségével tisztazzuk e gombak szerepét az aromaprofil formalasaban.
Ennek érdekében a legfontosabb biokémiai Utvonalakat és génfunkcidkat értékeltik.
Az |.—-IV. fazisokbdl szarmazd mintakban azonositottuk a vizsgalatra kivalasztott négy
gombanemzetség (Alternaria, Aureobasidium, Epicoccum, Rhodotorula) génjeit, és
referenciagenomjaikhoz annotaltuk dket.

A vizsgalt mikroorganizmusok fejlédési dinamikaja

Valamennyi vizsgalt fonalas gomba és éleszté esetében szignifikdns novekedést
tapasztaltunk a fazisok elérehaladtaval, mikozben a mintagy(jtés hénapja egyik fajnal
sem befolyasolta a gének elé6fordulasi gyakorisagat. A fonalas gombéaknal kilonosen az l.
és Il. fazis kozotti emelkedés volt kifejezett; a lll.-IV. fazisban mind a fonalas gombak,
mind az élesztbk esetében a novekedés Uteme meghataroz6 maradt.
Az Ot vizsgalt nemzetség (Alternaria, Aureobasidium, Botrytis, Epicoccum, Rhodotorula)

77



génexpresszios eloszldsai az ordinaciés térben nemzetségenként szignifikansan
elkulonultek. C)sszhangban a varianciaanalizis eredményeivel, az ordinaciés abrakon is
az latszik, hogy a szlret id6pontja joval kisebb mértékben befolyasolta a mintak
elkulonulését, mint a fazis (20. abra). Az ANOVA-val konzisztensen az is megfigyelhetd,
hogy a nemesrothadas elérehaladasa minden faj génexpresszids profiljat jol elvalasztja,
mig a szureti id6pont hatdsa mérsékeltebb.

Alternaria Rsq=0.3615, p <0.001 Aureobasidium Rrsq=0.4679, p <0.001
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20. abra A vizsgalt nem Botrytis nemzetségek NMDS ordinaciés abrédja. A szinek a nemesrothadasi fazisokat (1, I, I, 1V)
az alakzatok a mintavételi hdnapokat (S — szeptember, O — oktéber, N - november) jeldlik

Sulyozott génkoexpresszids halozatelemzés

A sulyozott gén-koexpresszidos haldzatelemzéssel (Weighted Gene Co-Expression
Analysis, WGCNA) tiz g¢nmodul-klasztert azonositottunk (21. abra).

Klaszter dendrogram

1.0

x
]

Hierarchikus szint

o
=

Klaszter
szinek

Alternaria

Aureobasidium

Botrytis

Epicoccum

Rhodotorula l

21. abra A vizsgalt fajok genomjahoz annotalt gének WGCNA klaszter dendrogramja. A klaszterek szinei a dendrogram
alatt vannak feltlintetve, a szvegben erre a klaszterezésre a szin megnevezése utan irt 2-es szammal hivatkozunk (pl:
blue2). Az egyes nemzetségeknél azonositott géneket sziirke vonalak jelzik.
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A megkllonboztethetéség érdekében ebben az elemzésben a modulok neveit ,2”
végzddéssel jeloljuk (pl. blue2), igy a B. cinerea esetében azonositott génklaszterek
elktlonithetdék a kombinalt elemzésben feltart klaszterektél. A létrehozott koexpresszids
modulok kozul a turquoise2, blue2, brown2 és yellow2 a nemesrothadashoz
csatlakoztathaté modulok (Noble Rot Connected Modules, NRCM): sajatgén-kifejez6dési
profiljuk a nemesrothadasi fazisok mintazataval parhuzamos lefutast mutat. Ezzel
szemben a black2, red2, magenta2, green2, pink2 és purple2 modulok sajatgén-
kifejez6dési  profilja Osszefliggésbe a
A vizsgalt fajokhoz tartoz6 NRCM-génkészletek kozul a turquoise2 és a yellow2 modul

nem hozhato nemesrothadassal.
hasonlé expresszids gyakorisagi mintazatot jelez (8. tablazat), ezért ezekre fokuszaltuk a

tovabbi értékelést.
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22. abra A kilénb6z6 génexpresszios modulok faziseloszlasa

A turquoise2 modul sajatgénjeinek ANOVA-elemzése alapjan a négy fazis kozott
emelkedd trend volt megfigyelhetd, de szignifikans kiilonbség csak a lll. és IV. fazis kozott
jelentkezett. A yellow2 modulban az I. és Il. fazis kozott szignifikdns csokkenés, majd
tovabbi csokkenés a lll. fazisig, végul emelkedés volt kimutathato a IV. fazisig (22. abra).

8. tablazat Az egyes WGCNA-modulok kifejezett génjeinek megoszlasa a megfigyelt nemzetségek kdzott.

Modul Alternaria Aureobasidium Botrytis Epicoccum Rhodotorula
red2 1 0 520 0 1
purple2 22 7 42 25 57
pink2 0 0 452 0 0
magenta2 437 2 3 1 0
black2 1 0 484 0 0
turquoise2 3191 9914 1013 888 279
green2 14 1 592 1 0
blue2 4 0 2660 4 4
brown2 0 0 2148 1 2
yellow2 22 40 682 6 4
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Differencialis génexpresszids és utvonal feldusulas elemzések

A nemesrothadds négy fazisanak vizsgalata soran 1765, 348, 1599, illetve 293
differencialisan expresszalt gént azonositottunk az A. alternata, E. nigrum fonalas
gombak, valamint az A. pullulans és R. graminis éleszt6k esetében. Mivel a folyamatot
dontben a B. cinerea hatarozza meg, ennél a fajnal lényegesen nagyobb szamu, 6sszesen
11 246 differencialisan expresszalt gén kerllt azonositasra. A fazisok kozotti differencialis
expresszio alapjan olyan gének is feltarhaték voltak, amelyek kizarélag egy adott fazisban
mutattak fel- vagy le-szabalyozottsagot, illetve olyanok is, amelyek tobb fazisban
kozosek. A hénapok szerinti differencialis expresszid vizsgalata azt mutatta, hogy a
kizarélag novemberben fel- vagy le-szabalyozott gének aranya volt a legmagasabb a
hénapokra jellemz&en egyedi expressziét mutatéd gének kozott.

A turquoise modulban A. alternata, B. cinerea, E. nigrum, A. pullulans és R. graminis
esetében is tobb gazdagon reprezentalt Utvonalat azonositottunk. Ezek k6zott szamos
olyan talalhatd, amely enzimeket kddol a bor stabilitasahoz és minéségéhez hozzajaruléd
vegyuletek szintézisében, illetve az aromas komponensek kialakulasahoz sziikséges
elévegylletek képzésében, kiilonds tekintettel az aminosav-anyagcserére (Callejon és
mtsai, 2010), a szénhidrat-anyagcserére (Han és mtsai, 2020), valamint a lipidek és a
szekunder metabolitok szintézisére. A B. cinerea kivételével — amelynél csak egy
szekunder metabolit Utvonalat azonositottunk — az aminosav-anyagcseréhez kapcsolédé
Utvonalak voltak a leggyakoribbak: A. alternata esetében 11, E. nigrum esetében 14, A.
pullulans esetében 6, mig R. graminis esetében 4 ilyen Utvonalat talaltunk. Ezt kovették a
szénhidrat-anyagcsere utvonalai (a fenti sorrendben: 4, 9, 5 és 6 utvonal). A szekunder
metabolit utvonalak kozul A. alternata esetében 4, E. nigrum esetében 3, A. pullulans
esetében 2, R. graminis esetében pedig 1 uUtvonal kerult azonositasra. Az itt feltart
utvonalakbdél kiemeltik azokat a géneket, amelyek a bor érzékszervi és minéségi
paramétereinek alakulasaban jatszanak szerepet; tovabba a WGCNA altal képzett
modulokbdl kivontuk a funkcionalisan hasonld, és szintén dusult Utvonalakhoz tartozo
koézponti (hub) géneket.

A nemesrothadashoz tarsulé fonalas és éleszt6gombak szerepe

Vizsgalataink Uj megvilagitasba helyezik a nemesrothadashoz tarsulé fonalas és
élesztégombak szerepét, mivel funkcionalis génexpresszios profiljaik érdemi valtozast
mutatnak a nemesrothadas fazisai és a hdénapok szerint. Mindkét csoportnal a
transzkriptum-abundancia a folyamat el6érehaladtaval novekszik, ami ellentmond a
korabbi adatoknak, amelyek szerint a fonalasgombak féként a korai, az éleszt6k pedig
inkabb a kés6i szakaszokban dominalnak (Li és mtsai, 2021). Atapasztalt novekedés nagy
valoszinlUséggel a funkciondlis hozzajarulas er6sodését tukrozi, kilondsen az aromak és
aromakapcsolt prekurzorok szintézisében. Ezt kvantitativ modon is alatamasztja a
WGCNA altal képzett turquoise modul expresszidjanak szignifikdns emelkedése a lll. és
IV. fazis kozott, valamint az, hogy valamennyi vizsgalt fonalas és élesztd esetében a IV.
fazisban jelent meg a legtobb egyedileg felregulalt gén.
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A nem B. cinerea eredetl fonalas és éleszt6gombaknal tobb, az aroma-képzédésben
részt vevd enzim azonositasa arra utal, hogy e fajok ebben a tekintetben érdemi szerepet
tolthetnek be. Noha a B. cinerea valamennyi fazisban dominans, f6 funkcionalis
hozzajarulasa els6sorban a bogyéhéj szerkezeti mddosulasaihoz kothetd§ a korai
szakaszokban (l.-ll.), 6sszhangban korabbi megfigyeléseinkkel (Hegyi és mtsai, 2022). A
hénapok hatasa a fonalas és élesztégombak expresszids profiljara statisztikailag nem
bizonyult szignifikdnsnak, ami egybevag a B. cinerea funkcionalis génexpresszidjanal
harom hdénap soran kapott eredményekkel.

Az aromakapcsolt enzimrendszerek azonositasa

Az aromakapcsolt aminosav-anyagcserében szerepld azonositott enzimek tulnyomd
része aminosav-bioszintézishez kotédik (kéztik aromas aminosavakhoz és aminosav-
szarmazék-konjugatumokhoz). Ezek a vegyuletek tovabbi lebomlasa vagy metabolikus
modosulasa kozvetlenul 6sszefugg aromaanyagok keletkezésével (Ardd, 2006). Az E.
nigrum esetében egy pentafunkciés AROM-komplexet azonositottunk, amely az aromas
aminosavak bioszintézisében vesz részt (Verasztd és mtsai, 2020), mig az A. pullulans
esetében egy aromas aminosav-transzferdz volt kimutathatdé, amely az aromas
aminosavak transzaminalasat katalizalia a megfelelé6 alfa-ketosavak iranyaba.
Kiemelendé tovabba az A. alternata-bol azonositott tirozin-fenil-piruvat
aminotranszferaz, valamint az A. pullulans-bél szarmazd aszpartat-aminotranszferaz,
amelyek rendre a fenilalanin- és a tirozin-bioszintézisben jatszanak szerepet. A fenilalanin
a viragos ténusu 2-fenilacetat és a fenilpropanoidok eléanyaga; utébbi csoportban az A.
alternata altal termelt cinnamil-alkohol-dehidrogenaz koézremUkodésével képz6dd
cinnamaldehid édes, cseresznyeszeri aromat ad (Burdock, 2016). A tirozin lebontasa
soran kellemes (pl. viragos), illetve kellemetlen (pl. ,kémiai”) aromak egyarant
keletkezhetnek (Ardd, 2006). Tovabbi emlitésre mélté enzimek a 3-izopropil-malat-
dehidrogenaz és a szakkaropin-dehidrogenaz (A. pullulans), amelyek a leucin, illetve a
lizin bioszintézisében vesznek részt. A szakkaropin-dehidrogenaz 2-oxoglutaratot képez,
amely a bor egyik f6 karbonilvegyulete (Herzan és mtsai, 2020).

Az A. pullulans és az E. nigrum génexpresszids profiljaban kimutathaté volt a glutation-
hidrolaz és a laktolilglutation-liaz; elébbi a 3-merkaptophexan-1-ol trépusi, citrusos
aromajahoz, utébbi pedig a metil-butanal mérsékelten ,amilos” (bananos) illatahoz jarul
hozza (Howell és mtsai, 2006). Az A. pullulans esetében antranilat-szintazt is
azonositottunk, amely az antranilat-anyagcserében vesz részt és a metil-antranilat
képzbédését segiti, amely jellegzetes narancsvirag-illatot hoz létre a bor aromaprofiljaban
(Lin és mtsai, 2019).

A lipidanyagcseréhez kapcsolédd enzimek — a nitrogén-anyagcseréhez hasonléan -
aromaeléanyagok (zsirsavak, észterek, szterolok) szintézisében vesznek részt. Az A.
pullulans esetében kimutathatd a tiol-észter dehidrataz-izomeraz és a pantoténsav-kinaz
(észterképzés), valamint a karbonsav-észter-hidrolaz (észterlebontas) (Pérez-Jiménez és
mtsai, 2019). Az A. alternata és A. pullulans fajokban azonositott mevalonat-kinaz a
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szterol- és terpénszintézisben mukodik (Wedler és mtsai, 2015), az A. pullulans pedig
tovabbi terpénszintézis-enzimekkel — példaul geranil-difoszfat-szintazzal - is rendelkezik.
Tekintettel arra, hogy a terpének a boraroma fontos illékony komponensei (Parliment és
Croteau, 1986), kulon jelentés az ERG20 farnezil-difoszfat-szintaz, amely A. pullulans-
ban a borsos jellegl rotundon képzédéséhez kapcsolhaté (Siebert és mtsai, 2008)

A szénhidrat-anyagcseréhez tartozé enzimek kozll tobb is aromaeléanyagok képzésében
jatszik szerepet. Az A. pullulans esetében glukozid-hidrolazt, piruvat-dekarboxilazt,
piruvat-dehidrogenazt és prefenat-dehidratazt azonositottunk, E. nigrum esetében pedig
foszfoglikomutazt. A glikozid-hidrolaz ,rezerv” aromavegylleteket képez, a piruvat-
dehidrogenaz és a piruvat-dekarboxilaz ecetsavat, illetve acetaldehidet allit el6 (az utdbbi
a bor aldehidtartalmanak akar 90%-at adhatja, és gyumolcsos aromat kolcsonoz)
(Neuser és mtsai, 2000). A prefenat-dehidrataz a 2-feniletanol viragos, mézes illatahoz
jarul hozza. A foszfoglukomutdaz a hexdéz-anyagcsere kulcslépését katalizalja, amely
illékony aromak eléallitasahoz vezethet (Reiter és mtsai, 2021). Ugyanakkor ezeknek a
vegyuleteknek a tulzott felhalmozddasa kedvezbtlen, ecetes jegyeket is eredményezhet.

A szénhidrat-anyagcseréhez kapcsolédé aromaképz6 enzimek kozil tobb a citrat-
anyagcserében és a malolaktikus erjedésben is részt vesz, hozzajarulva a diacetil és
szarmazékai képz6déséhez (vajas aroma) (Bartowsky és Henschke, 2004). Az organikus
savak és karbonsavak anyagcseréje a bor sav-bazis egyensulyat, pH-jat,
alkoholtartalmat, szinét és stabilitasat is befolyasolja (Vicente és mtsai, 2022), tovdbba
antioxidans tulajdonsagai révén hat az aromakomponensek oxidacios veszteségére
(Kamzolova és Morgunov, 2021).

Az A. pullulans-bol tobb, glutation-anyagcseréhez és antioxidans tulajdonsagokhoz
kapcsolddo enzim kerult azonositasra, koztlik a glutation-bioszintézis kulcslépését végzo
glutamat-cisztein ligdz, a metilglioxal detoxikacidjat segité glioxalaz Il és a glutation-
katabolizmusban részt vevd6 gamma-glutamil-ciklotranszferaz. A glutation antioxidans
hatasa alapvetd a bor stabilitasa és aromameglrzése szempontjabodl képes mérsékelni
tobb illékony vegyllet (pl. izoamil-acetat, linalool) csokkenését (Papadopoulou és
Roussis, 2008). Glutation-konjugatumok és lebontasi termékeik a Sauvignon blanc borok
jellegzetes aroma- és izprofiljaban is szerepet jatszanak.

A bor alkoholtartalma befolyasolja stabilitasat és érzékszervi tulajdonsagait. Az A.
pullulans esetében azonositott galaktéz-oxidaz primer alkoholokat alakit aldehidekké,
ezzel hatva az alkoholtartalomra és az aroma kialakulasara. Emellett az A. alternata
glicerol-kinaza és az E. nigrum 6-foszfoglukonolaktonaza a glicerol lebontasaban vesz
részt, ami kihat az erjedés és az aromaprofil dinamikajara (Wang és mtsai, 2020). Az
aroma és iz stabilitdsaban a sejtes detoxifikacio is szerepet kap. Az A. alternata-ban és E.
nigrum-ban azonositott S-formilglutation-hidrolaz almas aromat adhat, mikdzben a
formaldehidet formiatta alakitja, csokkentve a toxikus terhelést (Schug, 2018). Az A.
pullulans kinurenindz enzime viszont antranilsavat termel, amely ,0regedési izhez”
kotheté a borban (Hoenicke és mtsai, 2002).
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Kovetkeztetések

A metatranszkriptomikai vizsgalat alapjan megallapithatd, hogy nemesrothadéasos
sz6l6bbogyok mikrobiomjaban jelen lévé tovabbi fonalasgombak (A. alternata, E. nigrum)
és éleszték (A. pullulans, R. graminis) jelentds mértékben hozzajarulnak nemcsak a
bogydk szerkezeti atalakuldasaihoz, hanem az aromatikus és érzékszervi minéséget
meghatarozo folyamatokhoz is.

Vizsgalataink soran szamos olyan enzimet azonositottunk, amelyek kozvetlenul vagy
kozvetve részt vesznek aromaanyagok és azok prekurzorainak, antioxidans
vegylleteknek, valamint detoxifikacids szempontbdl fontos anyagoknak a szintézisében.
Az aromas aminosavak (pl. fenilalanin, tirozin) és szarmazékaik kulcsszerepet jatszanak
a viragos, gyumolcsos és flszeres illatprofil kialakulasaban. Az aminosav-metabolizmus
enzimei, példaul az aromas aminosav-transzferazok és dehidrogenazok, olyan
aromavegylletek keletkezéséhez jarulnak hozza, mint a 2-fenilacetat vagy a fahéjas
jellegl cinnamaldehid.

A glutation-eredetl vegyuletek a citrusos, tropusi aromajegyek megjelenését segitik, mig
a lipid-anyagcsere kulcsenzimei — zsirsav-szintetazok, észterazok, terpénszintetazok — a
gyumolcsos és ,vajas” illatok, valamint a borsos karakter kialakitasaban jatszanak
szerepet. Aterpének (pl. limonén, linalool, rotundon) a borok illatprofiljanak meghatarozé
komponensei.

A szénhidrat-anyagcsere folyamataiban azonositott enzimek (pl. piruvat-dekarboxilaz,
prefenat-dehidrataz) olyan illatanyagokhoz vezetnek, mint az acetaldehid vagy a 2-
feniletanol, amelyek a bor gyimolcsds és viragos karakteréhez jarulnak hozza. Az
almasav- és citratciklushoz kapcsolédd enzimek - példdul a citrat-szintaz, malat-
dehidrogenaz, illetve a diacetil-képzédésért felelés komponensek - a ,vajas” jegyek
kialakitasaban, tovabba a sav-bazis egyensuly, a szinstabilitas és a pH befolyasolasaban
is meghatarozék. A glutation-anyagcsere enzimjei antioxidans hatasuk révén
hozzajarulnak az aromakomponensek oxidacié elleni védelméhez, ezzel az aroma
stabilitasahoz. Az alkoholkoncentraciét befolyasold enzimek kozvetve hatnak az
etanoltartalomra és annak aromara gyakorolt kovetkezményeire. Végul azonositottunk
olyan detoxifikacids szerepl enzimeket is, mint az S-formilglutation-hidrolaz, amely a
formaldehidet formiatta alakitja (almas illat megjelenésével), illetve a kinureninaz, amely
azid6sebb borokra jellemzd ,,6regedési” izjegyeket modulalhatja.

Osszességében megallapithatd, hogy a botritiszes borok aroma-, antioxidans- és
érzékszervi profilja nem kizarélag a B. cinerea tevékenységébdl fakad, hanem a sz6l6n
kialakulé mikrobidlis kozosség — kiilondsen a nemesrothadas késéi fazisaiban aktiv
fonalas gombak és élesztdék — funkcionalis génexpresszidjanak is szamottevd szerepe
van.
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5.3. Az ESCA tokebetegség kialakulasanak jellegzetességei

5.3.1. Az egészséges és Esca tiineteket mutaté sz6lénovények gomba
kozosségei

A novénykoérokozé gombak diverzitdsanak, eloszlasanak és kozosségi dsszetételének
mélyebb megértése érdekében a patogén gombakozosségeket a sz6lé6 kilonbozd
mikroéléhelyein — a gyokérzénaban, a kéregszovetben és az él6 éveld farészben -
vizsgaltuk, tovabba aztis feltartuk, hogy ezek a mikroéléhelyek milyen szerepet tolthetnek
be potencialis inokulumforrasként. Vizsgalatainkban tlnetmentes (egészséges) és
tlnetes (beteg), az Esca-betegségre jellemzd levéltineteket mutatd szél6tékéket
hasonlitottunk 6ssze, kilonos tekintettel azokra a tényezdkre, amelyek befolyasolhatjak
a tékebetegségek kérokozdinak diverzitasat és osszetételét. Arra kerestunk valaszt, hogy
a novényi patogén gombak - altalanossagban —, valamint a t6kebetegségek kdrokozoi
esetében kilonosen a fajgazdagsag, a gyakorisag és a kozosségi osszetétel eltérnek-e a
kilonbozd, fold alatti és fold feletti mintavételi helyszinek, illetve az egészséges és beteg
sz6l6t6kék kozott.

A fajgazdagsag és abundancia vizsgalata

Az elemzésekben azonositott 579 novénypatogén ASV kozul 119 tartozott 16 olyan
gombanemzetséghez, amelyek kapcsolatba hozhatdk a sz6l6 t6kebetegségeivel. Ezek a
Phaeomoniella, Fomitiporia, Phaeoacremonium, Diaporthe, valamint Diplodia és
Seimatosporium nemzetségek voltak. A nem tékebetegség-eredetli nemzetségek kozul a
Botrytis volt a legvaltozatosabb, majd a Fusarium, Alternaria, Veronaea és
Phaeosphaeriopsis nemzetségek kdovetkeztek.
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23. abra A névénypatogén gombak abundanciaja €s fajgazdagsaga kiildbnb6z6 mintavételi forrasokban, a Tokaji
borvidék eltéré dil6ib6l szarmazd sz6l6t6kéken

A tBkebetegség- és nem tbkebetegség-eredetll, valamint az 6sszes novénypatogén
gomba abundancidja szignifikdnsan kulénb6zott a mintaforrasok kozott, ugyanakkor a
dilék kézott nem volt szignifikans eltérés. A patogén gombak teljes abundanciaja az éveld

84



farészben volt a legnagyobb, ezt kovette a talaj, majd a kéreg (23. abra). A tékebetegség-
kérokozok szinte teljesen hidnyoztak a talajmintakbol, és dontéen a noévényi szovetekben
voltak jelen, kilondsen az évelé farészben, mig a nem t6kebetegség-eredetl kdrokozdk
dominansan a talajban fordultak el6. A novénypatogén gombak fajgazdagsaga
kilonbozott a mikroéléhelyek és a dilék kozott és a két tényezd kozott szignifikdns
interakci6 is megfigyelhetd volt. A nem tékebetegség-eredetl kdrokozdk fajgazdagsaga a
talajban volt a legnagyobb, a tbkebetegség-korokozdok pedig a farészben mutattak a
legnagyobb gazdagsagot, ezt kovette a kéreg, mig a talajmintakban a fajgazdagsag
rendkivul alacsony volt (23. abra).

Az 0Osszes noOvénypatogén gombakozosség mellett kulon elemeztuk azokat a
nemzetségeket, amelyek ismerten kapcsolatba hozhatdk a sz6lé tdékebetegségeivel,
illetve a nem t6kebetegség-eredetll koérokozokat is, hogy kiemeljik az okolégiai
kilonbségeket. A tiinetmentes és az Esca-szindrémas t6kék 6sszehasonlitdsa soran nem
talaltunk szignifikdns kulonbséget az ASV-gazdagsag vagy a korokozé gombak
abundancidja tekintetében, a Diaporthe kivételével: a farészben a tlnetet mutaté
egyedek szignifikansan magasabb ASV-gazdagsagot mutattak. Az egyes mikroéléhelyek
Osszevetése alapjan a Phaeomoniella messze a legnagyobb béséggel a farészben fordult
elé, mig a Diplodia és a Seimatosporium dominansan a kéregmintakban volt jelen. A
fajgazdagsag szempontjabol a t6kebetegség-korokozék kozul a Fomitiporia,
Phaeomoniella és Phaeoacremonium fajok mutattak a legnagyobb ASV-szamot a
farészben, a Seimatosporium és a Diplodia a kéregmintakban dominalt, mig az llyonectria
kizarélag talajmintakboél volt kimutathaté. A nem tékebetegség-korokozok esetében a 18
vizsgalt gombanemzetség kozul 13 a talajban mutatta a legnagyobb fajgazdagsagot, mig
harom nemzetség (Devriesia, Exobasidium és Catenulostroma) a kéregmintakban fordult
el6 a legnagyobb ASV-szamban. A ndvénykorokozd gombakozosségek szerkezetét
kétdimenzids, nem-metrikus tdbbdimenzids skalazassal (NMDS) abrazoltuk (24. abra).
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24. abra A Tokaji borvidéken, kiilonbdzé terroirokbdl és mikroéléhelyekrél szarmazo, betegség tiinetes és tiinetmentes
sz6l6kon élé nbvenypatogén gombakdzbsségek dsszetételének NMDS ordinacids abraja. A mintanevek a
mintaforrasra (S - talaj; B — kéreg; W —farész) és a Tokaji borvidék harom ddléjére (SZT — Szent Tamas; E — Nagy-Kopasz
észak; D — Nagy-Kopasz dél) utalnak.

A PERMANOVA-analizis alapjan a mintavételi forras (mikroél6hely) bizonyult a
legmeghatarozébb tényezbnek a gombakdzdsség strukturajanak alakitasaban (a
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variancia 19,24%-a), ezt kovette a dilé hatasa, majd a novények egészségi allapota. Az
egyes mikroéléhelyek kulon vizsgalatakor csak a kéregmintakban talaltunk szignifikans
kildnbséget a tunetes és a tlinetmentes novények kozott. A dilék hatasa legerésebben a
talajpan mutatkozott meg, ezt kovette a kéreg, majd a farész. A haldzati abrak
megerdsitették, hogy a tékebetegségekkel 6sszefliggd gombanemzetségek dominalnak a
farészben és a kéregben, mig a nem tbkebetegség-kdrokozék elsésorban a
talajmintakban voltak tulsulyban. A haldzati abrak alatamasztottak, hogy a tlinetes és
tinetmentes novények mikobiomja kozott nem volt egyértelm( kulonbség. Azt is
kimutattak, hogy a tékebetegség kdrokozék megoszlasa eltér a kéreg- és farészmintak
kozott: mig a Phaeomoniella, Diplodia, Phaeoacremonium és Fomitiporia ASV-k csak a
farészben voltak jelen, addig a Seimatosporium, Diplodia és Neofabraea nemzetségek
dominaltak a kéregmintakban, és ezen ASV-k dont§ tobbsége csak néhany egyedi
farészmintaban fordult el8 (25. abra).

® o 0T
Bomryosghaea

O Dagorte
Deara

[

O Fomagpra
Lasaspioce

@ eotatrnen
Prascacremorast

@ I"asscorroreta
Cneratoagre

X . o
Wood r W W0 g ° Bark .

25. dbra A névénypatogén gombak amplikon szekvencia variansainak eloszldsa a kiilbnb6z6 mintaforrasok alapjan,
haldzatelemzés segitségével megjelenitve. A kis négyzetek a mintékat, a kiilbnbdzé méretii 6tszogek az ASV-ket jelolik;
a sztirke vonalak az ASV-k és az 6ket tartalmazd mintak k6zétti kapcsolatot mutatjak. Az 6tszégek mérete az
el6fordulasi gyakorisagot tiikrozi. A GTD-hoz kéthetd nemzetségek szines, mig a tobbi patogén ASV fekete jeldlést
kapott. A mintanevek tartalmazzak a dUl6t (SZT — Szent Tamas; E - Nagy-Kopasz észak; D — Nagy-Kopasz dél), a
mintaforrast (S — talaj; B — kéreg; W —farész), az ismétlésszamot és az egészségi allapotot (H — tiinetmentes; D —
tlinetes).

A legtobb indikatorfaj a talajmintdkban fordult elé, féként a Fusarium, Pilidiella,
Plectosphaerella, Didymella, Immersidiscosia, Setophoma, Laetisaria és mas
nemzetségek. A kéregmintakban harom, t8kebetegségekhez kothetd nemzetség
(Phaeomoniella, Neofabraea, Seimatosporium) és két, nem tb6kebetegség-eredetl
nemzetség (Exobasidium, Devriesia) bizonyult indikatornak. A farészben jellemz&en
t6kebetegség-kérokozdkhoz tartozé nemzetségek szolgaltak indikatorként, igy példaul a
Fomitiporia, Phaeoacremonium, Phaeomoniella és Seimatosporium.
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Kérokozo és nem korokozé gombakozosségek diverzitasanak vizsgalata

Vizsgalataink Uj megvilagitasba helyezték a sz6l6hoz kapcsolédd gombakozosségek
Osszetételének dinamikajat, kilonos tekintettel a noévénypatogén gombak diverzitasara,
abundancidjara és eloszlasara a kiilonb6z6 mikroéléhelyeken (kéreg, éveld farész, talaj)
tinetes (Esca-levéltuneteket mutatd) és tunetmentes sz6lé6tékékben. Eredményeink
szerint egyazon sz6l6tékén belll jelentés Osszetételbeli eltérések figyelhet6k meg a talaj
és a fold feletti novényi részek patogén gombai kozott: a tékebetegség-kérokozok
alapvetéen a farészben dominalnak, mig a nem tékebetegség-eredet(i kdrokozék inkabb
a talajpan. A tbkebetegség-kdrokozok nemcsak taxondémiai, hanem genetikai
diverzitasukat tekintve is hasonlé mértékben vannak jelen a tlinetmentes és az Esca-
tinetes novényekben. A dléhoz kothetd kornyezeti tényez6k minden mikroéléhelyen
szignifikansan befolydsoljak a koérokozo-kozosségek oOsszetételét, leger6sebben a
talajban.

A tlnetes és tunetmentes novények kozotti egyetlen kimutathaté kulonbség a
kéregmintak gombakozosségében jelent meg, ami 6sszhangban all Nerva és mtsai (2019)
megfigyeléseivel. A tékebetegség-korokozok tiinetmentes novényekben vald jelenléte
kordbban is ismert volt, feltételezik, hogy a lathaté tunetek megjelenése az abundancia
er6sodésének kovetkezménye lehet. Eredményeink elséként igazoljak, hogy sem a
talajban talalhatd, sem a sz6lében élé patogén kozosségek nem mutatnak lényegi
kilonbséget tlinetes és tlinetmentes novények kozott a diverzitas, az abundancia vagy a
kozOsségi struktura tekintetében, ami ravilagit az Esca és mas tdékebetegség korokozd
komplex természetére. Kivételt jelenthet a P. chlamydospora, amely indikatorként a
tlinetes novényekhez kotheté. Eredményeink alapjan a tékebetegség kdrokozdok tobbsége
feltehetéen endofiton vagy latens szaprotrof életmddot folytat, és csak kilonb6zé
stresszhatasok (pl. metszés, szarazsag, fagy) esetén valnak patogénné.

Kovetkeztetések

Az egyik legfontosabb megallapitasunk, hogy a ndvénykdérokozé gombak kozdsségi
Osszetételében mutatkozé kiulonbségek nagyobbak a sz6l6téke egyes novényi részei
kozott, mint az egyedek vagy az egészségi allapotok kozott. Ezt a mintazatot az
magyarazza, hogy a tdékebetegségekhez kotheté gombak dontben a téke fold feletti
részeiben fordulnak eld, mig a nem tékebetegség korokozék tulnyomorészt a talajhoz
kapcsoldodnak, tovabba nem mutathaté ki szignifikdns kulonbség a tinetmentes és az
Esca-tlinetes sz6l6t6kék gombakozosségei kozott. Eredményeink arra utalnak, hogy az
Esca-betegséggel Osszefliggésbe hozott gombak a sz6l6 ,magmikrobiomjanak” részét
képezik, és feltehetéen kommenszalis endofitak és/vagy latens szaprotréfok, mig egyes
fajok opportunista korokozoként léphetnek fel stresszelt ndvényekben. Az abiotikus
kornyezeti tényezdék szerepe kulonosen jelentds lehet az Esca kialakulasaban, ezért
indokolt olyan vizsgalatok elvégzése is, amelyek ezen tényez6ék hatasat tarjak fel az Esca
altal érintett sz6l6t6kék gombakozosségeinek dinamikajara.
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5.3.2. Aureobasidium pullulans szerepe az Esca lombtiineteinek
kialakulasaban

Az A. pullulans biokontroll-agens tulajdonsagain tul jél ismert tagja a sz6l8
mikrobiomjanak, és korabban nem tulajdonitottak neki kdzvetlen karos hatast.
Vizsgalataink soran azonban jelenléte pozitivan korrelalt az Esca-betegség
levéltineteinek eléforduldsi gyakorisagaval, ezért feltételeztik, hogy potencialis
kérképsulyosité szerepe mas kdrokozédkkal, kilondsen a P. chlamydospora és a Ph.
minimum fajokkal vald koélcsonhatasaiban keresendd. A fajok kozotti interakcidkat
konfrontacids tesztekkel vizsgaltuk, amelyek kolcsdnds novekedés-modulald hatast
jeleztek az A. pullulans és a P. chlamydospora kozott. E gombak lombtlinetekre gyakorolt
kozvetlen és kozvetett hatdsait mesterséges fertézési kisérletekben elemeztik. Az A.
pullulans és a P. chlamydospora torzsek kombinalt patogenitasaban megfigyelt,
torzsfliggd kilonbségek arra utalnak, hogy ezek a variacidk osszefliggésbe hozhatdk a
virulenciafaktorok — példaul exopoliszacharidok vagy extracellularis fehérjék — termelési
képességének eltéréseivel.

Az A. pullulans az endofiton mikrobiomban

Az Esca-tlineteket mutatd sz6l6kboél torténd izolalds soran az A. pullulans és a P.
chlamydospora izolalasi gyakorisaga rendre 16 %, illetve 14 % volt. Az A. pullulans
jelenléte Osszefliggést mutatott a nagyobb (46-81 %) levéltunet-sulyossaggal
jellemezhet6 tokékkel (26 A. abra). Ezzel 6sszhangban a sz6l6t6kék, ahonnan A.
pullulans-tizolaltunk szignifikdnsan magasabb tlneti értékeket produkaltak (26 B. abra).
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26. abra Az A. pullulans gyakorisaga €s az Esca-betegség lombtlineteinek sulyossaga kozotti 6sszefliggés
tenyésztésen alapuld vizsgalat alapjan

Valéds idejl kvantitativ PCR-rel (QRT-PCR) végzett méréseink alapjan az A. pullulans DNS-
mennyisége szignifikAnsan magasabbnak bizonyult a beteg novényekben (27 A. abra). Ez
a novekedés nem az dsszes Esca-tlinetes novény altalanosan emelkedett értékeibdl,
hanem néhany egyedben mért kimagaslo értékekbdl adddott. A lombtlunetek sulyossaga
és A. pullulans DNS-tartalma kdzott szignifikans korrelaciét mutattunk ki (27 B. abra).
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27. abra Az A. pullulans abundancidja egészséges és Esca beteg sz6l6tékékben, DNS-alapu kvantifikalds alapjan

Az A. pullulans és a Ph. minimum kozo6tti in vitro konfrontacios vizsgalatok antagonisztikus
hatast jeleztek: mikoézben az A. pullulans serkentette a Ph. minimum izolatumok
novekedését, az A. pullulans konfrontacidos zonaiban sejtpusztulast, citoplazma-
kondenzaciét és citoplazma-kiaramlast figyeltunk meg. Mivel ez a Ph. minimum altal
kivaltott gatlo hatas nem hozhaté 6sszefuggésbe az A. pullulans feltételezett tlineterdsitd
hatasaval, a két faj kolcsdonhatasat kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.

Az A. pullulans és a P. chlamydospora kozotti konfrontacids kisérletek soran mindkét faj
csokkené novekedési ratat mutatott a kolcsdonhatasi zona kozelében (28 A. abra).
Mikroszkdéposan sejtpusztulasra utalo jel nem volt észlelhetd; ezzel szemben az 0sszes
vizsgalt A. pullulans és P. chlamydospora torzs fokozott sporuldciéot mutatott a
konfrontacidés zonak kornyezetében (28 B. abra).
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28. dbra Az A. pullulans (Y60) és P. chlamydospora (P3) in vitro konfrontacds tesztje

Az A. pullulans Y60 torzsének folyadékkulturabdl szarmazo filtratuma csokkentette a
vizsgalt P chlamydospora torzsek novekedési utemét, ugyanakkor fokozta
sporulaciodjukat, anélkul, hogy gatolta volna a konidiumok csirazasat (29. abra). Az A.
pullulans filtratum 12,5-50 % (v/v) k6zo6tti koncentraciétartomanyban a P. chlamydospora
konidiumok szama szignifikansan megnovekedett (29 B. abra).
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29. abra Az A. pullulans altal kivalasztott molekulak hatasa a P. chlamydospora fejlédésére

Hasonlé hatasokat figyeltiink meg, amikor a tapkozeget a P. chlamydospora P3 torzsének
filtratumaval egészitettlk ki. Ez az A. pullulans csirazasi ratajat nem befolyasolta (30 C.
abra), ugyanakkor a novekedés mértéke csokkent (30 A. abra), mig a konidium- és
élesztOsejt-termelés fokozodott (31 B. dbra).
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30. abra A P. chlamydospora altal kivalasztott molekulak hatasa az A. pullulans fejlédésére

A mesterségesen fert6zott sz6léhajtasok levelein az inokulaciot koveté 15. napon
kilonb6zé mérték( és tipusu levélkarosodasok jelentkeztek (31. abra), amelyek
sullyossaga és megjelenési formaja az alkalmazott torzstél fuggden eltért (33. abra). A
kontrollként kezelt (alinokulalt) vessz6kdén nem, vagy csak enyhe tunetek voltak
megfigyelhetdk; tulnyomo tdbbséguk tlinetmentes maradt (32 A. abra).

Strains inoculated

none Y37 P37+Y37 P46+Y37
Leaf condition
healthy chlorotic chlorotic+necrotic apoplectic

e d e X

31. dbra A P. chlamydospora és/vagy A. pullulans térzsekkel inokulalt hajtasokon megfigyelt levélkarosodasok
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32. dbra Az A. pullulans és P. chlamydospora hatasa a levélkdrosodasokra a vizsgalati kérilményektdl fliggben

A harom A. pullulans torzs kozul kett6 (Y37, Y43) okozott levélkarosodast, az Y43 torzs
esetében az egészséges levélfelulet szignifikdnsan csokkent (32 B. abra). Az A. pullulans
és a P. chlamydospora torzsekkel végzett egylttes inokulacid soran a levélkarosodas
el6fordulasa és sulyossaga torzsfuggd modon fokozédott. A legnagyobb tuneti
sulyossagotaz Y37 A. pullulans és a P. chlamydospora P46 torzsek kombinaltinokulacidja
eredményezte (32 B. abra), amely a levelek tobbségének elhalasahoz vezetett.

A B

Strains inoculated 309
P46+Y60 P46+Y37

33. abra Az A. pullulans és P. chlamydospora térzsek hatasa a nekrézis kialakulasara zold sz6l6vessz6kén
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Az egyedileg inokulalt hajtasok kozul csak a P. chlamydospora torzsek okoztak nekrézist
azinokulacié helyén, az A. pullulans torzsek egyike sem valtott ki ilyen tlinetet. Figyelemre
méltd, hogy az Y37 A. pullulans és a P46 P. chlamydospora torzsek kombinaltinokulacidja
soran az apoplektikus leveles vesszékben kiterjedt nekrézist figyeltink meg (33 A. abra),
amely szignifikdnsan nagyobb nekrézishossziusagot eredményezett, mint a tobbi kezelési
csoportban (33 B. abra).

A mesterséges fert6zések eredményei alatamasztjak azt a hipotézist, miszerint az A.
pullulans elésegitheti az Esca-betegség lombtlneteinek kialakulasat, hozzajarulhat a
helyi érszoveti nekrozis kialakulasahoz, kiemelve e kdlcsdnhatas torzsfuggo jellegét.

Az A. pullulans és a P. chlamydospora virulenciafaktorainak termelése

Az A. pullulans torzsek fehérjeszekrécidja jelentds, torzsek kozotti kulonbségeket
mutatott (34 A. abra). A torzsek altal termelt exopoliszacharid (EPS) mennyisége
meghaladta a P. chlamydospora torzsekét (34 B. abra). Az egyes gombatdrzsek altal
termelt exopoliszacharidok atlagos molekulatomegét a mért tomeg és a redukald cukrok
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glikézegyenértékben kifejezett molaritasanak aranyaként szamitottuk; ebben a
tekintetben is kulénbségek mutatkoztak a vizsgalt torzsek kozott (34 C. abra).
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A 96 6ras kezelés utan egyik, exopoliszachariddal kezelt levélkorongon sem észleltlink
nekrotikus elvaltozast. Ezzel szemben kombinacidkban a P46 torzs az A. pullulans Y37,
Y43 és Y60 torzseinek exopoliszacharidjaival 48 éra elteltével perem menti nekroézist
valtott ki Cabernet Sauvignon levélkorongokon (35 A. abra), mig Chardonnay esetében
ilyen hatds nem volt megfigyelheté. A pozitiv kontrollként alkalmazott, melleint
tartalmazo oldat mindkét fajta esetében, minden vizsgalt koncentracional nekrotikus
terlletek kialakulasat idézte eld.
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35. dbra A P. chlamydospora és A. pullulans exopoliszacharidjainak fitotoxicitdsa szél6levél-korongokon

A levélkorongokrol készult felvételek képelemzése alapjan az exopoliszachariddal kezelt
mintakban a voros és sarga pixelek aranya nagyobb volt a kezeletlen kontrollhoz képest,
ami a kezelés kedvezé6tlen hatdsara utal. Ez a kulonbség statisztikailag szignifikansnak
bizonyult a vizsgalt kombinacidkban (35. dbra).

Az A. pullulans jelenléte és kdlcsonhatasai az Esca tiineteinek kialakulasaban

n vitro konfrontaciés vizsgalataink soran az A. pullulans és a P. chlamydospora
kolcsonosen gatoltak egymas ndovekedését, fokozott sporulaciot mutattak, ugyanakkor
nem termeltek egymas szamara toxikus molekulakat. Ezt a megfigyelést a
folyadékkultura-szirletes kisérletek is meger6sitették. A novekedési sebesség, a
sporulacié és a pigmentacié alapjan a torzsek jelentfs fenotipusos és genotipusos
variabilitasa allapithaté meg. Eredményeink azt tamasztjak ala, hogy a két gombafaj
fejlodése kolcsondsen maodosulhat, vélhetéen az un. ,quorum sensing” jelenség
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kovetkeztében, amikor a sejtslirliség valtozasara a mikroorganizmusok anyagcseréje és
fejlédési iteme moédosul (Albuquerque és Casadevall, 2012).

Koinokulaciék révén tanulmanyoztuk az A. pullulans és a P chlamydospora
kolcsonhatasait az Esca-betegség tuneti kifejez6désével 0sszefliggésben. A P
chlamydospora torzsek onmagukban csak az inokuldcié helyén okoztak nekroézist,
levéltineteket nem idéztek eld. Az A. pullulans torzsek sem nekrézist, sem levéltliineteket
nem okoztak, kivéve az Y37 és Y43 torzseket, amelyek enyhe klorézist és részleges
nekrdzist valtottak ki a kisérletek ~50%-aban, jelezve, hogy egyes A. pullulans torzsek
onmagukban is képesek karositast okozni.

A koinokulaciok soran tovabbi, torzsfuggd hatasokat figyeltink meg. A Y43 és Y60 A.
pullulans térzsek minden P chlamydospora-kombinaciéban a sajat, onalld
inokulacidjuknal tapasztaltakhoz hasonld tuneteket eredményeztek, kivéve a Y43/P46
kombinaciot, amely alacsony, de szignifikdns levélelhalast valtott ki. A Y37/P46
kombinacioban a megfert6zott hajtasok ~80%-a apoplektikus tlineteket mutatott,
jelentés levél- és hajtasnekrozissal. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az A.
pullulans és a P. chlamydospora kozotti kolecsonhatas torzsfliggd mdédon befolyasolja a
betegség lefolyasat.

Az exopoliszacharidokkal végzett fitotoxicitasi vizsgalatok alapjan a kulon-kualon
alkalmazott exopoliszacharidok a vizsgalt koncentraciokban nem okoztak nekrézist. Csak
az A. pullulans és a P. chlamydospora poliszacharidjainak egylttes alkalmazasa
eredményezett nekrozist a levélkorongokon. Ez a szinergista hatas meger6siti a pullulan
potencialis szerepét az Esca tunettanaban, és magyarazatot adhat az A. pullulans
kozvetett szerepére a betegség kialakulasaban (Bruno és mtsai, 2007).

Folyékony taptalajon vizsgaltuk az egyes torzsek exopoliszacharid- és fehérjetermelését
is. Az A. pullulans Y37 tbérzs magas exopoliszacharid-termelése és annak alacsony
molekulatdmege kiemelkedett a vizsgalt torzsek kézul. Ez utdbbi tulajdonsag eldsegitheti
az exopoliszacharidok fatestbél levélbe torténd transzportjat, és ilyen médon a tunetek
kialakulasat. A P. chlamydospora torzsek kozll a P46 produkalta a legtobb extracellularis
fehérjét, ami 6sszhangban all a P46 torzs magas virulencidjaval. Eredményeink arra
utalnak, hogy az A. pullulans altal termelt exopoliszacharidok és a P. chlamydospora
fehérje-effektorai egyuttesen felelések a sulyos levéltinetek kialakulasaért.

Kovetkeztetések

Vizsgalataink eredményei megerésitik, hogy olyan gombafajok, amelyeket altalaban a
novényi mikrobiom hasznos tagjainak tekintenek, elésegithetik egyes megbetegedések —
jelen esetben az Esca-betegség — patogenezisét. Az A. pullulans egyes torzsei fokozzak a
betegség kialakulasat, feltehet6éen az altaluk termelt poliszacharidok révén. A P.
chlamydosporatorzsek esetében megfigyelt patogenitas szintén torzsfuggének bizonyult,
ami arra utal, hogy az altaluk kivalasztott fehérjék is szerepet jatszhatnak a tunetek
kialakulasaban.
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A P. chlamydospora altal termelt fehérjék és az A. pullulans poliszacharidjai kozotti
lehetséges szinergikus hatas mellett a két gombafaj kdzvetlen kolcsdnhatasa is
hozzajarulhat az Esca-betegség kialakulasahoz és a levéltiinetek intenzitasahoz.

5.4. A sz6l6 tékebetegségek korokozdinak lehetséges antagonistai

5.4.1. A Clonostachys rosea mikoparazita képességének és novekedésgatlé
hatasa

A C. rosea in vitro konfrontacids vizsgalatai t6kebetegség korokozé gombakkal

A Cabernet Sauvignon széléoltvanyok vaszkularis mikobiotajanak vizsgalata soran — a
t6kebetegségekhez tarsitott tobbféle gombafaj mellett — C. rosea izolatumokat is

azonositottunk egészséges, kulsé és bels6 t6kebetegség-tiineteket nem mutatd
novényekbol.

A C. rosea torzsek tékebetegség-kdrokozdkkal szembeni ndvekedésgatld hatasat in vitro
konfrontacids kisérletekben teszteltiik; a szazalékos gatlasi értékeket a 9. tablazat
foglalja 0ssze. A kisérletekben a tékebetegségekhez kothetd gombafajok novekedési
Uutemét hasonlitottuk 6ssze C. rosea izoldatumok jelenlétében és tavollétében.

9. tablazat C. rosea izolatumok névekedésgatlo hatasa a tékebetegség korokozdokkal szemben

Clonostachys rosea izolatumok

GTD kérokozok 19B/1 33C/1 89C/3 91C/2 100C/1

Botryosphaeria dothidea 9.7+9.7 8.8+6.4 1.9+1.6 -1.0+5.0 12.9+21.3
Cadophora luteo-olivacea 20.3+15.7 8.1+75 7.9+7.3 7.1+9.4 12.6+14.7
Diaporthe ampelina 3.0+1.4 2.0+2.38 -10.0+2.8 -6.0+2.8 16.0+5.7
Diaporthe foenicula 13.75+8.8 22.5+3.5 22.5+3.5 18.8+5.3 18.8+1.8
Diaporthe fukushii -14.0+8.5 -14.0+2.8 -22.0+2.8 -18.0+2.8 -18.0+2.8
Eutypa lata 24.8 +7.0%® 24.8+1.4% 17.8+2.2° 19.2 +3.8% 29.0+1.7°
Phaeoacremonium minimum -14.5 £ 8.2° 3.7+12.6% 11.4+14.0®° -14.5 £13.57 29.8+0.9°
Phaeomoniella chlamydospora 38.0 £5.6% 28.8+9.42 47.1+2.8° 43.1+9.4% 54.0 £2.0°

Magas radialis novekedésgatlas (%) értékeket mértink az E. lata (17,8-29%) és a P.
chlamydospora (28,8-54%) esetében, valamennyi vizsgalt C. rosea torzzsel szemben.
Ezen korokozék novekedésgatlasa mar azt megel6z6en megfigyelhetd volt, hogy a
gombatelepek fizikailag érintkeztek volna a C. rosea izolatumokkal (36 A — B. abra), ami
ezen bioldgiai kontroll agens antagonista aktivitasara utal.

A Botyospheria dothidea, a Cadophora luteo-olivacea és a Pheoacremonium minimum
esetében nagyon alacsony vagy nem kimutathaté gatlast észleltiink (-14,5-29%). Erdekes
modon, a harom vizsgalt Diaporthe faj eltérd valaszreakciét mutatott az in vitro
konfrontacié soran. Hosszabb inkubaciot kdvetéen a C. rosea micéliumai tulnéttek a B.
dothidea (42 C. abra) és a D. ampelina (36 D. abra) telepein.
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c d

B. dothidea C.rosea D. ampotina C.rosea

36. dbra A C. rosea 19B/1 térzs in vitro konfrontdcids vizsgalata t6kebetegség korokozokkal
(a) P. chlamydospora, 15 nappal inokulacié utan (dpi); (b) E. lata, 8 dpi; (c) B. dothidea, 15 dpi; (d) D. ampelina, 15 dpi.

A tulnovés mértékét a 10. tablazatban 6sszegeztuk. A legnagyobb tulnovést B. dothidea
esetében észleltik, de a Diaporthe fajok telepei folott is markans tulnovés volt
megfigyelhetd. Egyik korokozdcsoportnal sem mutatkozott szignifikans kilonbség a
vizsgalt C. rosea torzsek kozott.

10. tablazat A C. rosea izolatumok mikoparazitizmusa tékebetegség kdrokozdok telepeken.

Clonostachys rosea izolatumok

GTD kérokozok 19B/1 33C/1 89C/3 91C/2 100C/1

Botryosphaeria dothidea 17.2+1.9 18.8+0.8 17.3+£2.5 16.5+2.6 16.2+2.8
Diaporthe ampelina 6.5+0.5 11.5+0.7 12.0+2.8 15.5+2.1 13.3+0.4
Diaporthe foenicula 17.2+1.91 18.0+1.4 10.5+0.7 16.0+1.4 18.5+0.7
Diaporthe fukushii 10.5+0.7 10.5+0.7 55+0.8 12.5+0.7 14.3+1.0

A vizsgalt C. rosea torzsek azon képessége arra, hogy konfrontacios tenyészetekben
kolonizaljanak egyes, tOkebetegségekhez kapcsoldodd kérokozdkat, mikoparazita
aktivitasra utal. Ezt a jelenséget mikroszképos vizsgalatokkal vizualisan is igazoltuk B.
dothidea és Diaporthe spp. izolatumok esetében (37. abra).

i

37. abra A C. rosea 100C/1 térzs és GTD-kdrokozdk kozotti konfrontacids zénak mikroszkdpos vizsgalata. A C. rosea
névekedése D. ampelina (a) és B. dothidea (b, c) hifakon. A nyilak a C. rosea micéliumat jelolik. Méretarany 10 um
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A vizsgalt C. rosea torzsek mind a Diaporthe spp. (37 A. abra), mind a B. dothidea (37 B.
abra) esetében intracellularis novekedést tapasztaltunk, illetve megfigyeltik a C. rosea
hifainak csavarodasat is a korokozé gombak hifai korul (37 C. abra).

6x106-

4x105-

2x106-

conidia x10%/mm?

19B/1 33C/1 89C/3 91C/2 100C/1
C. rosea strains

38. abra A C. rosea térzsek konidium termelésének 6sszehasonlitdsa.
A termelt konidiumok szamat a telepfellilethez viszonyitva normalizaltuk.

In planta konfrontacids tesztek a C. rosea és té6kebetegség kdrokozok kézott

A C. rosea hatasat a t6kebetegség tineteinek a kialakulasara egyéves sz6lé6dugvanyokon
vizsgaltuk. A novényeket megsebeztik, majd inokulaltuk B. dothidea, E. lata és P.
chlamydospora micéliumaval, majd uveghazi kortilmények kozott novesztettik Oket
kezeletlen, illetve C. rosea konidiumaival kezelt talajban. A tékebetegséghez kothetd
kérokozdokkal inokulalt dugvanyokon nekrézisos elvaltozasok jelentek meg (39 A. abra),
mig a kontroll névényeken ilyen tiinetek nem alakultak ki.
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39. abra A C. rosea 19B/1 torzs hatasa a t6kebetegség kérokozok altal kivaltott vaszkularis nekrdzis kialakulasara. A) A
nekrozisokrol késztilt fotok. A léptékvonalak 1 cm-nek felelnek meg. B) A nekrozisos elvaltozasok atlagos hosszusaga
és szorasa, a kezeletlen és a C. rosea-val kezelt talajokon nevelt névények esetében. Az oszlopok folotti szamok a
tiinetet mutato névények szamat mutatja. A csillagok a kiilbnbségek szignifikanciajat jelolik (* p<0,05; ** p<0,005).
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A B. dothidea és az E. lata esetében a nekrdzis mélyen a fas szovetekben alakult ki, mig a
P. chlamydospora torzs els6sorban a kéreg alatti zénat karositotta. Az E. lata és P.
chlamydospora altal okozott nekrézis hossza szignifikdnsan alacsonyabb volt azoknak a
dugvanyoknak az esetében, amelyeket C. rosea-val oltott talajba Ultettiink. A B. dothidea-
val tortént fert6zés esetében a C. rosea kezelés nem gyakorolt hatdst a betegség
kialakulasara (39 B. abra).

Kérokozoval nem fert6zott dugvanyokbol a C. rosea torzs visszaizolalasa csokkend
tendenciat mutatott a gyokértél felfelé: az 6t dugvanybol harom esetében sikerult
visszanyerni a torzset a dugvany aljabol, csak egy esetben az internddium kdézepébdl, mig
a sebzési pontokbdl egyaltalan nem volt kimutathatd. Figyelemre méltd, hogy a C. rosea-
val kezelt talajban nevelt, de kérokozdval nem inokulalt dugvanyokon semmilyen
karosodas nem volt megfigyelhetd.

A C. rosea biokontroll képességének elemzése

A vizsgalt C. rosea torzsek hatarozottan er6teljes novekedésgatlé hatast fejtettek ki a P.
chlamydospora-ra és az E. lata-ra. A gatlas mar azel6tt észlelhetd volt, hogy fizikai
kontaktus létesllt volna a C. rosea és a patogén kozott, ami az antagonista izolatumok
altal termelt antibiotikus vegylletek jelenlétére utal. A C. rosea antagonizmusat P.
chlamydospora ellen korabban mar kimutattak Silva-Valderrama és mtsai, ugyanakkor
antibiotikus hatasrél abban a vizsgalatban nem esett sz6 (Silva-Valderrama és mtsai,
2021). Vizsgalatunk az els6, amely a C. rosea E. lata elleni antagonisztikus hatasat is
igazolja.

A P. chlamydospora és E. lata ndvekedésének gatlasa mellett, a C. rosea mikoparazita
viselkedése a B. dothidea és a Diaporthe fajokkal szemben, melyet a kdérokozdk hifaira
tekeredd, valamint azokon bellil novekedd C. rosea hifak igazoltak, kulonb6zé
antagonisztikus stratégiak jelenlétére utal. Mig a C. rosea mikoparazitizmusa jol
dokumentalt, és korabban t6kebetegségekhez kapcsolddo kérokozdk, példaul D. seriata
és N. parvum esetében is kimutattak, vizsgalataink eredményeként elséként irtuk le ezt a
jelenséget Diaporthe fajokkal szemben.

Tekintettel arra, hogy a tbékebetegség koérokozdk a sz8l6t6kék fatestét kolonizaljak,
barmely biokontroll 4gens alkalmazhatdsagat nagymértékben meghatarozza annak az a
képessége, hogy novekedni tudjon a gazdandvénye szbveteiben. Eredményeink szerint az
inkubaciok utan a C. rosea 19B/1 torzse sikeresen megtelepedett a talajban, sejtszamat
kb. tizszeresére novelte, és hatékonyan kolonizalta a dugvanyok alsé részének fatestét,
mig a fels6bb novényi részekbdl ritkdbban volt visszaizolalhaté. Ez részben
megmagyarazhatja, hogy az in planta kisérletek sordan a 19B/1 torzs miért volt
hatékonyabb az E. lata és a P. chlamydospora ellen, mig a B. dothidea esetében nem tudta
csokkenteni a tuneteket. A B. dothidea ugyan nem fogékony a C. rosea antibiozis
hatdsara, ugyanakkor érzékeny a mikoparazitizmusra, amelyhez azonban fizikai
kontaktus szliikséges, ami a viszonylag lassu novekedés(i C. rosea esetében nem valdsult
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meg a kisérlet id6tartama alatt. Szabadfoldi alkalmazas esetén, hosszabb id6tavlatban a
C. rosea kolonizalhatja a sz6l6t6kék fatestét olyan mértékben, hogy a mikoparazitizmus
is altalanos érvényestlhessen.

Kovetkeztetések

Eredményeink azt mutatjak, hogy a C. rosea hatékony antagonista szamos, sz6l6t6ke-
elhaldssal 6sszefluggésbe hozhatd patogén gombafaj esetében, amit a faj antibiotikus és
mikoparazita képességei tamasztanak ala. Az in planta konfrontacids kisérletek
eredményei arra is ramutatnak, hogy a C. rosea talajba juttatdsa hatékonyan
akadalyozhatja meg a t6kebetegségekhez kapcsolddd tinetek kialakulasat, és ezaltal
hatékony biolégiai védekezési agens lehet a kapcsolédd patogén gombak széles
spektrumaval szemben. Az in planta és in vitro kisérletek soran megfigyelt hasonlo
eredmények alapjan feltételezhetjuk, hogy a gyakorlatban a C. rosea altal termelt
gombaellenes metabolitok fontosabb szerepet jatszanak a bioldgiai védekezés
eredményességében, mint maga a mikoparazitizmus. Ugyanakkor az utdbbi stratégia is
igéretes lehet hosszu tavon, amennyiben a C. rosea szisztemikus modon képes
kolonizalni a sz616t6kék fatestét.

5.4.2. Bacillus velezensis, a sz6l6 tokebetegségek bakterialis antagonistaja

Vizsgalataink soran egy potencialis biokontroll hatassal rendelkezd baktérium torzs
jellemzését végeztuk el, amelyet egy tunetmentes sz6l6tbke fas szoveteibbl izolaltuk, és
a P. chlamydospora elleni gombaodlé hatasa alapjan valasztottuk ki. A 16S rDNS, gyrA és
gyrB génszekvenciak alapjan az izolatum a Bacillus velezensis fajba tartozik. A
baktériummal, illetve annak fermentacidés szlrletébdl szarmazdé mintakkal végzett
konfrontaciés tesztek tovabbi novekedésgatlé és fungicid hatast mutattak ki a B.
dothidea, E. lata és D. ampelina kérokozdkkal szemben. A baktérium tenyészet
szurletének elemzése alapjan azizoldtum altal termelt gombaellenes hatéanyagok foként

nem észleltink karos hatast a sz6l6levél szovetein.
A B. velesensis biokontroll képességének elemzése

A 2022-ben tlinetmentes sz8l6t6kékrél Osszesen 57 baktériumtorzset izolaltunk. Az
izolatumok elézetes szlrése soran 10 torzset valasztottunk ki, melyhez a P
chlamydospora fajt valasztottuk elészlréként, mivel lassu ndvekedése alkalmassa teszi
az antagonista hatas gyors felismerésére, tovabba mivel ez a faj az Esca-betegség
komplex egyik legfontosabb és kdrokozéja (Bertsch és mtsai, 2013).

A kivalasztott 10 izolatumot in vitro konfrontacids teszteknek vetettik ala a
legjelentésebb tékebetegség gombak reprezentativ kérokozoéival szemben (40. abra),
melyek koézul a TKP3/1 térzs minden vizsgalt gombafajjal szemben jelent8s
novekedésgatlast mutatott.
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40. abra A kettbs tenyésztéses kisérletekben vizsgalt baktériumtorzsek GTD-kérokozé gombakkal szembeni atlagos
szdzalékos novekedésgatlasi értékei és a hozzajuk tartozo szorasok. A betlik a statisztikailag szignifikansan eltéré
adatcsoportokat jelélik (P < 0,05).

A kisérlet radialis novekedésgatlasi értékei (RG1%) valamivel alacsonyabbak voltak a B.
dothidea (28%) és a D. ampelina (23%) esetében, mig az E. lata és a P. chlamydospora
egyedeinek novekedését a TKP3/1 B. velesensis jelentés mértékben gatolta (65%, illetve
100%). A faj tOkebetegség korokozokkal szembeni antagonista hatasat korabbi
tanulmanyok in vitro (Boiu-Sicuia és mtsai, 2023; Bustamante és mtsai, 2022) és in planta
(Langa-Lomba és mtsai, 2023) kisérletekben is alatamasztottak. Bar ezenvizsgalatok mar
beszamoltak a B. velezensisnek a B. dothidea, E. lata és D. ampelina fajokkal szembeni
hatékonysagardl, tudomasunk szerint elészor vizsgaltuk a P. chlamydospora elleni
antagonista aktivitasat.

100

80
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-3

Bdo Ela Dam Pch
Fungal species tested

41. abra A GTD-kdrokozé gombafajok szazalékos ndvekedésgatlasi értékei a TKP3/1 torzs 50% v/v aranyu
tenyészetfiltratumanak (YG tapkozeg, 25 °C, 120 rpm, 3 nap) jelenlétében. A betlik a statisztikailag szignifikansan
eltéré adatcsoportokat jelolik (P < 0,05).

A B. velezensis t6kebetegség korokozdkkal szembeni antifungélis hatdsa elsésorban az
altala termelt és szekretalt metabolitokon alapul (Bustamante és mtsai, 2022).
Eredményeink, melyek a TKP3/1 izolatum tenyészetfiltratumanak t8kebetegség
kérokozdkra gyakorolt hatdsat vizsgaltak, melynek eredményeként TKP3/1 tenyészet 50%
(v/v) aranyu szlrletének jelenlétében végzett gombanodvekedésitesztek (41. abra) jelentds
novekedésgatlast mutattak.
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A tenyészetfiltratumot a ndvekedésgatlé hatdasan tul fungicid aktivitds szempontjabdl is
vizsgaltuk. Az eredmények azt mutattak, hogy valamennyi vizsgalt gombafaj esetében
jelentds mértékben csokkent a sejtek életképessége (42. abra). Ez az eredmény arra utal,

hogy a B. velezensis TKP3/1 torzs alkalmas lehet mar fert6zott sz6l6t6keék kezelésére is,
tehat potencidlis hatékonysaga nem korlatozédik kizarélag megeldz6 jellegli védekezésre.
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42. abra A TKP3/1 torzs tenyészetfiltratumaval (CF: YG tapkozeg, 25 °C, 120 rom, 3 nap) vagy desztillalt vizzel (DW)
végzett 6 oras kezelés hatasa a GTD korokozok micéliumanak fluoreszcin-diacetat hidrolizald képességére. A csillagok
a statisztikai kiilbnbségek szignifikanciajat jelolik (*P < 0,05, **P < 0,005, ***P < 0,0005, ****P < 0,0007).

A vizsgalt torzs altal termelt aktiv gombaellenes anyagok pontosabb jellemzése
érdekében a tenyészetfiltratum frakcionalasat, majd fungicid hatasvizsgalatat végeztiik
el, B. dothidea tesztorganizmus alkalmazasaval (43. abra).
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43. abra A TKP3/1 térzs tenyészetfiltratumanak kilonbo6zé frakcidival (YG tapkdzeg, 25 °C, 120 rpm, 3 nap) vagy
desztillalt vizzel (DW) végzett 6 dras kezelés hatasa a B. dothidea micélium fluoreszcein-diacetat hidrolizalo
képességére. Chl: kloroform kivonat; EtAc: etil-acetat kivonat; AS: ammaonium-szulfatos frakcio. Csillagok jelzik a
statisztikailag szignifikans ktilonbségeket (**P < 0,005).

A tenyészetfiltratum gombaodlé hatdsa megmaradt ammoénium-szulfattal torténd
kicsapas utan, valamint a kloroform- és etil-acetat kivonatokban egyarant. Az
ammonium-szulfattal torténd kicsapas eredménye arra utal, hogy a hatéanyag(ok)
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makromolekularis természetliek, mig szerves olddészerekben valé oldhatésaguk a
molekulak hidrofob jellegre utal.

Kettés tenyészetes vizsgalatok korabban ramutattak arra, hogy a B. velezensis
antagonista hatassal rendelkezik a botryosphaerias elhalasért felelés kérokozdkkal
szemben. A kérokozdk ellen mért RGI%-értékek 30-75% kozott valtoztak, mig a jelen
tanulmanyban vizsgalt TKP3/1 torzs 28%-o0s RGI-t mutatott B. dothidea-val szemben. A
korabban kézolt adatok szerint B. velezensis esetében E. lata ellen 75-80% RGI%-t mértek
(Boiu-Sicuia és mtsai, 2023), ezzel szemben a TKP3/1 torzsnél ez az érték csupan 25%
volt. Ugyanakkor a TKP3/1 torzs kiemelked6 hatékonysagot mutatott D. ampelina ellen
(56% RGI%), mig egy korabban vizsgalt torzs csak 20%-o0s gatlast eredményezett (Blundell
és mtsai, 2021). P. chlamydospora elleni antagonista hatasrél eddig nem allt
rendelkezésre irodalmi adat; a vizsgalt torzs 100%-o0s novekedésgatlast mutatott. A
biologiai védekezésre alkalmazott agensek alapvetd kovetelménye, hogy ne okozzanak
fitotoxikus karosodast a kezelt novényekben. Noha B. velezensis-t széles korben hatékony
biolégiai agensként ismerik el, bizonyos gazdandvényeknél fitopatogén viselkedést is
leirtak példaul 6szibarack (Zeng és mtsai, 2022) esetében. Potencidlis toxicitasanak
vizsgalatara a tenyészetfiltratumot sz6l6 levélkorongokon teszteltlik és 6 napos kezelés
utan sem észleltliink karos hatast.

Kovetkeztetések

Osszegzésként elmondhatd, hogy a jelen tanulmanyban bemutatott B. velezensis torzs
tulajdonsagai alapjan gyakorlati szempontbdl egy igéretes bioldgiai védekezési agens a
sz6l6t6kék farészeit fert6zd korokozok ellen. Mivel a torzset ugyanabbdl az okoldgiai
fulkébdl izolaltuk, mint a célzott kérokozékat, szabadfoldi korulmények kozott is képes
lehet elérni ezeket a gombakat. Az in vitro kettds tenyészetes és tenyészeftfiltratumra
alapozott vizsgalatok eredmeényei arra utalnak, hogy a torzs antagonisztikus aktivitasa kis
molekulatdmegU, kivalasztott lipoproteideken alapul, amelyek feltehet6en képesek a
sz6l6 edénynyalab-rendszerén keresztul szallitodni, ami lehetdvé teszi, hogy a hatékony
gatlas kozvetlen fizikai kontaktus nélkil is megvaldsuljon. A fitotoxicitasi vizsgalatok
alapjan ezek a kivalasztott molekuldk a sz6l6re nem mutatnak karos hatast. Noha a cél
kérokozok elleni hatékonysagat mutaté elézetes eredmények biztatéak, a feltételezés
megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatokra van szikség.

5.5. Atékebetegségek tjonnan leirt kérokozoéi

5.5.1. Kalmusia longispora

Az izolatum azonositasa és filogenetikai elemzése

Az egész Magyarorszagra kiterjed6 mintagydjtésunkbdl, Kékfrankos szdléfajtabol
szarmazo6 izolatumok kozul az egyik izolatum (T15142) ITS szekvenciaja alapjan nagyfoku
hasonlésagot mutatott a K. longispora torzsekkel a GenBank BLAST keresése soran. Az
ITS, LSU és TUB szekvencidinak filogenetikai elemzése alapjan a T15142 izolatum a
Didymosphaeriaceae csalad Kalmusia nemzetségébe sorolhatd és a legnagyobb

101



hasonldsagot a két K. longispora torzzsel mutatta. A molekularis filogenetikai elemzés
eredményei egyértelmien igazoljak, hogy a T15142 izolatum a K. longispora fajként
azonosithaté.

Az izolatum morfoldgiai jellemzése

Az izolatum részletesebb jellemzésére mikro- és makromorfolégiai vizsgalatokat
végeztunk. Telepei burgonya-dextréz-agaron, malatakivonat-agaron és zabpehely-agaron
fehérek voltak, ép széllel; vizes agaron halvanybarna szint és hullamos peremet
alakitottak ki. A T15142 konidiumai hengeres—ellipszoid alakuak, méretik 4,21 = 0,3 x
1,74 £ 0,72 pm. A konidiumképzd sejtek a felnyild piknidiumokban is megfigyelheték
voltak (44. abra).

44. abra A K. longispora T15142 izolatum kéthetes koldniai a) burgonyadextrdz, b) malatakivonat, c) zabpehely és d)
vizes agaron valamint e) konidiumképzé sejtjei és f) konidiumai

A K. longispora izolatumok patogenitasi vizsgalatai sz6l6n

A K. longispora torzsek patogenitasat mesterséges fert6zésekkel vizsgaltuk sz6l6n a CBS
824.84 és CBS 582.83 torzsek bevonasaval a vizsgalatokba. Mindharom tesztelt torzs
kilonb6z6 mértéki tliineteket okozott a hajtasokon.

CBS 824.84 CBS 582.83 T15142

45. abra V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon mesterséges fertézése K. longispora izolatumokkal.
(a-c) hajtasok az inokulédciot kbveté 21. napon, (d-f) vesszbk keresztmetszete az inokulaciot kévets 90. napon (g—i)
dugvanyok keresztmetszete az inokuldciét kéveté 80. napon
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Az Osszes fert6zott dugvany keresztmetszetében radialis nekrézis figyelheté meg (45 G -
I. abra). Ez a tinet sokkal kifejezettebb volt a CBS 824.84 (45 G. abra) és a T15142 (45 1.
abra) esetében, mig a CBS 582.83 csak enyhe elszinez6dést okozott (45 H. abra). Az
Osszes tesztelt torzset rendszeresen vissza tudtuk izolalni a kulonb6z6 inokulalt
novényrészekbol.

A K. longispora izolatumok exoenzim-termelése

Az emésztd exoenzimek vizsgalata kulonbségeket mutatott a vizsgalt K. longispora
torzsek kozott (46. abra). Minden torzs hasonldéan nagy tisztuldsi zonat hozott létre a
cellulézt jelz6 taptalajon. Pektinaz-indikator taptalajon minden torzs korul nagyon
halvany hidrolitikus zéna volt lathaté. Keményitét tartalmazé taptalaj Lugol-festése
alapjan egyik torzs sem termelt amilazt, amit a koléniak koral hidnyzdé sargas zéna jelzett.
Guajakollal kiegészitett taptalajon a T15142 izolatum széles vorosesbarna udvarral volt
korulvéve, ami magas lakkazaktivitasra utalt. Ez a z6na a CBS 824.84 esetében halvany és
keskeny volt, mig a CBS 582.83 esetében teljesen hianyzott.

CBS 824.84 CBS 582.83 T15142 CBS 824.84 CBS 582.83

@ & o

_T15142

cellulase

&

pectinase

46. abra A K. longispora izolatumok exoenzim-termelése indikatortaptalajokon.
A CBS 824.84 (a,d,g,j), CBS 582.83 (b,e,h,k) és T15142 (c,f,i,|) térzsek ndvekedése cellulazokat (a—c), pektinazokat (d—
f), amilazokat (g-i) €s lakkdzokat (j-l) kimutatd indikatortaptalajokon.
A felvételek az inkubdciot kévetd 11. (a—i) vagy 6. napon (j-l), 25 °C-on készliltek.

A folyadékkulturakban, spektrofotometrias maddszerekkel mért exoenzim-aktivitasok
0sszhangban voltak az indikatortaptalajokon kapott eredményekkel (47. abra). A mért
cellulaz-aktivitas magasnak bizonyult, és a torzsek kozott kismértékd, de szignifikans
kildnbséget mutatott (47 A. abra). A pektinaz-aktivitasok nagyon alacsonyak voltak, a
vizsgalt torzsek k6zott nem mutatkozott kiildnbség (47 B. abra).

A legmagasabb lakkaz-aktivitast a T15142 torzs tenyészet-szlrletében mértik; ezt
valamivel alacsonyabb érték kovette a CBS 824.84 esetében. A CBS 582.83 4ltal termelt
lakkaz-aktivitas 45-szor alacsonyabb volt a T15142-ho6z, és 30-szor alacsonyabb a CBS
824.84-hez képest (47 C. abra).
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47. abra A K. longispora izolatumok exoenzim-termelése folyadékkultdrékban.
A cellulaz- (a), pektinaz- (b) és lakkaz- (c) aktivitas a CBS 824.84, CBS 582.83 és T15142 torzsek esetében, amelyeket
minimal folyadéktaptalajon tenyésztettiink 7 napon &at, 25 °C-on, 180 rom razassal.
GE: a felszabaduld redukalé cukrok gliikéz-egyenértéke.

Kovetkeztetések

Harom, filogenetikailag tavoli gazdarél szarmazo K. longispora torzset vizsgaltunk, ami
arra utal, hogy a faj altalanos jelleggel tarsulhat noévényekhez, ugyanakkor kordabban nem
volt bizonyitott kapcsolata konkrét novénybetegséggel. Kisérleteinkben a gomba okozott
tlneteket sz6lében, ugyanakkor torzsszinten erdésen eltérd virulenciat mutatott. Az in
planta novekedés a torzsek kozott hasonld volt és nem korrelalt a virulenciaval, ami
gazdafuggd életmddra és eltérd virulenciafaktor-szintekre utal. Enzimaktivitasban
mindharom torzs erés cellulaz-, gyenge pektinaz- aktivitast mutatott, mikdézben a lakkaz
szekréciod torzsspecifikusan valtozott és 6sszhangban allt a tliinetekkel (T15142 magas,
CBS 824.84 mérsékelt, CBS 582.83 minimalis). Els6ként igazoltuk, hogy a K. longispora
képes vaszkularis nekrézist okozni a sz6l6ben, és ramutattunk a lakkazok lehetséges,
tinetképz6désben betoltdtt szerepére is.

5.5.2. Neofabraea kienholzii

Az izolatumok azonositasa és filogenetikai elemzése

Az egész Magyarorszagra kiterjedd mintagydjtésinkbél két izolatumot emeltunk ki,
amelyek telepmorfolégidja hasonlitott a Neofabraea fajokéhoz, olyan tbékebetegség
tuneteket mutatd sz6l6kbol, amelyekben levél-elszinez8dés és fas szoveti nekrozis volt
megfigyelhetd. A T15377 torzset egy 13 éves Chardonnay t6kérél izolaltuk a Neszmélyi
borvidékr6l és a T15671 torzset egy 14 éves Kékfrankos t6keérdl izolaltuk az Egri
borvidékrél. Mindkét torzset a CBS-KNAW Torzsgyljteményben (Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute, Hollandia) helyeztik el.

A multilokuszos filogenetikai analizis alapjan a két magyarorszagi izolatum (T15377 és
T15671) a Neofabraea nemzetségbe tartozott, és jol alatamasztott kladot alkottak a N.
kienholzii térzsekkel. A molekularis filogenetikai analizisek eredményei egyértelmien
igazoltak, hogy a kétizolatum a N. kienholzii fajhoz tartozik.
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Az izolatumok morfolégiai jellemzése

Atenyésztésikisérletek soran a két torzs ndvekedési uteme tobb taptalajon szignifikansan
kildonbozott. A koldénidk szine és szerkezete taptalajtél fluggben valtozott, burgonya
dextréz agron lazac- vagy krémszin(i, fehér sugaras micéliummal boritott telepek
alakultak ki, kozépen szurkés légmicéliummal és hulldmos szegéllyel, malatakivonat
agaron hasonld morfoldgia volt megfigyelhetd, de sima széllel, mig zabpehely agaron a
koloniak sargas, viaszos megjelenésliek voltak, vizes agaron pedig krémszinlek, és
mindkét esetben hidnyzott a gyapjas micélium. Sporulacié csak zabpehely agaron indult
meg, a 14. napon. A mikrospdrak egysejt(i, megnyult-ellipszoid alaku, enyhén vagy
er6sebben hajlott konidiumok voltak (48 B. abra). Ezek kissé nagyobbnak bizonyultak,
mint amit korabbi vizsgalatok leirtak (Wenneker és mtsai, 2017). Ritkdbban
makrokonidiumok is képzédtek, amelyek szintén egysejtliek, ellipszoid alakuak, néha
gyengén hajlottak voltak (48 C. abra). Az OA-n tenyésztett telepek konidiumtarto sejtjei jol
lathatéan makrokonidiumokat hoztak létre (48 A. abra).

5]
4
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48. abra Makro- és mikrosporak képzédése két Neofabraea kienholzii izolatumon, OA-n indukalva.
a) a T15377 térzs konidiumtartd sejtjei. b) A T15377 térzs mikrosporai.
c) Kompozit felvétel a T15377 és T15671 torzsek makrosporairél. Méretarany: 10 um.

Az izolatumok patogenitasi vizsgalatai sz6l6n

A patogenitasi vizsgalatok alatamasztottak a két izolatum virulenciajat. Fiatal hajtasokon
fehér micéliumtomeg jelent meg (49. abra), az egyéves vesszOk keresztmetszetében
barna szallitoszovet-elszinez6dés volt lathato (49 B - D. abra), a cserepes tékékben pedig
az inokulacio helye korul jelentkezett barna elszinezédés (49 C. abra).

a b c d

49. abra N. kienholzii izolatumokkal inokulalt sz6l6. a) Fiatal hajtas fertézése 14 nappal inokulacio utan, fehér
micéliumtémeggel. b, d) Egyéves vesszd gydgyult sebe a micéliumkorong eltdvolitasa utan, valamint
keresztmetszetben lathaté barna szallitészévet-elszinez6dés (nyilakkal jeldlve). c) Cserepes sz6l6téke fertézése.
A tiinetek sotét szallitoszovet-elszinez6désként jelentkeztek az inokulacios pont kortil. e) N. kienholzii izolatum
sz6léfabol, PDA taptalajon névekedve.
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Az inokulalt novényekbdl sikerllt visszaizolalni a N. kienholzii-t (49 E. abra), amely ITS-
szekvencidja megegyezett a kiindulasi torzsekével. A kontrollndévények ezzel szemben
tunetmentesek maradtak.

A Neofabrea nemzetség patogén tulajdonsagai

A Neofabraea nemzetség egy taxondmiailag kihivast jelent6 csoport, amely jelenleg nyolc
fajt foglal magaban, eltéré6 gazdanovény preferencidkkal. Az elséként leirt faj a N.
malicorticis az alma antraknézisanak kérokozéjaként kerllt azonositasra (Jackson, 1913).
1939-ben N. populi (jelenlegi neve: N. krawtzewii; Verkley, 1999) izolalasa és jellemzése
tortént nyarfarél szarmazé rakos elvaltozasokbdl, amelyet késébb Dél-Finnorszagban is
kimutattak nyarfan (Kasanen és mtsai, 2002). Kés6bb mas gombapatogének is leirasra
kerultek, amelyek éveld rakot, valamint alma- és korteféléken ,bull’s eye rot”-ot okoznak.
Ezek a taxonok filogenetikai kapcsolatat De Jong és mtsai (2001) tisztaztak elészor, és
kimutattak a N. malicorticis, N. perennans, N. alba valamint egy meghatarozatlan
Neofabraea faj létezését.

A természetes éléhelyeket tekintve a Neofabraea fajokat talaj-DNS-szekvencidkban is
kimutattak, trépusi erd6kben Vietnamban és Madagaszkaron (Tedersoo és mtsai, 2014),
valamint xeroterm tolgyesekben Magyarorszagon is (Geml, 2019), utébbi éghajlati
szempontbol kedvezd a sz6létermesztéshez. Az Esca kérokozdinak feltarasat célzé
vizsgalatban Hofstetter és mtsai (2012) négy N. malicorticis izolatumot mutattak ki
egészséges sz6l6t6kékbdl, bar a GTD-khez vald kapcsolatot nem igazoltak.

Mindeddig a N. kienholzii-rél ismert volt, hogy alman és kortén ,,bull’s eye rot”-ot és
agelhalassal jaro rakos elvaltozasokat okoz (Wenneker és mtsai, 2017), és nemrégiben
japan babéron (Aucuba japonica) is kimutattak (Chen és mtsai, 2016). Bar Baranek és
mtsai (2018) egyetlen N. kienholzii izolatumrol szamoltak be sz6l6bbl, ahhoz nem tarsult
szekvenciaadat, és a t6kebetegségekhez valé kapcsolédas sem volt igazolhatd.
Kovetkeztetések

Vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a N. kienholzii képes megfertézni a sz6l6t, és barna
szallitészovet-elszinez6dést okoz a vessz8kben, ami tipikus tékebetegség tiinet. Ez az
eredmény alatamasztja azt a hipotézist, miszerint az alma- és kortefak, amelyekben
elhalasos tlneteket okozé gombak élnek, potencidlis inokulumforrasai lehetnek a sz6l6
tékebetegségeinek. Tovabba Gramaje és mtsai (2016) ramutattak, hogy a
tOkebetegségekkel 6sszefliggd gombak mas fas ndvényeket is megfertézhetnek, példaul
almatermés(ieket, csonthéjasokat, di6féléket és olajfat is.

Mivel a N. kienholzii mar jelent6s karokat okoz alman és kortén, idével a
sz6l6termesztésben is egyre nagyobb figyelmet kaphat. E gombanemzetség sz6lében
torténé elsé igazolt korokozdi eléfordulasaval vizsgalataink hozzajarulnak a
t6kebetegségek Osszetett problémajanak jobb megértéséhez.
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5.5.3. Dothiorella omnivora

Az izolatumok azonositasa és filogenetikai elemzése

Kiterjedt mintagyUjtéstinkbdél szarmazoé izolatumok feldolgozasa soran két izolatum ITS-
szekvencidja teljes mértékben megegyezett a D. omnivora szekvenciaival. Mivel a D.
omnivora egy viszonylag Ujonnan leirt faj, amelyet tobbek kdzott mogyord, did, kéris és
mas, nem kozeli rokonsagban allé fas novények kérokozdjaként irtak le, és a vilagon
minddssze egyetlen, sz6l6bdl izolalt torzsét ismerték korabban, amelyet Ausztraliaban
irtak le (Linaldeddu és mtsai, 2016), indokoltnak lattuk a két izolatum alaposabb
vizsgalatat. A filogenetikai elemzés meger@sitette az M7 és M38 torzsek azonositasat. A
két torzs egyutt jelent meg a D. omnivora ex-holotipusat képviselé CBS140349 torzzsel,
amelyet mogyordbdl izolaltak, valamint az Ausztraliaban sz6l6bél izolalt DAR78991
torzzsel, amelyet késébb D. omnivora-ként azonositottak (Linaldeddu és mtsai, 2016).

Az izolatumok morfolégiai jellemzése

Mindkét torzs fert6zte a sz616t (Kékfrankos) a patogenitasi tesztek soran. Az oltast kovetd
harom hét elteltével minden gombakulturaval oltott hajtason 2-3,5 cm hosszu, a sebtél
felfelé és lefelé egyarant terjed6 elvaltozasok jelentek meg. A kontroll ndvényeken nem
jelentkeztek tlinetek. A kdrokozét Ujra izolaltuk, és a harom izolatumbdl meghatarozott
ITS-szekvencidk megegyeztek a korabban meghatarozottakkal.

Kovetkeztetések

Tudomasunk szerint ez az elsé eurdépai beszamolé D. omnivora-rél sz8l6bél, és
t6kebetegségekhez kapcsoléddan. Az ismert eurdpai D. omnivora torzsek tobbsége tobb
mas fajbol szarmazik (Linaldeddu és mtsai, 2016). Eddig mindossze egyetlen D. omnivora
torzset izolaltak sz8l6b6l, Ausztralidban (Pitt és mtsai, 2010) Mas, kiterjedt GTD-
felmérések (Carlucci és mtsai, 2015) nem azonositottak ezt a fajt széléultetvényekben.
Ez arra utalhat, hogy a D. omnivora nem szamit jelent8s sz6l6kérokozénak. Ugyanakkor
ahogy az el6z6ekben is idéztlk, tobb tékebetegség kérokozé mandula-, pisztacia-, di6- és
mas Ultetvényekben is betegséget okoz; igy feltételezhet6, hogy ugyanazon gombafajok a
sz6léultetvények, didultetvények €és mas fas kulturak termelékenységét is
befolyasolhatjak (Gramaje és mtsai, 2016). Bar még kevéssé tanulmanyozott, a D.
omnivora valészin(ileg e fajok kozé tartozik, amelyek széles gazdaspektrumu, kulonbozé
fas novénykulturakban fordulnak elé.

5.5.4. Diaporthe hungariae
A vizsgalat célja
Tobb eurdpai orszagban és lzraelben Diaporthe torzsek izolalasara céljabél sz6lédmintak
kerlltek begydjtésre. A vizsgalat célja a torzsek teljes kord jellemzése volt, amelyet a
modern taxondmiai elveknek megfeleléen morfoldgiai bélyegek és tobbgénes

filogenetikai elemzések kombinaciéjaval kerllt végrehajtasra. A vizsgalat célkitlizései
kozé tartozott a kiterjedt mintavétel sz6ldultetvényekbdl, a gyljtott Diaporthe izolatumok
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laboratoriumi  tenyésztése, valamint ezek DNS-szekvencia-analizise morfolégiai
vizsgalatokkal kiegészitve. Tovabbi célkitlizés volt az eredmények Osszevetése a
nemzetségre vonatkozo korabbi filogenetikai kutatdsok adataival, tovabba a Diaporthe
torzsek patogenitasanak értékelése.

Uj tékebetegséghez kapcsolédo faj leirasa

Diaporthe hungariae - Guarnaccia, Armengol & Vaczy, sp. nov. MycoBank MB823247
(Guarnaccia és mtsai, 2018).

Etimologiaja

A fajnév Magyarorszagra utal, ahonnan a tipusizolatum szarmazik (latinul: Hungaria).
Morfologiaja

A tenyészetben képz6dd konidiumtarté termétestek (konidiomak) piknidiumtipusuak,
gombolydedek vagy szabalytalan alakuak, maganyosan vagy csoportosan helyezkednek
el. Malatakivonat agaron (MEA), burgonya-dextréz agaron (PDA) és zabpehely agaron (OA)
mélyen beagyazédnak, attorik a felszint, szinik sotétbarna—fekete, atmérdjik 150-650
pm. Az ostiolumokon keresztlil fehéresen attetsz6tél krémszinlig terjedd, nyalkas
konidiumtomeget vagy cseppeket uritenek. A konidiéforok szintelenek, sima faluak,
hegyes véglek, szeptum nélklliek; tomott telepekben allo, hengeres, egyenes struktirak
(5-25 x 1-3,5 pm). A konidiumtarté sejtek (fidlidok) szintelenek, terminalis
elhelyezkedésliek, hengeresek, a csucs felé enyhén elkeskenyedék (6-9 x 1-2 um).
Parafizisek nem figyelhet6k meg. Az alfa-konidiumok rendszeresen képz6édnek; orsé
alakuak, attetszék, ritkdn enyhén hajlottak, csucsuk hegyesen lekerekitett, alapjuk tompa
vagy kozel csonkolt, egy- vagy tobb olajcseppet tartalmaznak, szeptum nélkuliek.
Méretik 9,516 x 2-3,5 upm; 4atlag * széras = 11,7 = 1,4 x 26 = 0,4 pm;
hosszUsag/szélesség-arany: 4,5. béta- és gamma-konidiumok nem fordultak elé. A
telepek burgonya-dextréz agaron (PDA), malatakivonat agaron (MEA) és zabpehely agaron
(OA) fehérek, ép szélliek; vizes agaron (WA) halvanybarna szint és hullamos peremet
alakitanak ki.

50. abra Diaporthe hungariae (CBS 143353 a—c. Telepek MEA-, PDA- és OA-taptalajon, sorrendben; d. konidiumtartd
termétestek sporuldcidja fenyétiin; e. konidiumtarté sejtek. Méretarany = 10 um.
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Tenyészeti jellemzéi

Atelepek 21°C-on 15 nap alatt teljesen befedik a taptalaj felszinét. Amicélium a felszinen
lapos, tomott, nemezes allomanyud. Malatakivonat agaron (MEA), burgonya-dextrdz
agaron (PDA) a telep kezdetben fehér, majd halvanybarnatdl szurkéig valtozik. Zabpehely
agaron (OA) krémszint6l sotétbarnaig terjed, szektoros megjelenésil, és bbséges
konidiumtarté képzédményeket hoz. A telepek fonakja malatakivonat agaron (MEA),
burgonya-dextréz agaron (PDA) vilagosbarna-krémszinl, mig zabpehely taptalajon
sotétbarna (50. abra).

Szarmazasa

Magyarorszag, V. vinifera torzsébdél, 2014-ben gyljtve, K.Z. Vaczy (CBS H-23239 -
holotipus; CBS 143353 = CPC 30130 - ex-tipus kultlra); ugyanonnan, V. vinifera torzsébél,
2014. augusztus 28-an, K.Z. Vaczy (CBS 143354 = CPC 30142).

Patogenitasi vizsgalatok eredményei

21 nap elteltével valamennyi Diaporthe izolatum nekrdézisos elvaltozasokat idézett elé a
beoltott szél6hajtasokon, kivéve a D. bohemiae torzseket, és a gombak sikeresen
visszaizolalhatdék voltak. A beoltdsi helyeknek megfeleléen kéregrakok és belsd
elszinez6dések alakultak ki. A kontrollhajtasokon nem jelentkeztek tiinetek. El6zetesen
kilonbségek voltak megfigyelheték az izolatumok agresszivitasa, valamint a sz6l6
fogékonysaga kozott: a D. hispaniae és a D. hungariae nagyobb kéregrakokat és
nekrdzisos elvaltozasokat okozott, mint a D. baccae és a D. celeris, mig a D. bohemiae
esetében nem mutatkoztak tinetek.

Kovetkeztetések

A D. hungariae Magyarorszagon és Spanyolorszagban gy(ijtott sz6l6 mintakbol kerdlt
izolalasra. A faj leirdsahoz két magyar izolatumot hasznaltunk fel. Osszesen hat térzs
képviseli ezt a taxont, amelyek egy jol tamogatott kladba rendez6édnek, és a D. ampelina-
hoz allnak a legkdzelebb a tub2 gén szekvencidja alapjan (93 % hasonlésag).
Filogenetikailag kdzeli, de jol elkulontla D. hispaniae-tol, amellyel a tub2 génben 53 fixalt
allélikus eltérés valasztja el. Morfolégiailag a D. hungariae kiilonbozik a D. ampelina-tél
nagyobb konidiumtarté termétesteivel, hosszabb alfa-konidiumaival, valamint a béta-
konidiumok hianyaval, amelyek rendszerint jelen vannak mind a D. ampelina, mind pedig
a D. hispaniae esetében (Gomes és mtsai, 2013).

5.5.5. Seimatosporium vitis

A kiterjedt mintagy(jtésbél szarmazd izolatumok vizsgalata soran négy S. vitis torzset
sikerllt azonositani, amelyeket Magyarorszagon, Maklaron, 30 éves Pinot Gris sz6l6t68kék
torzsébbl nyertiink. E torzsek ITS-szekvencidi teljes mértékben megegyeztek az
Olaszorszagban, V. vinifera elhalt hajtasaibdl leirt S. vitis (GenBank: KR920363;
Senanayake és mtsai, 2015), valamint az Iranban, Vitis sp. elhalt agaibdl izolalt
Seimatosporium sp. (KU162941) szekvenciajaval, tovabba 99%-os hasonldsagot
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mutattak tobb rokon faj ITS-szekvencidjaval. Ennek alapjan a négy magyarorszagi
izolatumot elézetesen S. vitis-ként azonositottuk. A sporulacio kivaltasara a torzseket
feny6t agar tartalmu taptalajra oltottuk, azonban konidiumképzés nem kodvetkezett be.

A torzsek kozil ketté patogenitasat 1,5 éves cserepes sz6l6t6kék 5 hdnapos hajtasain
vizsgaltuk. A beoltast koveté harom hét elteltével minden, S. vitis-szel fert6zott hajtason
2-3,5 cm hosszusagu nekrozis alakult ki, amely a sebzés helyétél felfelé és lefelé egyarant
kiterjedt. A koérokozoét a tlnetes szovetbdl visszaizolaltuk, és a harom izolatumbodl
meghatarozott ITS-szekvencidk azonosnak bizonyultak a korabban kapott adatokkal.
Tudomasunk szerint ez az els6 kozlés, amely patogén S. vitis torzsek sz6l6bbl torténd
izolalasat igazolja GTD-tlinetekkel 0sszefliggésben, nemcsak Magyarorszagon, hanem
vilagszerte.
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6. OSSZEFOGLALAS

A B. cinerea a szurkerothadas koérokozdjaként vilagszerte jelentds gazdasagi
veszteségeket okoz szamos kulturnévényben, koztik a sz6lében is, amelyet csekély
mértékben, a nemesrothadas eredményezte aszuborok boraszati jelentésége
ellensudlyoz. A két rothadasi forma mogott meghuzodd molekularis és biokémiai
mechanizmusok, valamint a folyamatokban részt vevé gének szerepe azonban
mindeddig csak részben feltart, a nemesrothadas bioldgiai hattere pedig szinte
ismeretlen volt.

Eredményeink alapjan a B. cinerea nemesrothadas soran olyan génkészletet aktival,
amely egyarant tamogatja a bogyohéj kolonizacidjaban és a gombaval szembeni
dominancidjaban. A nemesrothadas specifikus génexpresszidja magyarazza a cukor- és
fehérjetartalom emelkedését, valamint az olyan aromatikus metabolitok megjelenését,
amelyek meghatarozzak a botritiszes borok érzékszervi tulajdonsagait. Ezzel szemben a
szUrkerothadas soran alacsonyabb metabolikus aktivitdas figyelhetd meg, a
génexpresszié pedig els@sorban a novényi védekezési valaszok kijatszasat és a fitotoxin-
termelést szolgalja. Kimutattuk, hogy a szlireti idépont befolyasolja a génexpresszios
mintazatokat, ami gyakorlati szempontbdl a nemesrothadas optimalis szureti idépont
valasztasat segiti.

Elemzéseink megerdsitették, hogy nem csupan a B. cinerea, hanem mas fonalas gombak
és élesztbk is aktiv részesei a nemesrothadas kialakulasanak. Az A. alternata, E. nigrum,
A. pullulans és R. graminis fajok génexpresszids profiljai arra utalnak, hogy ezek a
mikroorganizmusok a nemesrothadas soran joval aktivabb metabolikus muikddést
mutatnak, hozzajarulva a sz6l6bogydk szerkezeti és biokémiai atalakulasaihoz, valamint
az aroma- és savprofil kialakitasahoz. Ez ramutat a mikrobakozosségek szerepére és a
mikroba—-mikroba interakcioknak a fontossagara, amelyek kozvetett mddon jelentés
hatdssal vannak a bordszatok szamara oly értékes nemesrothadas folyamatara.

A funkcionalis génkifejez6dési mintazatok vizsgalata soran feltartuk a mikrobak kozotti
kélcsbnhatasokat is, amelyek a sz6l6bogyd felszinén formaldodoé komplex kdézosségek
dinamikajat alakitjak. A B. cinerea szurkerothadasra jellemz6 gazdaspecifikus génjei
egyértelmien alatamasztjak, hogy a kérokozd a rothadasi folyamat elsédleges kivalté
agensének tekinthetd. A nemesrothadas kezdeti fazisai bar nagymérték( hasonlésagot
mutatnak a szurkerothadassal, de a teljesen kifejlé6dott allapotaban mar egyértelmUen
elkalonithetéve valik, amit a gyengébb védekezésivalaszok és a szekunder metabolizmus
intenziv mikodése jellemez. Ezzel cafoltuk azt a korabbi elképzelést, miszerint a
nemesrothadas bioldgiailag inaktiv nekrotikus allapotot jelentene, hiszen szamos aktiv
élettani folyamat kimutathatd, amelyek azonban a bogydk éréséhez és nem a szél6
védekezéséhez kapcsolddnak.

A sz6l6 védekezési mechanizmusainak feltérképezése azt mutatta, hogy a
legerdteljesebb valaszreakcidk a szlurkerothadas soran lépnek fel, ugyanakkor ezek kis
hatékonysaguak, mivel a gomba nekrotréf életmaodjabél fakadé virulenciafaktorok segitik
a gomba térnyerését. Ez alatamasztja a B. cinerea kettds, biotréf és nekrotrof életmaéd
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kozotti valtakozasat, amely Uj megkozelitési lehetéségeket kinalva a gyakorlati
novényvédelmi és a sz6lészeti technoldgiak fejlesztése szamara.

Kisérleteinkben el&szor igazoltuk a szlireti hénapok hatasat a B. cinerea
micéliumnovekedésére és morfoldgiai valtozatossadgara, amely szoros dOsszefliggést
mutatott a botritiszes fert6zés Utemével. Az évjarati hatasok és a szureti hdnapok tehat
kozvetlenul befolyasoljak a nemesrothadas el6forduldsat és mindségét. A botritizacié
kezdetét szemmel lathatd texturavaltozasok, késbbbi fazisait pedig a borminéség
szempontjabél meghatarozé kémiai atalakulasok jellemzik. A transzkriptomikai
elemzések szerint a B. cinerea génexpresszidos mintazatai négy egymast kovetd
nemesrothadasos fazisban jol nyomon koévetheték, és féként a korai szakaszokban
jatszanak szerepet a sz6l6bogydk texturalis valtozasaiban.

A nemesrothadasos folyamatban a bogyohéj lebomlasa és a bogydkeménység
csOkkenése fontos minéségi indikator. A gomba sikeressége részben annak kdszénhetd,
hogy olyan géneket fejez ki, amelyek a kornyezeti dominanciat szolgaljak, példaul a
szulfat-hasznositds képességét vagy antimikrobidlis anyagok termelését. A
metatranszkriptomikai vizsgalatok emellett ravilagitottak, hogy a B. cinerea mellett mas
fonalas gombak és éleszték is meghatarozéak az aromaanyagok, prekurzorok,
antioxidansok és detoxifikacios vegyuletek szintézisében. Az aromas aminosavak és
szarmazékaik, a glutation-eredetl vegylletek, a lipidszarmazékok, valamint a terpének
mind kozponti szerepet jatszanak a bor illat- és izprofiljanak kialakitasaban, mig a
szénhidrat- és citratciklushoz kotheté enzimek a vajassagért, a sav-bazis egyensulyért és
a szinstabilitasért felelnek. Eredményeink alapjan az aszu és egyéb botritiszes borok
jellegzetes érzékszervitulajdonsagai nem kizardlag a B. cinerea tevékenységébdl, hanem
a bogyon kialakuld mikrobialis kozosség egészének funkcionalis aktivitasaboél fakadnak.
Kutatasaink masik nagyobb teruletét a sz6l6 tékebetegségeivel 6sszefuggésbe hozhatd
kérokozok elemzése, kozosségi Osszetételének és szerepének felderitése jelentette.
Kimutattuk, hogy a téke egyes részei k6zo6tt a mikrobialis kulonbségek nagyobbak, mint
az egyedek kozott vagy egészségi allapotok alapjan, valamint azt is, hogy a tinetmentes,
és az Esca-tlinetes sz6l6t6kék gombakozosségei kozott nincs szignifikans eltérés. Ez arra
utal, hogy az Esca-kérokozok a ,magmikrobiom” részét képezik, alapvetéen latens
endofitonok vagy szaprotréfok, amelyek opportunista patogénként jelennek meg stressz
hatas esetén. Az abiotikus tényezék, klildndsen a kornyezet hatasai donté jelentdségliek
a betegség kialakulasaban.

Megallapitottuk tovabba, hogy olyan fajok, amelyeket korabban a mikrobiom hasznos
tagjainak tartottak, el6segithetik a betegség kialakulasat. Az A. pullulans egyes torzsei
poliszacharid-termeléstk révén, mig a P. chlamydospora kérokozd volta mellett
specifikus fehérjeexpresszidja altal jarul hozza az Esca tlneteinek kialakulasahoz. A két
faj kozotti szinergikus hatas és kozvetlen kolcsonhatas tovabb fokozhatja a betegség
sulyossagat.

Biolégiai védekezési lehetfségeink vizsgalata soran a C. rosea hatékonysagat igazoltuk
szamos tékebetegség koérokozéval szemben, amely antagonista tulajdonsagait
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antibiotikus metabolitok és mikoparazita képességek egyarant biztositjak. Kisérleteink
szerint talajba juttatasa gatolhatja a tlnetek kialakulasat, igy igéretes bioldgiai
védekezési agens lehet. Hasonloképpen a B. velezensis egyes torzsei is jelentés
potenciallal birnak, antagonisztikus aktivitasuk kis molekulatomeg( lipoproteideken
alapul, amelyek fitotoxikus hatast nem mutattak, és kozvetlen érintkezés nélkil is
képesek gatolni a kdrokozék szaporodasat.

Eredményeink kozott Uj koérokozo fajok azonositasa, kérokozoé tulajdonsaguk feltarasa és
Uj faj leirasa is szerepel. Els6ként igazoltuk, hogy a K. longispora képes vaszkularis
nekrozist eléidézni sz6lében, és ramutattunk a lakkaz enzimek tunetképzédésben
betoltott szerepére. Megallapitottuk, hogy a N. kienholzii képes fertézni a sz6lét,
szallitdszovet elhaldst okozva. Els6 alkalommal szamoltunk be Eurépaban a D. omnivora
és a S. vitis jelenlétérdl sz6l6bbl, amelyek ugyanakkor jelenlegi ismereteink szerint nem
domindns kérokozéi a tékebetegségeknek. Uj fajként irtuk le a D. hungariae-t, amelyet a
sz06l6 botrioszférias betegségeihez kapcsolddo kérokozoként azonositottunk.
Kutatasaink Uj megvilagitasba helyezték elsésorban a nemesrothadds, de a
szlUrkerothadas molekularis és Okoldgiai hatterét és feltartdk a mikrobak6zosségek
szerepét a borok egyedi érzékszervi profiljanak kialakitdsaban. A t6kebetegségek
tertletén elért eredmények hozzajarulnak a betegségek etioldgiajanak jobb
megértéséhez, az Ujonnan azonositott fajok és bioldgiai védekezési lehetbéségek pedig
alapot teremtenek a fenntarthatdébb szélétermesztési és novényvédelmi stratégiak
kidolgozasahoz.
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7. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

1.
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A Botrytis cinerea génexpresszids €s metabolikus profiljanak elemzésével
els6ként mutattuk ki, hogy a szlrke- és nemesrothadéas folyamatai eltéréek. A
nemesrothadas soran a gomba metabolikusan aktivabb, a bogyohéj kolonizaciojat
és aromaképz6 folyamatokat tamogatd géneket fejez ki, mig szurkerothadasban
foként a novényi védekezés kijatszasat és fitotoxin-termelést szolgalé gének
dominalnak.

Metatranszkriptomikai adatok alapjan feltartuk, hogy a Botrytis cinerea mellett
mas fonalas gombak (Alternaria alternata, Epicoccum nigrum) és éleszték
(Aureobasidium pullulans, Rhodotorula graminis) is aktiv génexpresszios szerepli
a nemesrothadasnak, hozzajarulva a bogyodk fizikai-kémiai atalakulasaihoz, mig a
szurkerothadasban féként a B. cinerea gazda-korokozd kolcsonhatasi génjei
dominalnak.

Els6ként mutattuk ki, hogy a sz6l6 génexpresszids profilja eltér a nemesrothadas
és a szUrkerothadas soran, mivel a nemesrothadas sordn a noévényi védekezés
génjei visszaszorulnak, és sokrétli anyagcsere-folyamatok dominalnak, mig a
szlrkerothadasban er6teljes, de hatastalan védekezési valaszok aktivalédnak a
Botrytis cinerea nekrotrof életmoddvaltasa kovetkeztében.

Haroméves adatsorunk igazolta, hogy a szureti hénapok és az évjarathatas
jelent8sen befolyasoljak a Botrytis cinerea micéliumnovekedését és morfolégiai
tipusainak eloszlasat, amelyek szoros O0sszefliggést mutatnak a nemesrothadas
el6fordulasaval.

A nemesrothadas soran a sz6l6bogydk fizikai, kémiai és mikrobialis tulajdonsagai
jol  meghatarozhatod, fazisonként eltér§ valtozasokon mennek keresztul.
Meghataroztuk az aszuszem tudomanyos definicidjat és javaslatot fogalmaztunk
meg a sz6l6fajta és a megfeleld szureti id6pont kivalasztasara.

A Botrytis cinerea funkcionalis génexpresszidja a nemesrothadas korai
szakaszaban ugrasszerlien fokozédik, els6sorban a sejtfal-bontd enzimek,
fehérje- és szénhidrat-anyagcsere, valamint kén- és masodlagos metabolit
Utvonalak aktivalasa révén, amelyek kdzvetlentl hozzajarulnak a bogydk texturalis
és biokémiai atalakulasaihoz és a gomba dominanciajahoz.

Bizonyitottuk, hogy a Botrytis cinerea mellett a nemesrothadashoz tarsulo tovabbi
fonalas gombdk és éleszték is aktivan hozzajarulnak az aroma- és
aromaeldvegyuletek képz6déséhez, kilondsen a nemesrothadas késoi fazisaiban,
és meghatarozéak a botritiszes borok egyedi érzékszervi profiljanak
kialakulasaban.

Igazoltuk, hogy a kérokozé gombaék a sz6l6 ,,magmikrobiomjanak” részét képezik,
mivel a sz6l6hoz tarsuld korokozé gombakdzosségek dsszetételbeli kulonbségei
joval nagyobbak a tékén beluli kulonb6z6 mikroéléhelyek (talaj, kéreg, éveld
faanyag) kozott, mint az egészséges és Esca-tlinetes novények kdzott.



10.

11.

12.

13.

14.

Az Aureobasidium pullulans jelenléte az Esca-tlinetes ndovényekben pozitivan
korrelal a tunetek sulyossagaval, és bar onmagaban nem okoz jelentés
karosodast, a Phaeomoniella chlamydospora-val valo, torzsfuggé kolcsdnhatasa
szinergikus vagy kumulativ médon fokozza a levéltliinetek kialakulasat, ami
ravilagit arra, hogy egy alapvetéen nem patogén mikroorganizmus is fokozhatja a
kérfolyamat intenzitasat.

A Clonostachys rosea hatékony antagonista a sz8l6 t6kebetegségeinek
kérokozodival szemben, kulonésen az Eutypa lata és a Phaeomoniella
chlamydospora ellen, mikdzben in planta kisérletekben is szignifikdnsan
mérsékelte a nekrotikus tlinetek kialakulasat, ezzel igéretes biolégiai védekezési
lehet&séget kinalva.

Igazoltuk, hogy mind a Clonostachys rosea, mind pedig a sz6l6t6kékbél izolalt
Bacillus velezensis hatékony antagonista a sz6l6 t6kebetegségeinek tobb jelents
kérokozojaval szemben, mivel elébbi antibidzis és mikoparazitizmus, utébbi pedig
lipopeptidekhez kotheté gombaellenes aktivitas révén szignifikansan mérsékelte
a tlnetek kialakulasat fitotoxikus hatas nélkul, igéretes biokontroll lehet6séget
kinalva a t6kebetegségekkel szemben.

Eredményeink els6ként igazoltak, hogy a Kalmusia longispora a sz6l6
tékebetegségeinek uUjonnan azonositott kérokozdja, amelynek virulencidja a
lakkaztermeléssel all Osszefliggésben, mig a Neofabraea kienholzii sz6l6h6z
kotédé kérokozodi szerepét patogenitasi tesztekkel erdsitettiik meg, ezzel mindkét
fajt ujonnan a sz6l6 tékebetegség-komplexhez tarsitva.

Els6ként mutattuk ki Eurépdban a Dothiorella omnivora-t sz6l6t6kékbél és
igazoltuk kérokozd szerepét, valamint vilagszinten elséként bizonyitottuk a
Seimatosporium vitis szbl6épatogén tulajdonsagait és Eurdpaban vald
el6fordulasat. Ezaltal uj, t6kebetegségeket okozé gombafajokat azonositottunk.

A tudomany szamara Uj fajként irtuk le a Diaporthe hungariae taxont, amelyet
szO6l6r6l szarmazo, hazai izolatumok alapjan azonositottunk és patogenitasi
vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a sz6lé tbékebetegségeinek egyik Ujonnan
felismert kérokozdja.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Ez a dolgozat nem johetett volna létre mindazok tamogatasa nélkll, akik az elmult
évtizedekben mellettem alltak és segitették a munkamat.

Koszonom Kiss Leventének és Holb Imrének a gyakorlati Utmutatasokat, a kovetkezetes
visszajelzéseket, hogy megnyitottak szamomra a névénykdrtan kapujat, és bevezettek e
kihivasokkal teli, ugyanakkor izgalmas szakteruletre.

Nagyon sok egykori és jelenlegi kollégam segitette munkamat kozvetlenul vagy kozvetve a
Szélészeti és Boraszati Kutatdintézetben, az Egerfood Tudaskozpontban, az Eszterhazy
Karoly Katolikus Egyetemen és a Kutatasi és Fejlesztési Kozpontban — kdszondm
mindannyiuk hozzajarulasat.

Kozvetlen munkatarsaim kozal kilon is koszonom egykori PhD-hallgatéimnak, Hegyi-Kalé
Julidnak, Hegyi Adamnak és Molnar Anndnak, posztdoktor kollégdmnak, Karacsony
Zoltannak, tovabba Geml Jozsef és Zsoéfi Zsolt kollégaimnak az egyuttmikodést. Halas
vagyok a Novénykértani, a Kornyezeti-mikrobiom, a Sz6lészeti-boraszati, valamint a
Kornyezetkutatas és Tavérzékelés tématerlleti kutatdcsoportok valamennyi tagjanak. A
dolgozat alapjat jelent6 eredmények kozds munkank gyumolcsei, koszonom
elkotelezettséglket és tamogatasukat.

Koszonom minden kollégadmnak, hazai és kulfoldi tarsszerz6mnek, kdozrem(ikodének,
kutatasi partnernek, hogy szakmai tudasukkal és nyitottsagukkal lehetévé tették kozos
cikkeink és publikacidink megsziletését.

Szlileim és nagyszileim kovetkezetes, mértékadd példaja tanitott a munka szeretetére, a
kitartasra és az alkotas 6romeére — nélkuluk ma nem lennék itt.

A csalad feltétlen tamogatasa felbecsulhetetlen. Szeretteim, a feleségem és gyerekeim
tirelme, megértése és batoritasa erét adott a legnehezebb idészakokban is.
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