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Jelolések, roviditések jegyzéke
GTD — A sz616 korai elhaldsanak (angolul grapevine trunk diseases) roviditése
HWT- Az oltvanyok melegvizes kezelése (angolul hot water treatment)
MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) - 2,5-difenilltetrazolium bromid -vialis festék
NGS — Ujgeneraciods szekvenalas (angolul next generation sequencing)
DNS — dezoxiribonukleinsav

ITS — a gombdk azonositdsara altalanosan elterjedt lokusz (angulol internal

transcribed spacer)

PCR — polimeraz lancreakcio (angolul polymerase chain reaction)
ASV — amplikon szekvencia varians (angolul aplicon sequence variant)
ANOVA - varianciaanalizis

PerMANOVA — permutacids varianciaanalizis

PDA — burgonya dextr6z agar (angolul potato dextrose agar)



1. Bevezetés

A mikroorganizmusok a bioszféra, a Foldon €16 tobb milliard egyedi €16 szervezet
Osszességének igen nagy részét alkotjak. Szamos Okoszisztémaval Osszefiiggd
folyamatban kulcsfontossagu szerepet toltenek be, példaul a szén (C), nitrogén (N),
kén (S), foszfor (F) és kiilonféle fémek biogeo-kémiai korforgasaban. A novény
mikrobiomjaban, a gombak ¢és baktériumok kozott kialakuld szimbiotikus
kolesonhatasok kivald példai a mikroorganizmusok fontossagara, legyen szd akar a
tapanyagszerzésrol, akar a nodvény biotikus és abiotikus stresszel szembeni
ellenallasarol (ARNOLD et al., 2003; BERENDSEN et al., 2012; MARTIN et al.,
2017). A nagy biologiai sokfé¢leség megneheziti a kdrnyezeti mikrobiom, és azon
kulcsfontossagti  0kologiai  és evolucios folyamatok jellemzését, amelyek
befolyasoljak a mikrobiom szerkezetét és funkciojat (BERENDSEN et al., 2012;

TOJU etal., 2016).

A sz616 (Vitis vinifera) Magyarorszagon fontos mezdgazdasagi novény, 23 borvidéken
jelenleg koriilbeliil 60 ezer hektaron folyik sz6l6termesztés. A KSH (2020) adatai
szerint ez az érték két évtizede kb. 30%-kal volt tobb. A teriiletcsokkenés oka tobbek
kozott a gazdasagosabban miivelheté mindségi arutermelésre torténd atallas. Emellett
szamos kihivéssal szembesiilnek a szOl6termeldk, példaul a klimavaltozas hatasai, a
fogyasztoi preferenciak valtozasa, illetve a sz010 kiilonb6zo betegségei. A betegségek

és kartevok jelentik az egyik legnagyobb veszélyt a szol6iiltetvényekre.

A sz016t nagyon sok betegség tamadja, ezek koziil az egyik legfontosabb gombas
betegség a sz016 korai elhalasa (Grapevine Trunk Diseases — GTD). A GTD-vel
szamos tanulmény foglalkozott, mind kiilf6ldon, mind hazankban, ennek ellenére a

betegség lefolyasaval kapcsolatosan rengeteg kérdés még mindig megvalaszolatlan.



Jelenleg nincs hatékony védekezési moddszer, a novényvédd szerek és fungicidek
hatastalanok, ugyanis a betegséget el6idéz6 gombak a sz6l6 faszdvetében védve
vannak. Az utdbbi évtizedben megjelentek a tenyésztéstol fliggetlen technikak, melyek
segitségével megismerhetjiik a kiilonbozo €ldlények, igy a névények mikrobiomjat is.
Az Ujgeneracios szekvendlds lehetdséget ad arra, hogy A GTD-t részletesebben
vizsgaljuk, és feltarjuk, hogy melyek azok a tényezdk, melyek befolyasolhatjak a

betegség megjelenését.

A nagy ateresztoképességii amplikon szekvenalas (pl. a DNS-metabarcoding) igéretes
technika a komplex mikrobialis kdzosségek jellemzésére. Ezenkiviil szamos uj, a
korokozokkal kapcsolatos orvostudomanyi kutatasi metodika alkalmazhato
mezbdgazdasagi Okoszisztémakra is. Ilyen példaul az ugynevezett ’core’ (adott
¢léhelyen altalanosan el6forduld) mikrobak vizsgalata (LUNDBERG et al., 2012;
VAN DER HEIJDEN és HARTMANN, 2016), illetve a halozatelmélet (FAUST és
RAES, 2012). Ezen médszerek lehetdséget biztositanak a mikrobiom és a novények

egészsége kozotti kapcesolatok felderitésére (MAUCHLINE és MALONE, 2017).



2. Célkitiizések

A kutatomunkam a sz616 (Vitis vinifera) kérgében és faszovetében, valamint a talajban
talalhaté mikroorganizmusok taxondmiai és funkcionalis jellemzését foglalja magaba.
A kozponti téma a sz0l6 patobiomja, kiilonds tekintettel a sz6lé korai elhaldsara
(Grapevine trunk diseases — GTD), a talaj és a ndvény mikobiomja kozotti

kolcsonhatasokra, valamint a patogéneket elnyomo6 mikroorganizmusokra.

A sz016 korai elhalasa egy komplex betegség, melyhez kapcsoloddan eddig tobb szaz
gombat azonositottak. Szamos GTD koérokozo a talajban is megtalalhato, példaul a
feketelabusagot (Black foot disease) el6idézé Ilionectria és Neonectria fajok. A GTD
a sz016 egyik kiillondsen aggasztod betegsége, ugyanis vildgszerte tapasztalhaté a GTD
el6fordulasanak novekedése, a hatékony védekezési stratégidk hidnya miatt
(BERTSCH etal., 2013). Becslések szerint a francia sz616iiltetvények koriilbeliil 10%-
a érintett a betegségben (GROSMAN ¢és DOUBLET, 2012). Ezenkiviil szamos olyan
gombafajt azonositottak, melyek Osszefiiggésbe hozhatdak a beteg novényekkel,

azonban funkcionalis szerepiik nagyrészt ismeretlen.

A kiilonb6z6 termdhelyeken talalhatd sokféleségnek nagy szerepe van a végtermék,
azaz a bor izének kialakitdsdban. Ezért ezt is fontos tanulméanyozni, hiszen a jovében
akar manipulalni is lehet (GOBBI et al., 2022). Igy munkank egyik része a terroir, a
termOhely mikobiomra gyakorolt hatasanak a vizsgalata a Tokaji borvidéken. A terroir
hatas mellett vizsgaltuk a mikroélettér (a sz616n beliil a kéreg és a faszovet, valamint

a talaj), és az egészségi allapot hatasat is ezen a borvidéken.

A genotipus és a mikrobiom kozotti 6sszefliggést mar sok novény esetén kimutattak.
A sz0610 esetében tenyésztéstdl fiiggetlen eljarasokkal még nem vizsgaltak. A doktori

munkam soran egyrészt vizsgaltuk a fajta hatasat a mikobiom Osszetételére



vonatkozoan az Egri borvidéken. A valtozé klima is befolyasolhatja a mikobiom
Osszetételét, ezért a szezonalitds és az évjarat hatdsat is elemeztik a kiilonb6zo

¢letterekben egészséges és GTD tiinetes novények esetén.

A DNS- alapu médszerek megjelenését kovetden gyakran elhanyagoltdk a mikrobak
izolalasat, részben azért, mert id6- és munkaigényes folyamat. Azonban egy adott
mikroorganizmus tisztatenyészetben kinalja a legjobb lehetséget a teljeskori
jellemzéséhez filogenetika, taxonémia és funkcionalitds szempontjabol (BALDRIAN
2019). A tenyésztéses technikak fejlédésével a dominans mikrobak jelentds része
izolalhaté és igy jellemezheté (LLADO et al., 2016; YURKOV 2018). A tenyésztéstdl
fiiggetlen DNS metabarcoding technika alkalmazasa mellett igy célul tiiztiik Ki, hogy
a szolotoke egészséges és beteg szoveteibél hagyomdnyos eljarassal gombakat
izolaljunk, hogy meghatarozzuk a sz616 faszoveti részében €16, tenyészthetdé dominans

fajokat.

A  mesterképzés soran megkezdett témat is szerettem volna folytatni. A
diplomamunkamban a Clonostachys rosea, mint lehetséges biokontroll faj jellemzését
végeztiik el a GTD korokozok ellen in vitro koriilmények kozott. 5 C. rosea torzset
vizsgaltunk, és megallapitottuk, hogy a C. rosea nekrotr6f mikoparazitizmust mutat
Botryosphaeria fajokkal szemben, illetve antibiotikus hatast vegyiileteket valaszt ki,
melyek gatoljak a GTD korokozok ndvekedését. A diplomamunkam folytatdsaként az
5 torzs koziil a legjobban sporulald torzzsel in planta teszteket szeretnénk végezni
tiveghazi koriilmények kozott, hisz nagyon fontos, hogy egy biokontroll faj, mely in
vitro koriilmények kozott megallja a helyét, képes-e ugyanerre kevésbé kontrollalt

kornyezetben is.



Osszefoglalva a célkitiizéseim a kdvetkezoek:

1. A Tokaji borvidéken a terroir, a mikroélettér, az egészségi allapot
novénypatogénekre, azon belill is a GTD patogénekre gyakorolt hatdsanak
vizsgalata

2. Az Egri borvidéken a kiilonb6zd fajtak, a mikroélettér, a szezonalitas, az
évjarat és az egészségi allapot mikobiomra gyakorolt hatasanak vizsgalata

3. Az ujgeneracids technikdk mellett hagyomanyos tenyésztéses eljarassal a
faszovetbdl gombak izolalasa, ezek azonositasa, az ujgeneracids szekvenalas
adataival torténd Osszehasonlitasa

4. A diplomamunkam soran in vitro koriilmények kozott jellemzett biokontroll

Clonostachys rosea faj in planta vizsgalata néhany GTD korokozo ellen
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A névényi mikrobiom jelentésége

A ndvények és a mikroorganizmusok kozotti kapcsolat mar régota ismert, a mikorrhiza
kolcsonhatast mar tobb évtizede tanulmanyozzak (MENGE 1982; MCGONIGLE et
al., 1990; AZCON-AGUILAR és BAREA, 1997; GIANINAZZI et al., 2010). Az
elmult néhany évben a névényi mikrobiommal kapcsolatos kutatasok szama jelentésen
megnovekedett. A névényi mikrobiom vizsgalata magaba foglalja a névény - mint
okologiaval. A novény és a mikrobiomja kdzotti interakcid fontos, hisz ez az interakcio
igazoltan Kkiterjeszti a novény alkalmazkodoképességét a kiillonbozé kornyezeti

koriilményekhez, valtozasokhoz (BULGARELLI et al., 2013).

A novények komplex mikrobidlis kdzossége valtozatos taxondomiai Osszetételll. Az
elmult években a tenyésztéstdl fiiggetlen nagy ateresztoképességli szekvenalas
nagymértékben eldsegitette a novényen, a ndvényben és a kornyezetében taldlhatod
még eddig nem vizsgalt mikrobak tanulmanyozasat. Habar a ndvényi mikrobiom
egyes tagjai rendelkezhetnek 6nmagukban bizonyos jotékony tulajdonsagokkal,
azonban egy adott tulajdonsagnak a mikrobialis kozosségben valé megnyilvanuldsat
nem lehet elére megjosolni (TRIVEDI et al., 2020). A mikroba-mikroba, valamint a
novény-mikrobiom kolcsonhatasok f6 mozgatorugdi még nem ismertek (AFRIDI et

al., 2022).

Tulajdonképpen a ndvény minden szovetében mikrobidlis kozosségek élnek. A
rizoszférat egy fajgazdag, nagyrészt talaj eredetli mikrobialis k6zdsség jellemzi, mely
kozosséget a ndvény nyalkahartyaja és gyokérvaladéka befolyasol. Ezzel szemben a

filoszféra, a novény talajszint felett elhelyezkedd részeinek Osszessége, amelyet a
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mikroorganizmusok éléhelyének tekintenek, tdpanyagban viszonylag szegény, és a
kornyezeti hatasoknak, pl. a hémérsékletnek, csapadéknak, sugarzasnak nagyobb
mértékben kitett. A rizoszféra és a filoszféra mikrobidlis lakéi az epifitdk, mig a
novény szoveteiben (endoszféraban) €¢l6 mikrobak az endofitdk. Ezen mikrobak
jotékony, semleges vagy karos hatdssal lehetnek a gazdandvényre. A mikrobak és a
modellndvények kozotti specifikus interakciok mar ismertek, de a nodvények
mikrobiomjanak tobbsége, illetve a gazda fenotipusahoz vald hozzajarulasuk még
nem. A mikrobiom erételjesen befolyasolja a novény genomjat, a novény egyfajta
kiterjesztésének tekinthetd, egyiittesen az ugynevezett pan-genomot alkotjak

(TURNER et al., 2013).

A novényi részek mikroba Osszetételét szamos biotikus és abiotikus tényezd
befolyasolja. A talajban 1€v6 novényi részek szamara ezen tényezOk lehetnek a talaj
pH-ja, sotartalma, magénak a talajnak a tipusa, szerkezete, talajnedvesség,
szervesanyag tartalom. Mig bizonyos kiilsd tényezok, példaul az éghajlat, a kiiloénb6z6
mez6gazdasagi gyakorlatok, az emberi beavatkozas a talajban €16 és a novényi
mikrobiomot képesek befolyasolni. Az azonos talajkornyezetben él6 novények
jelentdsen eltéré mikrobakozosségeket foglalnak magukban mind a filoszféraban,
mind a rizoszféraban. Egyéb tényezok, mint példaul a ndvény életkora és fejlodési
szakasza, egészségi allapota ¢és kondicidja szintén befolyasoljak a mikrobiom

Osszetételét (COMPANT et al., 2019).

3.2. A sz016 korai tokeelhalasa

A sz0616 gazdasagi szempontbodl jelentdés ndvény, a vilagon koriilbelil 7,3 millio
hektaron termesztik (International Organisation of Vine and Wine, 2023), ebbdl

koriilbeliil 60 ezer hektaron Magyarorszagon (KSH, 2022). A sz6l6 a fas szaru
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mezdgazdasagi novényeket tekintve a legkiilonfélébb korokozok gazdaszervezete,
szamos mikroorganizmus kolonizalhatja és fertézheti meg, példaul oomicétak,
baktériumok, virusok és gombak (MARTELLI 1997; BERTSCH et al., 2013). Ezek
koziil a gombak kiemelkedd jelentéséggel birnak, ugyanis a sz616 WILCOX és mtsai
(2015) szerint 29 gombas betegségre fogékony. Ezen korokozok drasztikus hatast
gyakorolhatnak a gazdandvényre, a termésre, igy a bor mindségére és érzékszervi
tulajdonsagaira, gazdasagi veszteséget okozva a sz6l6- és bortermeldknek

(COMPANT et al., 2013).

A sz016 korai t6keelhalasat (Grapevine Trunk Diseases- GTD) taxonomiailag igencsak
sokféle, a sz616 fas részét kolonizalni képes gomba idézi el6, melyek hasonlé tiinettani,
epidemioldgiai és gazdasagi hatdssal rendelkeznek. Ezen gombdk a vilag Osszes
sz6l6termeld teriiletén jelen vannak (1. abra) (MONDELLO et al., 2018). A sz616 korai
elhaldsa jelentés aggodalomra ad okot a bortermeld régidkban, azonban a pontos
adatok hidnya szinte lehetetlenné teszi a betegség altal okozott gazdasagi hatés
kiszamitasat. A minimalis 6sszeget, mely ahhoz sziikséges, hogy az elhalt ndvényeket
cser¢ljek, azonban meg lehet becsiilni. A szdldiiltetvények Osszteriiletébdl €s az egy

hektar tiltetési koltségégébdl (15000 eurd - BRUGALI 2009), amennyiben az évente

13



elhalt novények csupan 1%-at cserélik ki, a potlas koltsége meghaladja az 1 milliard

eur6t a vilagon (HOFSTETTER et al., 2012).

United StatesiAs)

China
L)

Australia
Chileta Uruguay South Africa -
- e

Newzealand ¥
w

Mexico A%

A-ESCA
B- Eutypiose

C- Black Dead Arm -BDA m

1. abra. A GTD globalis eloszlasa. A térképen a GTD harom tiinetegyiittesének eloszlasa lathatd az
érintett orszagokban (A - Esca, B - Eutipas elhalas, C — Botrioszférias elhalas. Forras: KENFAOUI et
al., 2022

A GTD kifejezést megannyi tudods, koztiik Dr. Luigi Chiarappa alkotta meg az 1990-
es évek végén. Olyan level- és faszoveti tiineteket kialakitdé gombak egy csoportjat
foglaltak ebbe a gytlijtonévbe, melyek elsésorban a metszési sebeken keresztiil fertézik
meg a névényt, majd a vaszkularis szoveteket kolonizaljak (GRAMAJE et al., 2018).
A gombak, melyek a GTD-t eldidézik, azonban mar régdta ismertek. Feltételezések
szerint az Esca, a GTD egyik betegségcsoportja egyidds lehet a sz6ldtermesztéssel
(MUGNAI et al., 1999). A GTD-t jelenleg a sz616 legstulyosabb betegségeként tartjak
szamon. Sokkal komplexebb, mint egyéb, a sz616t érinté gombas betegség, példaul a
lisztharmat (korokozo: Erysiphe necator), vagy a peronoszpora (korokozo:
Plasmopara viticola), igy a kezelése jelentés dilemmat okoz az oltvany-, és
szOl6termesztoknek. A GTD-vel kapcsolatosan az egyik legellentmondasosabb
jelenség a meghatarozhatatlan idejti latens idGszak (tiinetmentes fazis) (BERTSCH et

al., 2013). A GTD szamos betegségcsoportra oszthatd, melyek mindegyike a sz616
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faszovetében szaporodd gombakkal hozhato 6sszefiiggésbe (GUERIN-DUBRANA et

al., 2019).

2018-ig 34 nemzetségb6l Osszesen 133 gombafajt azonositottak a GTD-vel
kapcsolatosan vilagszerte, habar a Koch-posztulatumok kovetelményeit még nem
mindegyik faj esetén sikeriilt teljesiteni (GRAMAJE et al., 2018). 2018 6ta szamos fajt
irtak le a vilag kiilonb6z0 részein, mint a GTD-vel 6sszefiiggésbe hozhat6 korokozo,
példaul Iranban a Biscogniauxia rosacearum, vagy éppen Magyarorszagon a
Neofabraea kienholzii és Kalmusia longispora fajokat (BAHMANI et al., 2021;
KARACSONY et al., 2021; LENGYEL et al., 2020). Az ismert GTD patogének
¢letciklusa és epidemiolodgiaja igencsak hasonld (BERTSCH et al., 2013). A betegség
sokaig latens, a tiinetek tobb év alatt fejlodnek ki, megnehezitve a diagnosztizalast. A
sporak fo fert6zési pontja a metszési seb, de mechanikai és fagyasi sériiléseken
keresztiil is bejuthatnak. A gombak ndvekedésiik soran a faszovetben korhadast
okoznak, ¢s a szOl6téke lassan elpusztul. Az elkorhadt részekben a termdtestek és
sporaik viz jelenlétében a sz¢€l altal szétszorodnak, igy kezdve tjra a fertdzési ciklust

(ROLSHAUSEN ¢s KIYOMOTO 2012).

A GTD-t kiilonbozé betegségesoportokra oszthatjuk fel a rajuk jellemzd
tiinetegyiittesek alapjan. 5 f6 csoportot kiilonbdztetiink meg: botrioszférias elhalas,
eutipas elhalés, feketelabusag, fomopsziszos elhalds és az Esca. Az Esca Eur6paban
jelentds problémat okoz, a botrioszférids elhalds globdlis elterjedésii, azonban sok
termeld szdmara még ismeretlen betegség (SMART, 2015). A kovetkezéekben ezen

betegségcsoportokat jellemzem réviden.
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3.2.1 Botrioszférias elhalas

A botrioszférias elhalasért felelds, a Botryospheriaceae csaladba tartozo fajok szamos
fas szart novényt (Prunus, Quercus, Eucalyptus, Pistacio stb.) fertézhetnek meg. A
Botryosphaeria dothidea fajt a vilag kiilonb6z6 pontjain tobb szaz ndvényfajrol irtak
le korokozoként (SHOEMAKER et al., 1964, MARSBERG et al.,, 2016). A
Botryospheriaceae csalad 1918-as bevezetése ota kiterjedt taxonémiai valtozasokon
ment keresztiil, a csaladba tartozd fajokat elsésorban szaprofitaként tartjadk szamon
(PHILLIPS etal., 2013). Csak az utobbi két évtizedben végeztek részletes, molekularis
technikakkal alatamasztott kutatasokat a Botryospheriaceae csaladdal kapcsolatosan,
melyek bebizonyitottdk, hogy a csaldd tagjai megtalalhatoak tlinetmentes
novényekben is. Ez tovabbi vizsgalatokat eredményezett azon hipotézis
alatamasztasara, mely szerint egyes Botryospheriaceae fajok latens patogénként
viselkedhetnek. A csaldad sok tagja nem gazda specifikus, a gazdaszervezet
affinitasaban valosziniileg a kdrnyezet jatszik nagyon fontos szerepet. Szamos kutatas
szerint a tiinetek a kiilonboz0 gazdaszervezetekben egybeesnek az aszalyos
idészakokkal, vagy egyéb szélsOséges eseménnyel (HRYCAN et al., 2020). A Kkorai
tokeelhalassal azonban sokdig nem hoztdk Osszefliggésbe, a szdéloben ¢élo
szaprofitinak vagy masodlagos kolonizalo fajnak tekintették. 2006-ig a
Botryosphaeria nemzetségbdl 13 fajt azonositottak korokozoként szO6lo esetén
(URBEZ-TORRES et al., 2006). A borvidékekrdl leggyakrabban izolalt faj a Diplodia
seriata (CASTILLO-PANDO et al., 2001), Diplodia mutila (TAYLOR et al., 2005),
Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum luteum (CROUS et al., 2006), Neofusicoccum
australe (SLIPPERS et al., 2004), Botryosphaeria dothidea (SLIPPERS et al., 2007)

and Lasiodiplodia theobromae (URBEZ-TORRES, 20104a).
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2. 4bra. Ek alaku nekrozis a sz616 szallitoszovetében, melyet a botrioszférias elhalds, az eutipas
elhalas és/vagy az Esca idézhet elé. Forras: HRYCAN et al., 2020.
A csaladba tartozd gombak a vesszok €s hajtasok elhalasat, kései riigyfakadast, riigy
elhalasat, a vesszok kifehéredését okozzak, a faszovetben pedig ¢k alakt elhalast (2.
abra). A betegség lefolyasa lassu, és gyakran Osszekeverhetd mas betegségcsoport
korokozoi, pl az Eutypa lata vagy a Phomopsis viticola altal eldidézett tiinetekkel
(TAYLOR et al., 2005). A Botryosphaeriaceae csaladba tartozo fajok életciklusarol
kevés informacio all rendelkezésre. A gomba szaporitoképletei, a piknidiumok a
fertdzott faszovetben, vagy a hajtasokon fejlodnek ki. Kiilondsen esds iddjaras esetén
az inokulumok a levegbbe keriilnek (VAN NIEKERK et al, 2010, URBEZ-TORRES
et al., 2010b). LEHOCZKY és mtsai mar 1974-ben leirtak a Botyosphaeria stevensii
altal okozott, magyarul fekete kordonkar elhaldsnak (black dead arm) nevezett
betegséget a Tokaji borvidéken. A betegség soran klorotikus pontok jelentek meg a

leveleken, melyek késobb hervadasnak indultak.
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3.2.2 Eutipas elhalas

Az eutipas elhalas elsédleges korokozdja az Eutypa. lata. Az E. lata-t eddig szamos
évelé mezbégazdasagi novényrol, koztiik a szol6rdl is leirtak korokozoként. Az E. lata
kiilonbozo sejtfalbontd enzimeket termelve a vaszkularis szovetben okoz elhalast,
valamint fitotoxikus masodlagos anyagcseretermékei a nedvkeringéssel a novény zold
részeibe is eljut, ahol a levelek satnyasagat és deformacidjat okozza (3. abra)

(ROLSHAUSEN et al., 2014, 2015).

' = /Ry
3. abra— Az E. lata altal okozott levélsatnyulas és deformitas cabernet sauvignon fajtan az Eszterhazy

Karoly Katolikus Egyetem kisérleti szol6birtokan az Egri borvidéken. Forras: sajat felvétel

Az E. lata epidemioldgidja a sz6loben részletesen tanulmanyozott, a korokozod
életciklusa jol ismert. Az E. lata aszkospoérai a korabban fert6zott részekb6l (kordon,
csap, téke) az un. peritéciumokbdl szabadulnak ki, kedvez6 kornyezeti feltételek
mellett az aszkosporak esdcseppekkel és/vagy széllel elterjednek. Az aszkosporak a
sz616 metszési sebein landolnak, ahol Gjra fert6zik a sz616t (ROLSHAUSEN et al.,
2015; GRAMAUJE et al., 2018). Az E. lata jelenléte olyan helyekre korlatozodik, ahol
az éves csapadék legalabb 350 mm, illetve az aszkosporak kibocsatasa fagypont feletti

homérsékleten torténhet. Ennek kovetkeztében a fertdézés mértéke az év sordn és

18



foldrajzi régionként is valtozhat, de elsdsorban a nyugalmi iddszak alatti metszéssel

eshet egybe (HRYCAN et al., 2020).

Az. E. lata a leggyakrabban izolalt, ebbdl fakaddan a legrészletesebben vizsgalt faj a
Diatrypaceae csaladbol. Emellett még szamos faj talalhatoé a csaladban, melyekrol
kevés az informacid, pl. az Eutypella, Diatrpye, Cryptovalsa, Cryptosphaeria és
Diatrypella nemzetségbe tartozo fajok (LUQUE et al. 2012). 23 tovabbi fajt izolaltak
sz6106 esetén a Diatrypaceae csaladbol, azonban csak az E. lata-rol bizonyosodott be,
hogy a sz616 korokozoja, képes levéltiineteket el6idézni (HRYCAN et al., 2020). A
tiinetek évrol évre valtozhatnak, az egyik évben tiinetes ndvény a kovetkezd évben
teljesen tiinetmentessé valik (SOSNOWSKI et al., 2017). A fajta hatassal lehet az E.
lata altal okozott tiinetek kifejezodésére, CARDOT és mtsai (2019) bizonyitottak,
hogy egyes fajtak kevésbé fogékonyak, mig mas fajtak fogékonyabbak. A Merlot fajtat
talaltdk az eutipas elhalasra legkevésbé fogékonyabb fajtanak. Mig PEROS és
BERGER (1994) az E. lata-val torténd fert6zést kovetd 5-10 hétben megfigyelt
levéltiinetek alapjan a cabernet sauvignon-t talaltak a legfogékonyabbnak, a

sauvignont a legkevésbé fogékonyabbnak.

3.3.3 Feketelabusag

A feketelablisag egy viszonylag Ujonnan leirt betegség, eldidéz6i Cylindrocarpon
(teleomorf Neonectria) Campylocarpon, llionectria, Dactylonectria fajok, melyek
foleg a fiatal szoloket fertdzik. Tavasszal a kései riigyfakadas majd rendellenes
novekedés, a nyar eleji hervadas jellemzi a betegséget, valamint eléfordulhat a
riigyfakadas teljes hidnya. A tiinetek nemcsak a zo6ld részeken, hanem a gydkérzeten
is megjelenek elhalas formajaban (4. abra). A gyokértomeg elvesztésének

kompenzalasara néha a sz6l6 egy masodik, horizontalisan novekvd gyokérzetet is
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noveszt kozel a talajfelszinhez (HALLEEN et al 2004, 2007; AGUST{-BIRSCHACH
¢s ARMENGOL 2013). Ezen nemzetségek fajai gyakori talajlakok, szaprofitaként,
gyoOkérkolonizaloként vagy patogénként tartjak Oket szamon, és klamidospora

(micélium eredetii ivartalan szaporitdsejt) formaban sokaig képesek a talajban tulélni

(VAN JAARSVELD et al., 2020).

4. abra. Egészséges sz010 oltvany gyokérzete (bal oldal), feketelabtisaggal fert6zott oltvany csokkent
volumeni gyokérzete (jobb oldal) (Forras: ABEYWICKRAMA et al., 2021)
A koérokozok mar az oltvanyeldallitas soran megfertézddhetnek az iiltetokozeg altal.
A feketelabusag nagy problémat okoz az oltvanyeldallitas soran. Emiatt a megel6z6
¢és a felszamolo intézkedéseknek fontos szerepe van az oltvanyiskolakban. Iddsebb
sz010 esetén a fertdzés lassabb. A betegség tlinetei a vegetacids iddszak elején mar
észrevehet6ek. Az érintett tOkék gyenge ndvekedést mutatnak, nem képesek 11j hajtast
fejleszteni a nyugalmi fazis utan, ennek koévetkeztében nyar kézepére elhalnak.
Amelyek talélik a vegetacids iddszakot, azok az azt kovetd nyugalmi idészakban
halnak el. A feketelabusag korokozoit izolaltdk mar aszimptomatikus és
szimptomatikus anyaoltvanyrol, oltvanyrol, frissen oltott sz616r6l, mind az

oltvanyiskolakbol, mind fiatal iltetvényekbdl. A nyugalmi allapotd oltvanyok
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melegvizes kezelését6l (hot water treatment - HWT) eltekintve jelenleg nincs
semmilyen modszer, amely megakadalyozna a feketelabusag korokozoit az oltvanyok
megfertézésében. A melegvizes kezelés (50°C, 30 perc) hatékonynak mondhatéd a
feketelabusag korokozoi ellen, azonban rovidtavi hatdsai lehetnek, illetve az oltvany
elhalasat eredményezheti, amennyiben nem megfeleléen, nem megfeleld mindségii
oltvanyokon alkalmazzak (HALLEEN et al, 2006; REGO et al., 2009; AUGUSTI-

BIRSCACH és ARMENGOL 2013).

3.3.4 Fomopsziszos elhalas

A Phomopsis nemzetségbe tobb, mint 800 faj tartozik, melyek altalaban patogének,
endofitak vagy szaprotrofok (VAN NIEKERK et al., 2005). A nemzetség jelenlegi
fajainak tobbségét hemibiotrofoknak tekintik. Ez azt jelenti, hogy a biotrof és a
nekrotrof életmod sajatossagai keverednek, életciklusuk elsd felében inkabb biotrof
korokozok (fert6zésiik esetén a novényi sejtek tovabb élnek, alig karosodnak), majd
késob nekrotrofokka valnak. Amikor a gazdaszervezetet nekrotrof korokozé fertdzi
meg, a novényre negativ hatassal van, a korokozo a gazdaszervezet elhaldsa utan
szaprotrofként viselkedik, az elhalt szovetekbdl szarmazo tapanyagot fogyasztja. A
Phomopsis fajok a fert6zés latens fazisaban nekrotrofok, ezért nevezik Oket
hemibidtrofoknak (UDAYANGA et al., 2011). A nemzetség szamos fajat rutinszeriien
izolaljak kiilonbozé novények szararol, gyokerérdl, levelérl. A Phomopsis fajok
(teleomorf Diaporthe) besorolasa korabban morfologiai alapon tértént. De a nagy
morfologiai valtozatossadg miatt a késdbbiekben az osztadlyozasuk foként a
gazdaszervezet hovatartozasan alapult. Azonban tanulmanyok szerint a Phomopsis
fajok szamos gazdaszervezetet képesek megfertdzni, igy a gazdahoz torténd tarsitas

mar nem Volt elegend6. Az anamorf/teleomorf formak hasznalata szintén nem
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lehetséges, ugyanis a Phomopsis fajok teleomorf alakja koziil csak kortilbeliil. 20%

ismert (VAN NIEKERK et al., 2005).

5. dbra. Phomopsis fajok éltal okozott tiinet sz616 hajtasan (A) és a levelén (B). Forras: UDAYANGA

etal. 2011

Ez a betegségcsoport azokon a teriileteken sokkal nagyobb mértékben fordul eld,
amelyet nedves mérsékelt éghajlat jellemez a sz6lo vegetacios idOszaka alatt. A
betegség okozta termésveszteség az €rintett teriileteken elérheti akar a 30%-ot. A 6
korokozo a Phomopsis viticola, mely a sz6l6 zold részeit fertézheti, tiinetei
megjelenhetnek a hajtason (5/A. abra), a levélen (5/B. abra), a szaron és a bogyokon
is. A fiatal hajtdsokon a betegség az elsd interndduszokban kis fekete foltok
formajaban jelenik meg, melyek késobb jol elkiiloniilo fekete vagy barna 1éziokka
alakulnak. A vesszok a tiinetek miatt a szEIt6l vagy akar a termés sulya alatt le is
torhetnek. A levél f6 és masodlagos erein, valamint a levélnyélen is fekete nekrotikus
foltok is eléfordulhatnak (LARIGNON 2012; URBEZ-TORRES et al., 2013). A P.
viticola-n kiviil még a P. theicola-t is azonositottak, mint a betegség masik
korokozojat. Fertdzése kovetkeztében a mortalitds fiatal ndvények esetén igen nagy
szazalékl. A faszovetben szektoridlis, illetve pontszerii, barna szinii elhalast idéz eld

(FONTAINE et al., 2016).
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3.2.5 Esca komplex

Az Esca egy Osszetett betegség, amelyet legalabb harom gombafaj jelenléte okoz:
Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonim aleophilum és a Fomitiporia
mediterranea. A korokozok a faszovetben lokalizalodnak, kisebb aranyban az éves
hajtasokban, de sosem talalhatoak meg a levelekben, ahol a tiinetek jelentkeznek. A
Phaeomoniella, Phaeoacremonium fajok és a F. mediterranea egyenként torténd vagy
egylittes inokulacioja nem befolydsolja a faszovetben eléforduld tiinetek mértékét
(SPARAPANO et al., 2000). Nagy valoszinliséggel az internalis és az externalis
tiinetek egy részét a gombak altal termelt fitotoxikus metabolitok vagy a novény altal
termelt valaszanyagok oxidacioja okozza (BRUNO és SPARAPANO, 2007). Az Esca
komplexitasa feltehetdleg tobb tényezo6 egyideju hatdsanak kovetkezményébdl fakad

(ANDOLFI et al., 2011; BENARD-GELLON et al., 2015).
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6. abra — A kronikus Esca tipikus levéltiinete, a tigriscsikossag - a levél erek kozotti klorozis és elhalas

|

cabernet sauvignon fajtan az Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetem kisérleti sz616birtokan az Egri

borvidéken. Forras: sajat felvétel

Epidemioldgiai szempontbdl is kiilonleges az Esca, ugyanis kétféle tiinetformaja

kiilonboztethetd meg — kronikus €s akut. A betegség kronikus lefolyasa soran a levél
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erek kozotti teriiletek klorotikussa, majd késobb nekrotikussa valnak, a levél széle felé
terjednek (6. abra). A betegség sokkal sulyosabb, akut lefolyasa, az tgynevezett
apoplexia soran a levelek hirtelen elhervadnak (7. abra), amely a novény elhalasat

okozza par nap alatt (LETOUSEY et al., 2009).

Az apoplexia okanak vizsgélata nehézkes, igy kevésbé dokumentalt. A tlineteket
mutatd leveleken az Esca nagy mértékben befolyasolja a novény fiziologidjat. Emellett
a viz szallitdsa is gatlodhat a beteg ndvényeknél a xilém diszfunkcidja miatt.
Apoplexia valoszinilileg abban az esetben alakulhat ki, ha a talajban vizfelesleg
jelentkezik, és az id6 meleg, ugyanis ez megbontja az egyensulyt a transpiracio és a

vizfelszivas kozott (WAGSCHAL et al., 2008).

7. abra — Apoplexia cabernet sauvignon fajtan az Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetem kisérleti
sz6l6birtokan az Egri borvidéken. Forras: sajat felvétel
Az Esca tovabbi jellemz6 tiinete a sz616 faszovetében megjelend elhalas, fiatalabb
tokénél a bogyok Osszetdoppedése, sorvadasa, idosebb tokéknél fekete, sérves bogyok
kialakulasa (FISCHER és PEIGHAMI ASHNAEI, 2019). In vitro ¢és iiveghazi
koriilmények kozott megfigyelték a gyokértomeg csokkenését is. A tdkén
eléfordulhatnak aszimptomatikus és szimptomatikus vesszok, illetve az is
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el6fordulhat, hogy a szimptomatikus és aszimptomatikus levelek egy vesszon
talalhatoak (WAGSCHAL et al., 2008). Az Escat, mely foként id6sebb szdléket érint,
els6ként Franciaorszagban irtak le 1898-ban (RAVAZ, 1898). A betegség az dkor ota
ismert, azonban az Escat elhanyagolhatdo betegségként tartottdk szamon, amit
fungicidekkel ellenérzés alatt lehet tartani (GRANITI et al., 2000). Az Escaval
Osszefiiggésbe hozhatd gombékat eltéré abundanciaval izolaltdk oltvanyokrol,
alanyrol, fiatal egészséges, ¢és iddsebb egészséges novényekrdl is, igy arra
kovetkeztettek, hogy a korokozok latens patogének. Az éghajlati és edafikus tényezok,
valamint a gazda genotipusa, azaz a sz6l6 fajta is befolyasolhatja a betegség
el6fordulasat, ami arra utal, hogy a gombak jelenléte eldfeltétele a tiinetek
kifejez6désének, de oOnmagukban nem mindig felelések a megjelenésiikért
(HOFSTETTER et al., 2012). Az elmult években leny(ig6z6 szamu fitopatologiai
vizsgalat ellenére a GTD epidemiologidja és etioldgidja tovabbra is kevéssé ismert

(BERTSCH et al., 2009).

Az Escaval 0Osszefiiggésbe hozhatdé gombdk filogenetikailag valtozatosak,
aszkomikota, €és bazidiomikdta fajok is eldidézik a betegséget. A legelterjedtebb
aszkomikota Esca korokozok a P. chlamydospora és a P. minimum. A bazidiomikotak
koziil pedig a Fomitiporia és egyéb farontd nemzetségek fajai, elsGsorban a

Hymenochaetaceae csalad képviseléi (BROWN et al., 2019).

3.3 Védekezési lehetoségek a sz616 korai elhalasa (GTD) ellen
A betegség ellen nehéz a védekezés, mert a korokozok a sz616 faszovetében védve
vannak a kornyezeti hatasoktoél (BERTSCH et. al., 2013). A natrium-arzenit volt az

egyik legnagyobb mennyiségben hasznalt vegyszer Eurdpdban a GTD elleni

kiizdelemben egészen addig, amig 2003-ban hasznalatat az EU betiltotta az emberi
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szervezetre gyakorolt karcinogén hatésa, illetve a kdrnyezetre gyakorolt magas
toxicitasa miatt (BISSON et al., 2006; GRAMAJE és ARMENGOL 2011; SONGY et
al.,, 2019). Hatasos fungicid hidnyaban szamos kutatast folytattak kiilonbozo
kemikaliak, biokontroll fajok, természetes molekulak tesztelésére. Azonban az
torekvések ellenére ugy tlinik, hogy egyetlen modszer alkalmazasanak hatékonysaga
korlatozott, ezek kombinalt alkalmazisa segithet a betegség eléfordulasanak

csokkentésében (BERTSCH et al., 2013).

3.3.1 Védekezés a GTD korokozok ellen az oltvanyiskolaban

A GTD koérokozdok az oltvanyeldallitds soran szamos ponton képesek fert6zni a
novényt, példaul a metszési sebeken, a nem megfeleléen begyodgyult oltasi pontokon,
- ez késobb, mar a telepités soran is bekovetkezhet. Ezért a sebvédelem és a
kontaminécio megeldzése elengedhetetleniil fontos (GRAMAJE ¢s ARMENGOL,
2011). A szaporitdanyag mindségének javitasa érdekében gyakran alkalmaznak forro
vizes kezelést (hot water treatment — HWT). A forr6 vizes kezelést altalaban 50°C-on
fél oraig végzik, azonban, ha nem megfelelden alkalmazzak, akkor a kezelés
stresszforras lehet a novények szamara. A Vitis fajok kiilonbozé mértékben
érz¢kenyek a HWT-re, az érzékenységre hatassal lehet az a hdmérséklet, melyen
korabban a szaporitdanyagot nevelték. Az alkalmazott hdmérseklet tartomany attol
fligg, hogy mely patogének ellen szeretnénk védekezni. 45-47°C-os homérseklet mar
elegend6 a P. chlamydospora ellen, mig mas patogének esetén magasabb, 50-51°C-0s

hémérsékletet kell alkalmazni (BERTSCH et al., 2013; WAITE et al., 2013).

3.3.2 Védekezés a GTD korokozok ellen a szoldiiltetvényeken

A szoldiiltetvényen alkalmazott jo gyakorlatok elengedhetetlenek a fert6zés

terjedésének korlatozasdhoz. A legegyszerlibb modszer a fertdzott, elhalt tokék, a

26



metszés soran keletkezd venyige elégetése, eltavolitasa az lltetvényrdl. Emellett
fontos lenne a metszési sebek szamanak csdkkentése, a metszési sebek kezelése
(FONTAINE et al., 2016). A duplametszés vagy elémetszés egy, a termesztok altal
alkalmazott technika, mellyel a tiinetek eléfordulasat lehet csokkenteni. Ezeket a
gyakorlatokat gyakran egészitik ki a metszési sebek gombaodlé szerekkel vagy
biologiai készitményekkel torténd kezelésével, melyek megvédik a sebeket a fagytol,
a kiilonb6z6 vektoroktol (BERTSCH et al., 2013). Masik lehetdség a talajfert6tlenités,
amennyiben a talaj eredetit GTD korokozok okozzék a problémat (TRAVADON et
al., 2015). A nyugalmi idGszak végén, a riigyfakadashoz kozeli idépontban torténd
metszés is bevett gyakorlat, a sebek ugyanis gyorsabban gyogyulnak a magasabb
hémérséklet kovetkeztében. A sebek érzékenysége nagymértékben fiigg a relativ

paratartalomtol és az esés idészakoktol (LUQUE et al., 2014).

3.3.3. Vegyszeres novényvédelem a GTD korokozok ellen

A natrium-arzenit betiltdsa utan a kutatok tobb, mint 90 hatéanyagot teszteltek le az
Esca, a botrioszférias elhalas és az eutipas elhalas ellen. A vizsgalt hatéanyagok
jelent6s része szintetikus szerves anyag, példaul triazolok, benzimidazolok, melyeket
Onalldan, vagy kombinalva hasznaltak fel (MONDELLO et al., 2018). A GTD
korokozok endofita természetiik miatt védve vannak a permetezdszerekkel szemben,
a fungicidek aeroszolként kijuttatva hatastalanok. A fungicideket kdzvetleniil a tékébe
(DULA et al.,, 2007), vagy a talajba injektalva jobb eredményt lehet elérni (DI
MARCO et al., 2000). Az emlitett gyakorlatok azonban id6-, koltségigényesek, nem
beszélve a vegyszerek nagy mértékli alkalmazasaval kapcsolatos egészségiigyi
aggalyokrdl, illetve a kornyezetre gyakorolt hatasaikrol. Mindebbdl kifolydlag szamos
természetes hatoanyagot IS vizsgaltak a GTD korokozok ellen, az egyszeri
vegyiiletekt6l kezdve, (pl. hidrogén-peroxid - H203), az 6sszetettebb keverékekig (pl.
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propolisz). A kiilonb6z6 vegyiiletek valtozo eredményt hoztak (MONDELLO et al.,

2018).

3.3.4 Biokontroll agensek alkalmazasa a GTD korokozok ellen

A sz016 a metszési sebeken keresztiil 2-4 honapig fogékony lehet a betegségekre. llyen
hosszu iddszak alatt a leghatékonyabb fungicidek sem képesek megvédeni a metszési
sebeket. Ezért szamos kutato kezdett el tesztelni kiilonb6zé biokontroll szervezeteket
a GTD ellen (KOTZE et al., 2011). A biokontroll kifejezés a bioldgia tobb
részteriiletén, foként az entomoldgiai (rovartani) és a novénykortani kordkben
hasznalatos. Az entomoldgidban az olyan entomopatogén fonalférgekre, ragadozo
rovarokra vagy mikrobialis korokozokra alkalmazzak ezt a kifejezést, melyeket
kiilonb6zé kartevd rovarpopulaciok elnyomasara haszndlnak. A ndvénykortan
teriiletén a kifejezés altalaban a mikrobialis antagonistakra vonatkozik (PAL és
GARDENER 2006). A biokontroll szervezetek lehetnek baktériumok, gombak,
virusok, élesztok akar egysejtiiek is, €s képesek a betegségeket kozvetleniil vagy
kozvetett forméaban szabalyozni (KOHL et al., 2019). A kodzvetlen szabalyozis a
biokontroll szervezet antagonisztikus hatasat jelenti, mely ¢l6skddés, antibidzis vagy
a tapanyagokért, illetve a fertdzési pontokért vald versengés formajaban nyilvanul
meg. A kozvetett formaban a biokontroll szervezet a ndvényi valaszt indukalja, mely
lehetévé teszi a novény szdmara, hogy gyorsabban ¢és hatékonyabban reagaljon a
késoébbi fertézésekre (VOS et al., 2015). Tagabb értelmezés szerint a biokontroll
fogalom magaba foglalja a bioldgiai eredetli, nem €16 hatéanyagok alkalmazasat is

(TIMMUSK et al., 2017).

Uj, a kereskedelemben nem kaphat6 biokontroll d4gensek felkutatasara az egyik mod

az effektiv antagonistdk Okoldgiai szempontbol torténd szelekcidja. Eszerint a
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kivalasztott szervezet képes kell legyen arra, hogy ugyanolyan kornyezeti
koriilmények mellett szaporodjon, ahol a szabalyozni kivant patogén. A legegyszerlibb
moddja, hogy ez a feltétel teljesiiljon, ha a potencidlis biokontroll szervezetet a
gazdaszervezetbdl, vagy annak kozvetlen kdzelébdl izolaljak. Amennyiben 6koldgiai
szempontbol szelektalnak egy biokontroll szervezetet, van ré esély, hogy az elnyomni
kivant patogénen kiviil egyéb korokozoval szemben is hatasos lesz. Ez foként akkor
teljesiil, ha a kiilonboz6 patogének hasonloak mind 6koldgiai, mind epidemiologiai

szempontbol (JENSEN et al., 2004).

Amennyiben a biokontroll szervezet hosszutavi fennmaradasat biztositani lehetne a
kezelt novény faszovetében, a metszési sebek védelme hatékony modszer lehetne a
GTD korokozokkal szemben. Amellett, hogy kozvetleniil gatolja a patogéneket,
Példaul novelheti a novény ellendlloképességét a biotikus ¢€s  abiotikus
stresszhatasokkal szemben, illetve rendszerszintli indukalt rezisztenciat valthat Ki

(MONDELLO et al., 2018).

A szakirodalomban jegyzett legtobb tanulményban biokontroll agensként a
Trichoderma atroviride és a Trichoderma harzianum fajokat alkalmaztak sz6l6
esestén, a patogénekre gyakorolt hatdas mechanizmusat féként az oltvanyiskolakban
vizsgaltadk (GRAMAUJE et al., 2018). Mivel a biokontroll dgensek ¢l szervezetek,
hatékonysaguk jelentdsen valtozhat a kiilonboz0 fizikai és kémiai kornyezeti feltételek
fiiggvényében. Ennek koszonhetden a Trichoderma torzsek hatékonysagat szabadfoldi
koriilmények kozott nehéz elére megjosolni. A kiilonbozo torzsek genetikai
valtozatossaganak és a biokontroll hatdsmechanizmusanak megértése kiemelkedd
fontossagl annak érdekében, hogy a lehetd legjobb alkalmazasfokot érjiik el vele

(BENITEZ et al., 2004).
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A gyakorlatban a Trichoderma fajokkal torténd védekezés megvalosithatd, azonban az
eddig elvégzett kisérleteket egy éves, vagy anndl fiatalabb ndvények iiveghazban
torténd inkubalasaval végezték. Ebbdl kifolyolag a Trichoderma fajok iiltetvényeken
torténd alkalmazdsa még nem tekintheté optimalisnak. A jovObeni kutatdsoknak
elsésorban a biokontroll fajokkal torténd kezelés hatékonysagara kellene
Osszpontositania, valamint meglévo €s 1j biokontroll fajok keresésére, melyek képesek
a GTD korokozok altal termelt toxikus masodlagos anyagcseretermékek lebontasara

(GRAMAJE et al., 2018).

Egy masik lehetséges biokontroll agens a Clonostachys rosea. A C. rosea a
Hypocreales renden beliil a Bionectriaceae csaladba tartozik, ahogy a fentebb emlitett
Trichoderma nemzetség is. A Hypocreales rendbe tartozé fajok filogenetikai
kapcsolatanak megértése kulcsfontossagi a mikotrofikus gombak szempontjabol. A
kiilonb6z6 csaladokba tartozé gombafajok 6sszehasonlitdé genomikaja lehetévé teszi a
kulcsfontossag hasonldsagok ¢és kiilonbségek azonositasat az €letmodjukban, ami
kozvetleniil hatassal van a biokontroll szervezet alkalmazhatosagara a

mezOdgazdasagban (KARLSSON et al., 2015).

A C. rosea egy elterjedt gombafaj, megtalalhatd6 mind trépusi, mind mérsékelt
éghajlaton, sét még sivatagi teriileteken is. Jelen van a mezdgazdasagi teriileteken,
legelokon, erdOkben, vizek mentén, és a talajban is. Az utobbi négy évtizedben
kiilondsen nagy figyelmet szenteltek ennek a gombafajnak, mivel képes mas
gombakon él6skodni. A C. rosea latszolag tiinetmentesen kolonizalja az egészséges
novényi részeket, példaul a szojabab termését, vagy az eper és malna leveleit. A C.
rosea antagonisztikus hatast mutat szamos gomba ellen, ez a tapanyagért valod
kiizdelemben, mikoparazitizmusban ¢és indukalt rezisztencidban nyilvanul meg.

Emellett szdmos biokontrol fajhoz hasonldéan antibiotikus hatdsi masodlagos
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anyagcsere-termékeket is termelhet (SUTTON et al., 1997; RODRIGUEZ et al.,
2011). A C. rosea kereskedelmi forgalomban mar kaphato, tanulmanyok szerint
jelentdsen csokkentette a Fusarium oxysporum altal okozott gyokér- és szarrothadast
tiveghdzban nevelt uborkak esetén, hatékony volt a Pythium ultimum altal okozott
gyoOkérrothadas csokkentésében disznovények esetén, valamint képes volt redukalni a
Botrytis cinerea sporulaciojat a betakaritott hagyman, illetve a liliom levelein is. Ezek

az eredmények azt igazoljak, hogy a C. rosea széles spektrumt hatékonysaggal

rendelkezik szamos gombafaj ellen (CHATTERTON et al., 2008).

A C. rosea, mint biokontroll faj hatékonysaga harom f6 mechanizmuson alapul. A
gomba jellemzése sordn megallapitottak, hogy a gombat nekrotrof mikoparazitizmus
jellemzi, ami azt jelenti, hogy a gazdaszervezetet, melyen él6skodik el is pusztitja.
Képes a gazdaszervezet koré fonodni, és sejtfalbontd enzimek segitségével a sejtfalon
athatolni, igy a sejten beliill névekedni (CHATTERTON és PUNJA, 2009). Ezt a
jelenséget diplomamunkam soran bizonyitottuk a GTD koérokozo Botryosphaeria és

Phomopsis fajok ellen (8. abra).

8. abra. - Fénymikoroszkopos felvétel egy Botryosphaeria faj. és C. rosea koinokulacidjarol vizes
agaron. A micéliumokat MTT szelektiv festékkel festettiik, mely az €16 sejteket festi. Az A abran a C.
rosea micéliumanak a gazdatest koré fonddasa, a B abran a C. rosea micéliumanak névekedése

lathato a gazdatestben. Forras: sajat felvétel.
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A mikoparazitizmus mellett antibidzist is mutat a C. rosea szamos gombaval
szemben, vagyis olyan vegyiileteket valaszt ki a tapkdzegbe, mely a kontrollalni kivant
gombafajok sporainak csirazasat, vagy éppen a micéliumok névekedését gatolja (9.
abra). A C. rosea kiilonb6z6 szekunder metabolitokat termel, melyek antagonisztikus
hatastiak a ndvénypatogének ellen, ezen vegyiiletek nagyban eldsegitik a gombat az
eréforrasokért valo versengésben. Kimutattak, hogy a C. rosea altal termelt poliketid
tipusu Clonorosein A és B vegyiiletek gatoltak a B. cinerea és a F. graminearum
csirandovekedését (FATEMA et al.,, 2018). Emelett a C. rosea peptaibol tipusu
vegyiiletek keverékét is termeli, melyek a Sclerotinia sclerotinium novekedését

gatoltak (RODRIGUEZ et al., 2011).

9. abra. Konfrontacios tesztek kivitelezése. Balra - GTD patogén P. chamydospora 6nmagaban
leoltva. Kozépen - P. chlamydospora (Petri csésze bal oldala) és C. rosea (Petri csésze jobb odala)
koinokulacioja, megfigyelhetd a patogén csokkent ndvekedése. Jobbra — GTD patogén
Botryosphaeria (csésze bal oldala) és C. rosea koinokulacioja (csésze jobb oldala). Megfigyelhet6 a
C. rosea feliilnovekedése, mely mikoparazitizmusra utal. Forras: sajat felvétel.

A gomba emellett olyan elicitor hatasu vegyiileteket is termel, melyek stimulaljak a
novényt, ily modon jarulva hozza a novények patogénekkel szembeni ellenallasdhoz
(ROBERTI et al., 2006; MOUEKOUBA et al., 2013; LAHLALI és PENG, 2014).

WANG és mtsai (2019) kimutattak, hogy a C. rosea képes paradicsom esetén a B.

cinerea elleni rezisztenciat ndvelni a jazmonsav és a szalicilsav szintézisen keresztiil.
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3.4 A GTD vizsgalata ujgeneracios technikak alkalmazasaval

3.4.1 NGS és DNS-metabarcoding technika

A GTD hatasmechanizmusanak megértését nagyban befolyasolja a rendelkezésre allo
technikak korlatjai. A tenyésztéses moddszerek hatranya, hogy a gyorsan novekvo
gombak taldominaljak a lasst novekedéstieket, illetve néhany fajt igencsak nehéz
tenyészteni (MORALES-CRUZ et al., 2018). Az tjgeneracios szekvenalas vagy
mélyszekvenalas (Next Generation Sequencing — NGS) olyan DNS-szekvenalasi
technologia, mely forradalmasitotta a genomikai kutatasokat (BEHJATI és TARPEY
2013). Az NGS ¢és a DNS-vonalkddolas kombinacidja a DNS-metabarcoding technika.
A ,,meta” prefix a kiilonb6zd fajokbdl szdrmazo vonalkdd szekvencidk Osszességére
utal (STAATS et al., 2016). Az ITS (internal transcribed spacer) régié a gombak
molekularis azonositaséara altaldnosan elterjedt szakasz, melyet tobb, mint két évtizede
alkalmaznak nagyfokl fajok kozotti valtozékonysaga, tobb kopias jellege és a
konzervalt primer helyek miatt. Az ITS1 és ITS2 régio altalaban jo felbontést biztosit
a fajok kozotti, akar egy fajon beliili szinten is (BLAALID et al., 2013). A DNS
metabarcoding soran a szekvenalast 5’23’ és 3’>5’ iranyban is elvégzik, amelynek
szamos elénye van. Tobbek kozott a szekvencia mindségének javitasa, kiilonbozo
polimorfizmusok észlelése, szekvenaldsi hibak kikiiszobolése. A mindkét irdnybol
torténd szekvenalas javitja a létrehozott szekvencia adatok megbizhatdsagat és
pontossagat, mely precizebb taxonomiai azonositast tesz lehetévé (ELBRECHT et al.,

2017; PORTER és HAJIBABAEI, 2018;)

Az 6kologiai vizsgalatok soran jellemzdéen az adott 6kologiai folyamatban résztvevo
fajok meghatarozasa kulcsfontossagi. Az ilyen biologiai sokféleségre vonatkozo
adatok kiértékelése taxonomiai szakértelmet igényel. A DNS metabarcoding technika

drasztikusan leegyszertsitette ezt az azonositasi 1épést (COISSAC et al., 2012). A
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DNS-metabarcoding  technikat gyakran hasznaljadk  mikrobialis  6kologiai
tanulmanyokban, igéretes modszer szdmos patogén, akarcsak a GTD koérokozok
egyszerre torténd in planta kimutatasara. A GTD patogének profilozasa kiilondsen
nagy kihivast jelent, mivel egyetlen 1ézidban szdmos, egyszerre fert6z6 GTD korokozo
¢s mas a faszovetet kolonizald gomba is jelen van (MORALES-CRUZ et al., 2018). A
DNS szekvencia adatok a novénypatogén gombdk meghatarozasanak ¢és

osztalyozasanak kulcsfontossagu forrasa (AGLER et al., 2016).

3.4.2 A GTD vizsgalata DNS metabarcoding technika alkalmazasaval

Az els6, a szblovel kapcsolatos DNS-metabarcoding tanulmanyban a sz6ldbogyo
mikrobiomjat vizsgaltak Kalifornidban. Az eredmények alapjan a baktérium és
gombak6z0sség szerkezetét és Osszetételét a bortermeld régid, a helyspecifikussag,
valamint a fajta befolyéasolta. Tovabba azt talaltdk, hogy a mikrobidlis kdzosség
korrelal a kiilonboz6 klimatikus viszonyokkal, vagyis az iltetvények kornyezeti
feltételei €s a mikrobialis él0helymintdzat k6zott Gsszefiigges van. A vizsgalt tényezdk
egyiittesen hatarozzak meg a mikrobak borokra kifejtett egyedi hatasat (BOKULICH

etal., 2014).

ZARRAONAINDIA ¢és mtsai (2015) kiilonbozd életterek (levél, virdg, bogyo,
gyokérzet) baktériumkozosségeinek térbeli és iddbeli dinamikajat jellemezték Long
Islanden, hogy meghatarozzak a fajta, az edafikus paraméterek, a fejlédési stadiumok
¢s az liltetvény hatasat. Azt talaltak, hogy a vizsgalt kozosség dsszetételét, szerkezetét
szamos tényezd befolydsolta, a taxonok tobbsége a talajbol szarmazott, és eloszlasukat
az erésen lokalizalt biogeografiai tényezok, valamint az iiltetvény kezelése hatarozta

meg.

34



NERVA ¢s mtsai (2019) a talaj mikrobialis kozdsségét vizsgaltdk Esca tiinetes és
tiinetmentes sz610k esetén Olaszorszagban. A fajgazdagsag tekintetében nem talaltak
kiilonbséget az egészséges és a tiinetes novény talaja kozott. Azonban megfigyelték,
hogy a tiinetes novények esetén az Escat el6idéz6 gombak gyakorisaga magasabb, ami
arra utal, hogy a talaj fontos inokulum forrés lehet, igy az ujonnan telepitett névények

a fert6zott talaj miatt nagy mennyiségli korokozoknak lehetnek kitéve.

A GTD megértéséhez kulcsfontossagn nemcsak a talaj, de a sz6l6toke
mikrobiomjanak meghatarozasa, megismerése. Szintén 2019-ben DEL FRARI és
mtsai Esca tlineteket mutatd sz6l6 faszoveti részének mikobiomjat vizsgéltdk
Portugaliaban. A faszdvetet kolonizald6 GTD fajok koziil a P. chlamydosporta és
Fomitiporia fajok dominaltak. A mikobiom Osszetétel a tlinetes és a tiinetmentes
novények esetén nagyon hasonlo volt. Ez a megfigyelés alatamasztja azt a nézOpontot,
miszerint a levéltiinetek megjelenése nincs kdzvetlen kapcsolatban a faszovetben €16
gombakozoséggel. BRUEZ és mtsai (2020) ugyancsak megallapitottak, hogy a P.
chlamydospora az egyik legfébb, a faszovetet kolonizaldé gombafaj. Egészséges
novényekben az eléfordulasa nem okozott lathatd elhaldst vagy az Esca tiineteit, ez
arra utal, hogy nem patogén, endofita novekedést mutat. Ez pedig azt a korabbi
megallapitast tamasztja ald, mely alapjan a P. chlamydospora kiilonb6z6 abiotikus és
biotikus hatasok kovetkezményeképpen képes endofita életmodbol patogénre valtani
(PIERRON et al., 2016). Az egyetlen kiilonbség, melyet az egészséges ¢€s a tlinetes
faszovet kozott BRUEZ és mtsai talaltak, az a kordonban fellelheto fehérrothadt
nekrotikus szovet. Ebben a szovetben a F. mediterranea dominalt, melyhez a P.

chlamydospora és néhany egyéb baktérium taxon is tarsult.
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4. Anyag és modszer

4.1 Mintagyiijtés

A mintagytjtés két borvidéken tortént, az Egri és a Tokaji borvidéken. Egerben az
Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetem kisérleti sz616birtokdn, mig Tokajban a Szent-
Tamas dilében, illetve a Nagy-Kopasz hegy északi és déli felén (1. tablazat). A Tokaji
borvidéken az elsé mintagylijtésbdl elemeztilk a DNS metabarcoding adatokat, mig
Eger esetében az Osszes mintagyujtés eredményét egyiitt értékeltiik ki, igy sokkal
részletesebb elemzést tudtunk végezni.

1. tablazat. A mintagy(jtés helye a kiilonboz6 terroirokban a Tokaji borvidék esetén, a kiilonbdzo

fajtakban az Egri borvidék esetén. (T-talaj, K-Kéreg, F-faszovet). A zold hattérrel jelolt mintak

esetén végeztiink disszertaciom soran DNS-metabarcoding adatelemzést.

Mintagytijtés 2020. 2020. 2021. 2021.
helye februar  szeptember februar  szeptember
Terroir
Nagy-Kopasz hegy ¢ TKF TKF TKF
de’l L l L l 1 1 1 1
Tokaji borvidek | Nagy-Kopaszhegy T.KF TKF T.KF
észak
Szent-Tamas diilé T,K,F T,K,F T,K,F T,K,F
Fajta
cabernet sauvignon  T,K,F T,KF T,KF T,KF
Egri borvidék chardonnay T,KF T,KF T,KF T,KF
SZBKI leanyka T,K,F T,K,F T,K,F T,K,F
kékfrankos T,KF T,K,F T,KF T,KF

4.1.1 Egri mintagyiijtés

Egerben a kisérleti sz6lobirtokon kivalasztott iiltetvényt nagyjabol 30 éve telepitették,
a fajtdkat ugyanazon az alanyra (Teleki 5C) oltottak, a teriilet ugyanolyan
koriilmények kozott lett fenntartva az elmult harom évtizedben. Ezen koriilményeknek
koszonhetden egyszeriien tudtuk vizsgalni a fajta mikobiomra gyakorolt hatasat. 2019

6szén a szakirodalmi attekintésben emlitett betegség, az Esca tipikus levéltiinetét (5.
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abra) mutato két novényt jeloltiink ki, négy fajtabol: kékfrankos, leanyka, chardonnay
¢és cabernet sauvignon. Az Esca levéltiinetét azért valasztottuk, mert egyszeriien meg
lehet kiilonbdztetni mas betegségek altal eldidézett tiinetektdl. A kijeldlt tokék egy
nagyjabol 500 m-es koron beliil taldlhatoak. A tiineteket mutatd tokék mellett

tiinetmenteseket is kijeloltiink kontrollként, igy 0sszesen 16 tokét.

4.1.2 Tokaji mintagytijtés

Tokajban a harom daldt koriilbeliil 26 — 44 éve telepitették, ugyanazon alanyt
hasznaltak (V. berlandieri x riparia Teleki Kobler 5BB), a harom diilében a furmint
fajta T85-6s klonja talalhato. A Tokaji borvidéken tobbek kozott a terroir, a terméhely
mikobiomra gyakorolt hatasat elemeztiik. 2019 0szén a Tokaji borvidéken is az Esca
tiineteit mutato 4 tokét jeloltiink ki, illetve a tiinetes novények mellett tiinetmenteseket

is mind a harom dilébol, osszesen 24-et.

2020. februarban, augusztusban, illetve 2021. februarban és augusztusban végeztiik a
mintagyiijtést. Igy a mikobiom szezonailtdsat, a kiilonbozd évjaratok hatdsat, a
fajtahatast (az Egri borvidéken), a term6hely hatasat (a Tokaji borvidéken), valamint
a mikroél6helyek altal el6idézett valtozasokat is képesek voltunk vizsgalni a tiinetes

¢s a tiinetmentes novényekben és a talajban.

A tokekrol steril szikével kérget gytlijtottiink 4 pontbol, ugyanazon a helyen a
faszovetbe furtunk, a firas sordn kiesd faszovetet steril csdbe 0sszegytijtottiik, illetve
a tokek korili 50 cm-es sugarban, koriilbeliil 20 cm mélységben talajmintat is vettiink
4 pontbol. Az eldidézett sebeket minden mintagylijtéskor sebgéllel kezeltik. A
kiilonbdz6 pontokbol gyiijtott mintakat egységesitettiik, az egri mintakat azonnal a

laborba szallitottuk, ahol egy -80°C-0s fagyasztast kovetden koriilbeliil 72 6ran at,
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vagy a mintak teljes kiszaradasaig liofilizaltuk. A tokaji mintakat folyékony

nitrogénben hiitottiik le, majd szarazjégen taroltuk a laborba érkezésig.

4.2 Mintak feldolgozasa, DNS Kkivonas, szekvenalas

A liofilizalast kdvetéen a mintakat steril acélgolyok (2 mm atmérd) hasznalataval
homogenizaltuk (TissueLyser LT, Qiagen), majd DNS-t (dezoxiribonukleinsav)
vontunk ki beldle a NucleoSpin® Plant és Soil DNS kivond kitet hasznalva
(Macherey-Nagel Gmbh & Co.m Diren, Németorszag). A DNS kivonas
sikerességének ellendrzése céljabol a mintdkbol PCR (Polimerase chain reaction —
polimeraz lancreakcio) segitségével a gombak azonositasara altalanosan elterjedt ITS
(internal transcribed spacer) régiot sokszorositottuk fel. A PCR reakcid sikerességét
szekvenald cég altal megadott 20 ng/ul-re allitottuk be a NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific) spektrofotométer segitségével. Ezt kdvetden a mintakat a BaseClear-hez
(Leiden, Hollandia) illetve a Biomi KFT-hez (Go6dollé, Magyarorszag) kiildtiik
ujgeneracios szekvendldsra, melyet az Illumina MiSeq platformon végeztek el. A
szekvenalas soran az ITS2 riboszomalis DNS régiot szekvenaltak az fITS7 (bazis-
sorrend: GTGAATCATCGAATCTTTG) (IHRMARK et al., 2012) és az ITS4 (bazis-
sorrend: TCCTCCGCTTATTGATATGC) (WHITE et al, 1990) primerek
segitségével, melyekhez Illumina adaptereket csatoltak, majd a kovetkezd
beallitasokkal PCR-t végeztek: 95°C 5 perc, ezt kovetden 35 cikluson keresztiil 95°C

20 masodperc, 56°C 30 masodperc, majd végiil 72°C 1,5 perc.

4.3 Bioinformatikai, statisztikai analizis
A tokaji mintdk adatfeldolgozdsa az elsé mintagyiijtésbdl tortént, mig az egri
mintdknal mind a négy mintagyiijtés adatait egyiitt elemeztiik. A nyers szekvenciakat

a dada2 (CALLAHAN et al., 2016) csomaggal dolgoztuk fel az R kornyezetben (R
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Developement Core Team 2013). A dada2 a szekvenciakat nem OTU-kba (operational
taxonomic unit) rendezi, hanem a dada2 altal generalt egyedi amplikon szekvencia
variansokba (ASV), melyek mind inter-, és intraspecifikus szinten elkiilonithetok,
illetve a csomag segitségével azok a szekvenciak is Kiszlirhetéek, melyek nem a
mintabol szarmaznak. Az 5°> 3’ lefutdsu szekvencidkat 240 bazisparnal vagtuk le, a
37>5" lefutdsu szekvencidkat pedig 200 bazisparnal. Ezt kdvetéen a szekvencidkat
zajtalanitottuk, majd eltavolitottuk a szekvenalasi hibakbol eredd ugynevezett
kimérakat (a kimérak olyan miszekvenciak, melyek Kett6, vagy tobb biologiai
szekvencia hibas 0sszekapcsolodasaval keletkeznek). Az 5°> 3” és a 3° >5’ lefutasu
szekvenciakat Osszeillesztettiik, majd ASV-kbe rendeztiik. A gombak taxondmiai
besorolasat az UNITE (https://unite.ut.ee/repository.php) adatbazisaban fellelhetd
Osszes gomba faj referencia szekvenciai alapjan a USEARCH (11. verzio, Edgar,
2010) program segitségével végeztik. Az ASV-k azonositasait TEDERSOO ¢és
munkatarsainak (2014) listdja alapjan végeztiik el. Ezen ASV-k koziil kiemeltiik
azokat a nemzetségeket, melyek a GTD-vel a szakirodalom szerint 0sszefiiggésbe
hozhatéak. = Az  Osszes  szekvencia  letétbe  keriilt a  GenBank®

(https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/about/genbank/) genetikai szekvencia adatbazisaba

(OK053235-OK053804 - Tokaj, SUB14168478 - Eger), ahol a nyilvanosan elérhetd
DNS-szekvencidk megjegyzésekkel ellatott gylijteményét talalhatjuk. Minden
analizist az R kdrnyezetben végeztiink. Mindkét mintagytijtési hely mintait, melyek

kevés szekvenciat tartalmaztak (<1000), kihagytuk az analizisbdl.

4.3.1 A Tokaji borvidéken a novényi korokozok abundanciajanak,
fajgazdagsaganak és osszetételének elemzése
A tokaji elsé6 mintagytijtésbdl az alacsony 6ssz-szekvenciaszamti mintak kihagyasa

utan Osszesen 68 mintan végeztiik el a statisztikai analizist. A matrixot normalizaltuk
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véletlenszeri mintavételezéssel a legkevesebb szekvenciat tartalmazé mintara (1577
szekvencia) (rrarefy funkcio, vegan R csomag (OKSANEN et al., 2013)). A matrixbol
kiemeltiik a névénypatogéneket, majd azokat az ASV-ket, melyek csak egy mintaban
voltak jelen, kivettiik a matrixbol, igy 6sszesen 579 novénypatogén ASV-t hasznaltunk
fel az analizishez. A kategorikus valtozok pl. a mikroélettér (faszovet, kéreg, talaj),
terroir és egészségi allapot hatdsanak teszteléséhez a fajgazdagsagot (a kiilonbozd
ASV-k szamat), illetve az ASV-k abundancigjat hasonlitottuk 6ssze a mintak kozott
egy iranyu és kétiranya ANOVA (varianciaanalizis) modellekkel. Csak azokat a
valtozokat teszteltiik kétiranya ANOVA-val, melyek az egyirdnydt ANOVA alapjan
szignifikans hatast gyakoroltak a gombakozdsségre (az egészségi allapot nem volt
szignifikans hatassal az abundanciara, és a fajgazdagsagra). A szignifikans
kiilonbséget a Tukey HSD teszttel azonositottunk. A nodvénypatogén ASV-k
fajgazdagsagat és abundanciajat dobozdiagrammal abrazoltuk a ggplot2 csomag
segitségével (WICKHAM 2016), a kétirany mikroélettér-terroir modell alapjan. A
mintak dsszetételbeli kiilonbségeit nem metrikus multidimenzids skaldzassal (NMDS)
szemléltettiik a vegan csomag segitségével, a Hellinger-transzformalt matrixon a
Bray-Curtis tavolsagmérés alapjan. Permutacios varianciaanalizist (PerMANOVA)
végeztiink a vegan csomag adonis funkciojanak segitségével 9999 permutacioval,
hogy megbecsiiljiik a terroir, a mikroélettér és az egészségi allapot altal magyarazott
valtozast. A novénypatogén ASV-k eloszldsa halozatként lett abrazolva az sna
csomaggal (BUTTS 2008) a kiilonboz6 mikroéletterekre, melyhez jelenlét-hiany
matrixot hasznaltuk. Azokat az ASV-ket, melyek csak egy mintaban fordultak eld,
kivettiik a matrixbol. Tovabba indikator faj analizist végeztiink az indicspecies csomag

multipatt funkcidjaval 999 permutacioval, hogy a kiilonbozé éEletterekre és az
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egészségi allapotra jellemz6 novénypatogén taxonokat azonositsunk (DUFRENE and

LEGENDRE 1997; DE CACERES et al., 2012).

4.3.2 Az Egri borvidéken a kiilonb6z6 funkcios csoportok abundanciajanak,
fajgazdagsaganak, osszetételének elemzése

Az Egri borvidéken mind a négy mintagyjtést bevontuk az analizisbe, az alacsony
0ssz-szekvenciaszamu mintdk kihagydsa utdn Osszesen 184 mintat. A kiilonb6zo
funkcids csoportokat tartalmazod matrixot normalizaltuk mintanként, véletlenszert
mintavételezéssel a legkevesebb szekvenciat tartalmaz6 mintara (13046 szekvencia).
Az egri mintak esetében nemcsak a ndvénypatogéneket, de egyéb funkcids csoportokat
is vizsgaltunk, példaul a GTD patogéneket, mikoparazitikat, a generalista
szaprotrofokat, a GTD-hez kothetd fa szaprotrofokat és a fa szaprotrofokat. Azok az
ASV-k melyek csak egy mintdban voltak jelen, kivettiik a matrixbdl, igy kapva
Osszesen 3418 ASV-t az analizishez. A kategorikus valtozok pl. a mikroélettér
(faszovet, kéreg, talaj), a fajta, a szezonalitas, az évjarat és az egészségi allapot
hatdsanak tesztelés¢hez a fajgazdagsagot (ASV-k szamat), illetve az abundanciat
hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6zd, fentebb emlitett funkcios csoportok kézott egyiranyu
ANOVA-val. Szignifikans kiilonbséget a Tukey HSD teszttel azonositottunk. A
kiilonbozé funkcids csoportok fajgazdagsagat és abundanciajat dobozdiagrammal
abrazoltuk a mikroéletterek alapjan a ggplot2 csomag segitségével (WICKHAM
2016). A mintak osszetételbeli kiilonbségeit nem metrikus multidimenzios skalazassal
(NMDS) szemléltettilk a vegan csomag segitségével, a Hellinger-transzformalt
matrixon a Bray-Curtis tavolsagmérés alapjan az 0Osszes mintdra. Permutacios
varianciaanalizist (PerMANOVA) végeztiink a vegan csomag adonis funkcidjanak
segitségével 9999 permutéacidval, hogy megbecsiiljiik a fajta, az évjarat, a szezonalitas,

a mikroélettér és az egészségi allapot altal magyarazott valtozast. A matrixot
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mikroéletterekre felosztva is elvégeztik az NMDS-t és a PerMANOVA-t, hogy
megbecsiiljik a fajta, az évjarat, a szezonalitds €és az egészségi dallapot Aaltal

magyarazott valtozas mértékét az mikroélettereken beliil.

Annak érdekében, hogy a tokaji mintagytijtés adatsorabol elkésziilt halozatanalizis
eredményeit Ossze tudjuk hasonlitani, az egri elsé mintagyiijtésbdl elvégeztiik az
adatelemzést a 4.1.2 fejezetben leirtakkal megegyezden, és elkészitettilk a halozat
analizis abrat a kilonb6z6é mikroéletterekre az sna csomaggal, csak a
novénypatogének jelenlét-hiany matrixat hasznalva. Azokat az ASV-ket, melyek csak

egy mintaban fordultak eld, kivettiik a matrixbol.

4.4 Hagyomanyos mikrobiolégiai médszerrel torténé izolalas a faszovetbol

Az egri mintak esetén mind a négy mintagytijtésbol, a tokaji mintdk esetén a 2021-es
évbol a faszovetbél hagyomanyos tenyésztéses eljarassal gombakat izolaltunk. A
fadarabkakat egyesével oxitetraciklin-hidrokloriddal (10 pg/ml Sigma-Aldrich)
kiegészitett PDA (potato dextrose agar — burgonya dextroz agar, Oxoid) taptalajra
helyeztiik, 5 darabot egy csészére, egy tokérdl 3 ismétlésben. A lerakast kovetden a
csészéket koriilbeliil 4 hétig monitoroztuk, majd a felndvekvd gombdkat kiilon
taptalajra oltottuk, tisztatenyészeteket képezve beldlik. Az egy csészérdl izolalt
hasonl6 morfoldgiai paraméterekkel rendelkezd torzseket szelektaltuk. Szelektdldst
kovetden a torzsekbdl kb 100 mg micéliumot gytiijtottiink 6ssze, DNS kivonasig -
80°C-on taroltuk. A DNS kivonas Qiagen DNEasy Plant Mini Kittel tortént. A
mintakbol PCR-ral (Polimerase chain reaction — polimeraz lancreakcio) a gombak
azonositasara altalanosan hasznalt ITS régiot sokszorositottuk fel az ITS1F (bazis-
sorrend: CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) és  ITS4  (bazis-sorrend:
TCCTCCGCTTATTGATATGC) primerekkel (MANTER ¢és VIVANCO, 2007).

Agardz (1%) gél elektroforézissel ellendriztiik a kapott PCR termékeket, melyeket
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ezutan polietilén-glikolos modszerrel (SCHMITZ et al., 2006) tisztitottunk ki. A
tisztitast kovetéen Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotométerrel mértiik a
Genomics-hoz (Ebersberg, Németorszag). A nyers szekvenciakat a Geneious Prime
bioinformatikai program segitségével sziirtilk. A gombdak taxondmiai besorolasat az
UNITE adatbazisaban fellelhetd 0sszes gomba faj referencia szekvencidi alapjan a
USEARCH (11. verzio, EDGAR, 2010) program segitségével végeztik. Az ASV-k
azonositasat TEDERSOO és munkatarsainak (2014) listaja alapjan végeztiikk el. Az R
kornyezetben a ggplot piechart funkcidjat hasznalva abrazoltuk az izolatumokat az
évjarat, a mintagyljtési hely és a szezon alapjan. A tokaji els6 két mintagyiijtés soran
a mintakat folyékony nitrogénben tartottuk, és liofilizaltuk, ezért ebbdl a két
alkalombol szarmazé mintakbol nem késziilt tenyésztéses izolalas. Az utolsd két

mintagytjtésen mar az 6sszegylijtott minta egy részEt elkiilonitettiik a tenyésztéshez.

4.5 In planta iiveghazi kisérlet a potencialis biokontroll jelolt Clonostachys rosea

19B/1-es torzzsel

A diplomamunkam folytatdsaként egy lehetséges biokontroll faj, a C. rosea
hatékonysagat teszteltiik le in planta iiveghazi kisérletben. A diplomamunka soran in
vitro jellemeztiink egy korabbi, dugvanyrol izolalt faj, a C. rosea 5 torzsét, vizsgaltuk
antagonisztikus és mikoparazitikus tulajdonsagaikat, megallapitottuk, hogy a C. rosea
antibiotikus hatasu vegyiileteket szekretal, illetve nekrotrof mikoparazitizmust mutat
a Botryosphaeria nemzetségbe tartozd korokozok ellen. Az in vitro eredmények
alapjan (novekedésgatlas, feliilnovekedés, sporulacid) kivalasztottuk a legjobban
teljesitd torzset, a 19B/1-et. Ezt kdvetden egy harom honapos iiveghazi kisérletben

egy éves cabernet sauvignon dugvanyokat fertéztiink korabban sz616r6l izolalt GTD

43



korokozokkal. A cabernet sauvignon, ahogy a szakirodalomban irtuk, a GTD-re az

egyik legfogékonyabb fajta.

Az E. lata (T15/2), B. dothidea (99C/1) és P. chlamydospora (48C/4) torzseket
elézetesen PDA taptalajon novesztettiik 25 °C-on egy hétig. Ezen torzsekbol kb. 3
mm-es micélium korongokat vagtunk ki, majd inokulaltuk a megsebzett dugvanyok
xilémjébe. Az. E lata és P. chlamydospora izolatumokat azért valasztottuk ki, mert az
in vitro konfrontacids tesztekben a C. rosea jelentds mértékben gatolta a
novekedésiiket, a B. dothidea izolatumot pedig azért, mert nagyon fogékony volt a C.
rosea altal okozott mikoparazitizmusra, de ezen gomba esetén novekedésgatlast nem

idézett el6 a C. rosea.

Minden korokoz6 - talaj kombinacidohoz 5 dugvéanyt hasznaltunk fel. A dugvanyokat
kezeletlen, illetve a C. rosea 19B/1-es torzs konidium szuszpenzidjaval kiegészitett
talajba iiltettiik (10* spora/gramm). A konidium szuszpenziot a 19B/1-es C. rosea
taptalajokra torténd leoltasaval nyertiik. A leoltott taptalajokat 8 napig konstans
fluoreszcens fény alatt inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd a csészék feliiletét
0,01%-0s TWEEN 80 (Sigma-Aldrich) oldattal mostuk le, a sporak szamat Biirker-
kamraval hataroztuk meg. A ndvényeket iliveghazban inkubaltuk kornyezeti
fényviszonyok mellett. A hdmérséklet részleges szabdlyozasat a magasabb

hémérsékletre automatikusan nyilo felsé ablakokkal oldottuk meg.

90 napos inkubacidt kdvetden a dugvanyokat gyokerestiil kivettiik a talajbol, a kéreg
eltavolitasa utan hossziranyban felvagtuk, és megmeértiik a nekrotikus elvaltozasok
hosszat. A C. rosea 19B/1 torzs visszaizolalasat is megkiséreltiik a talajbodl, illetve az
inokulalt talajban nevelt dugvanyok harom kiilonb6z6 pontjabdl is (alap, internédium

kozepe, sebzés). Az inokulalt talajbol desztillalt vizzel higitasi sort készitettiink, majd
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PDA téptalajra szélesztettiik. A dugvanyokrdl a harom pontbol korongokat vagtunk
ki, ezeket 70v/v%-os etanolba, majd natrium-hipokloritba (4v/v% klor) és ismét 70
v/v%-os etanolba helyeztiik 2 percre. A sterilizalt korongokat darabokra vagtuk és
oxitetraciklinnel (10 pg/ml, Sigma-Aldrich) kiegészitett PDA taptalajra helyeztiik. A
csészéket 25 °C-on, s6tétben inkubaltuk. Azon gombakbol, melyek morfologidjukat
tekintve hasonlitottak a C. rosea-hoz, egy kevés micéliumot atoltottunk PDA
taptalajra, hogy tisztatenyészeteket kapjunk. A gombdkat hagyomanyos
mikrobiologiai eljarassal morfologiai bélyegek alapjan, valamint molekularis biologiai

uton az ITS régio6 alapjan azonositottuk.

4.6 Specialis szakkifejezések definidlasa a konnyebb érthetéség végett

Abundancia: A leolvasott szekvenciak szamanak Osszessége

Diverzitas: Az azonositott ASV-k sokfélesége (kiilonb6z6 ASV-k szama)

Funkcios csoport: TEDERSOQO ¢és munkatéarsainak (2014) list4ja alapjan az azonositott
ASV-ket funkcids csoportokba rendeztiik: generalista szaprotrofok, GTD koérokozok,
nem GTD korokozok, GTD-hez kothetd fa szaprotrofok, nem GTD-hez kothetd fa

szaprotrofok, mikoparazitak

Mikroé¢lettér: A sz616n beliil a vizsgalt mintatipusok — a kéreg €s a faszovet, illetve a

talaj gytijtoneveként hasznaljuk

Stresszérték: A nem metrikus multidimenzids skalazas (NMDS) soran a stressz érték
azt tiikrozi, hogy az ordindcid6 mennyire jol Gsszegzi a mintak kozott megfigyelt
tavolsagokat. A stressz mind a mintdk szaméval, mind a valtozok szamaval né. Ha a
stressz érték kisebb, mint 0,05; az NMDS kival6 (ez nagyon ritkan valosul meg). Ha
kisebb, mint 0,1; akkor nagyon jonak, 0,1- 0,2 k6zott jonak szamit, a 0,3-nal nagyobb

stresszérték alapjan az elkésziilt NMDS rossz abrdzolasnak mindsiil.

45



5. Eredmények és azok megbeszélése

5.1 A Tokaji borvidék DNS metabarcoding adatsorabol nyert eredmények, azok

Kiértékelése

Az 579 novénypatogén ASV kozil 119 ASV bizonyult a GTD-hez kothetd
koérokozonak, 16 kiilonbozd nemzetségbdl. A GTD patogének koziil a dominans
nemzetségek a Phaeomoniella (24 ASV), a Fomitiporia (17 ASV), a
Phaeoacremonium (16 ASV), a Diaporthe (15 ASV), a Diplodia és Seimatosporium
(11 ASV) fajok voltak. A nem GTD-hez kotheté nemzetségek koziil a Botrytis volt a
legvaltozatosabb (24 ASV), majd a Fusarium (23 ASV), Alternaria (20 ASV),
Veronaea (18 ASV), és Phaeospheriopsis (17 ASV) nemzetségek. A GTD, és a nem
GTD patogének, valamint az 0sszes ndvénypatogén abundancidja kiilonbozott az
eltéré mikroéletterekben (talaj, kéreg, faszovet) (p=0,0007), az egészségi allapotok
kozott nem. Az Osszes novénypatogént figyelembe véve az ASV-k abundanciaja a

faszovetben volt a legnagyobb, majd a kéregben és a talajban (10. abra).

A GTD patogének jelenléte a talajpan nem volt szdmottevd, foként a ndvényi
részekben, ezen beliill is a faszovetben dominaltak, mig a nem GTD patogének a
talajban voltak tobbségben. Az Gsszes novénypatogén fajgazdagsaga kiilonbozott a
mikroéletterek kozott, illetve a terroir-ok kozott is (mikroélettér: p =0,0209; terroir:
p=0,0248). A nem GTD patogének a talajban voltak a legvaltozatosabbak, mig a GTD

patogének a faszovetben, majd a kéregben, és alacsony diverzitast mutattak a talajban.

Nem talaltunk kiilonbséget az ASV-K fajgazdagsagaban és abundanciajaban az
egészséges €s a tlinetes novények kozott semelyik ndvénypatogén nemzetségben,
kivéve a Diaporthe nemzetséget, ahol a faszovetben magasabb volt az ASV-k

fajgazdagsaga a tlinetes novények esetén.
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10. abra — A névénypatogén gombak abundancidja (azonositott szekvencidk szama) (fent) és

fajgazdagsaga (lent) a kiilonboz6é mikroéletterekben és a kiilonb6z6 terroirokban. Az Gsszes

ndvénypatogén, a GTD, és a nem GTD patogének kiilon lettek feltiintetve az 6kologiai kiilonbségek

kiemelése végett. A roviditések a kovetkezéek: KD — Nagy-Kopasz délrdl szarmazo kéregmintak, KE-

Nagy-Kopasz északrol szarmazé kéregmintak, KSZT — Szent Tamas diilobol szarmazé kéregmintak,

TD — Nagy-Kopasz délrél szarmazo talajmintak, TE- Nagy-Kopasz északrol szarmazé talajmintak,

TSZT — Szent Tamas diilébdl szarmazo talajmintak, FD — Nagy-Kopasz délrél szarmazoé faszoveti

mintak, FE- Nagy-Kopasz északrol szarmazo faszéveti mintdk, FSZT — Szent Tamas diilébsl

szarmazo faszoveti mintak. A betlik az egyiranyt ANOVA ¢s post hoc Tukey HSD teszt altal

kimutatott szignifikans kiilonbséget jel6lik (p<0,05)

Amikor a mikroélettereket hasonlitottuk 6ssze, megfigyeltiik, hogy a Phaeomoniella

fajok abundanciaja a faszovetben voltak a legnagyobb, a Diplodia és Seimatosporium

fajok féként a faszovetben és a kéregben voltak megtalalhatoak. A fajgazdagsag

tekintetében a Fomitiporia, Phaecomoniella és Phaeoacremonium fajok a faszovetben

voltak a legvaltozatosabbak, a Seimatosporium és Diplodia fajok a kéregben, mig az

Ilyonectria fajok kizardlag a talajban fordultak el6. A nem GTD patogének 18

nemzetsége koziil 13 a talajban volt a legvaltozatosabb, (1. melléklet) mig a masik

harom nemzetség (Devriesia, Exobasidium és Catenulostroma) ASV-i a kéregben

voltak dominansak.
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A novénypatogén gombakozosség szerkezetét két dimenzios NMDS-sel abrazoltuk
(stressz érték = 0,1993238) (11. abra). A stressz érték azt tiikrozi, hogy az ordinacid
mennyire jol Osszegzi a mintak kozott megfigyelt tavolsagokat. A 0,2 alatti
stresszérték a mintak abrazolasa szempontjabol jo. A PerMANOVA szerint a
mikroélettér hatott a legnagyobb mértékben a ndvénypatogén gombakdzosségre, a
variancia 32,18%-at magyarazva. Ez azt jelenti, hogy a mintak kozotti eltérés kb. 32%-
aért a mikroélettér volt felelds. A 10. abran is jol latszik, hogy az abundancia és
fajgazdagsag értékek eltérnek a kiillonboz6 mikroéletterek kozott, ahogyan a terroirok
kozott is. A terroir a variancia 7,78%-aért, és az egészségi allapot 1,86%-aért volt
felelés (2. tablazat). A feltiintetett p-értékek alapjan a megfigyelt kiilonbségek a
mikroéletterek esetén, a terroirok esetén, valamint az egészségi allapotok esetén
val6sziniileg nem véletlentil alakultak ki.

2. tablazat A Tokaji borvidék mintdit elemz6é perMANOVA eredménye a vizsgalt valtozokkal, a

valtozok kozotti variancia eloszlasaval, a p értékekkel és a szignifikancia szinttel.

Valtozo Variancia (%) p érték Szignifikancia szint
Mikroélettér 32,18 0,001 el
Terroir 7,78 0,001 il
Egészségi allapot 1,86 0,0291 *

A 11. ,a” és ,b” abra ugyanazt az ordinaciot abrazolja, azonban az ellipszisek
kiilonboznek. A 11. ,,a” abran az ellipszisek az osszetételbeli kiillonbségek szorasat
mutatjak az azonos mikroélettérbdl és terroirbol, mig a 11. ,,b” abran az azonos

mikroélettérbdl és egészségi allapotbol.
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11. abra — A nem metrikus multidimenzios skalazas (NMDS) altal kapott ordinacios abra, mely a Tokaji
borvidékrodl az egészséges ¢és Esca tiinetes novényekrol gyiijtott mintdk ndvénypatogén gombakdzosséget
abrazolja az mikroélettérek alapjan. Az ordinaciot a Bray-Curtis féle tavolsag alapjan generaltuk az abundancia
(azonositott szekvenciak szama) tablazat alapjan. A két dbra ugyanazt az ordinaciot abrazolja, az ellipszisek az
Osszetételbeli kiilonbségek szorasat mutatjak az azonos mikroélettérbél és terroirbol (a), valamint az azonos
mikroélettérbdl és egészségi allapotbol (b) szarmazo mintak esetén. A roviditések a kovetkezéek: KD — Nagy-
Kopasz délrél szarmazé kéregmintak, KE- Nagy-Kopasz északrol szdrmazo kéregmintik, KSZT — Szent Tamas
diilébél szarmazé kéregmintak, TD — Nagy-Kopasz délrél szarmazé talajmintak, TE- Nagy-Kopasz északrol
szarmazo6 talajmintdk, TSZT — Szent Tamas dilé6bdl szarmazo talajmintak, FD — Nagy-Kopasz délrdl szarmazo
faszoveti mintak, FE- Nagy-Kopasz északrol szarmazo faszoveti mintak, FSZT — Szent Tamés diilébél szarmazoé

faszoveti mintak.
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12. abra — A kiilonb6z6 mikroéletterekben fellelhet6 névénypatogén ASV-k eloszlasa a Tokaji
borvidékem haldzatanalizissel abrazolva. Az 6tszogek mérete aranyos az ASV-k eléfordulasaval
(minél nagyobb az 6tszog, annal tobb mintabol azonositottuk az Stszoget reprezentalo ASV-t). A GTD
patogén ASV-k kiilonb6z6 szinekkel, mig a nem GTD ASV-k feketével vannak jel6lve. A mintanevek
a mikroélettereket, a Tokaji borvidéken a harom mintagy(jtési helyet, a minta szamat, és az egészségi
allapotot jelolik (SZT- Szent Tamas diil6, E — Nagy-Kopasz észak, D — Nagy-Kopasz dél, B- kéreg, S

— talaj, W- faszovet, H - egészséges, D - tiinetes)
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Az elvégzett halozatanalizis (12. abra) is igazolta a GTD patogének dominanciajat a
faszovetben és a kéregben, mig a nem GTD patogének dominanciajat a talajban,

szamos dominans nemzetség ASV-je tobb mintaban is megjelent.

A haldzatanalizis alapjan is lathatd, hogy az egészséges és beteg novények patobiomja
nem tér el egymastol, azonban a kéreg és a faszovet dominans GTD nemzetségei igen.
Példaul a Phaeoacremonium ¢és Fomitiporia nemzetség ASV-i a faszovetben
megtalalhatdak szamos mintaban, de egyetlen kéregmintdban sem fordulnak eld. A
Semiatosporium, Diplodia és Neofabraea fajok pedig a kéregmintakban voltak jelen,
és csak egy-két mintaban fordultak el6 a faszovetben is. A talajmintak a terroirok
szerint szépen elkiiloniilnek, a minden diilében megtalalhatdé ASV-k mellett terroir

specifikus ASV-ket is lathatunk.

A Tokaji borvidéken vizsgalt novénypatogén gombakdzdsség mintdzatat, melyet a
mikroélettér nagymértékben befolyasolt, elsésorban a GTD és a nem GTD kérokozok
eloszlasbeli kiilonbségei befolyasoltdk. A GTD patogének eléforduldsa szinte
kizarolag a faszovetre és a kéregre korlatozodott, egyes esetekben teljesen hidnyoztak
a talajmintakbol, vagy éppen nagyon alacsony abundanciat mutattak. Ez az allitas
nincs 0sszhangban NERVA és mtsai (2019) vizsgalatainak eredményeivel, miszerint
a talaj a GTD korokozok igencsak fontos inokulum forrasa. Nehéz az eredmények
Osszehasonlitdsa, ugyanis NERVA ¢és mtsai (2019) csak a talaj mikrobiomjat
vizsgaltak. Azonban két GTD korokozd nemzetség igen magas abundanciat mutatott
a talajban, a Nectria és llyonectria fajok, melyek a feketelabusagot okozzak
(GRAMAUJE et al., 2018). A DEL PILAR MARTINEZ-DIZ és mtsai (2019) altal
egészséges novényeken végzett rizoszféra tanulmany eredményei szerint a talajban és
a szOlo ¢€lo szoveteiben megfigyelt patogén gombafajok kozott Osszetételbeli

kiilonbségek vannak. Ez a tanulmany is felhivja a figyelmet arra, hogy egy élettér
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mikrobiomjanak jellemzése csak korldtozott informacidt nyujthat, az 0sszkép

megértéséhez elengedhetetlen a teljes novényt vizsgalni.

Fontos megemliteni, hogy az mikroélettérek sokféleségét a nem GTD-hez kothetd
patogének befolyasoltak, mig a GTD patogének inkabb az abundancia értékekre voltak
hatassal a normalizalt matrixunk alapjan. Ez azt jelenti, hogy bar kevésbé valtozatosak,
a GTD koérokozok tilnyomorészt tobbségi tagjai a sz016 patobiomjanak, kiilondsen a
faszovetnek, kiszoritva onnan a nem GTD koérokozokat. A halézatanalizisiink alapjan
a Phaeomoniella, Seimatosporium ¢és Diplodia fajok okozzak az elébb emlitett
tobbletet a faszovetben, mig a kéregben a Seimatosporium ¢s Diplodia fajok. Mig a
felsorolt nemzetségek szinte minden mintaban jelen vannak az adott mikroélettérben,
addig a Fomitiporia, Lasiodiplodia és Diaporthe fajok a faszovetben csak egy-két
mintaban, a kéregben a Diaporthe és Phoma fajok szintén csak egy-két mintaban
fordultak el6. A Phaeomoniella fajok nagy szamat a faszovetben és alacsony
abundanciajukat a kéregben vélhetdleg az okozza, hogy a P. chlamydospora a faszovet
xilémjét preferalja jobban kolonizacido szempontjabol (LANDI et al., 2012;

FLEURAT-LESSARD et al., 2014).

A szintén a xilémet kolonizalo Fomitiporia nemzetség is kizarolag a faszovetben volt
jelen, alatamasztva az Aallitdst, miszerint a gomba hajlamos az ¢él6 szdvetekben
megtelepedni és ott fehérkorhadast el6idézni. A Seimatosporium nemzetség mutatta a
legnagyobb abundancia értékeket a kéregben, mig a faszovetben kevesebb ASV volt
megtalalhato. Ez a nemzetség a GTD-vel 0sszefliggésbe hozhato, és kimutattak, hogy
a fajok virulencidja mas GTD patogének jelenlététdl is fligg. LAWRENCE és mtsai
2018-ban megfigyelték a Seimatosporium fajok és a botrioszférias elhalast el6idézo
Diplodia fajok kozotti pozitiv interakciot. Ez a két nemzetség esetiinkben szamos

ASV-vel jelen volt a faszovetben, de foként a kéregben. A Diplodia nemzetséget a
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sz616 kérgébdl szaprofitaként jellemezték (CASTILLO-PANDO et al., 2001), ahol

altalaban piknidium formajaban telel at (LUQUE et al., 2016).

Annak ellenére, hogy a Tokaji borvidéken a mintagyljtési teriiletek egymdashoz
viszonylag kozel voltak (<10 km), nagy 0Osszetételbeli kiilonbségeket talaltunk a
novénypatogén gombakozdsség 0Osszetételében terroir-onként a PerMANOVA
eredményei alapjan. Ez foként a talajban €16 patogének esetében mutatkozott meg, és
kisebb mértékben a faszovetben 1év0 patogének esetén is, ami egyfajta
mezoklimatikus és edafikus tényezok altal vezérelt kornyezeti szlirésre utal. A talajban
a terroir hatasa egyértelmii volt a nem GTD patogén ASV-k esetén, mely a haldzat
analizis abran is megfigyelhetd (12. abra). Ez a terroir hatas, habar gyengébben, de
megmutatkozott a kéregben és a faszovetben is. A terroir nagyobb mértékben
befolyasolta a kéreg noOvénypatogén gombakozosségét, mint a faszovet
gombakozosségét. Ez valdszinlileg annak kdszonhetd, hogy a kéreg a kornyezeti
tényezdknek nagyobb mértékben kitett, mint a toke. A terroir és a kdrnyezeti tényezok
a talaj és a novény mikrobiomjara gyakorolt egyiittes hatasat érdemes lehet vizsgalni

a jovoben.

Az egyetlen kiilonbség, melyet az egészséges ¢és Esca tlinetes ndvények patobiom
Osszetételében talaltunk az a kéregben volt, a talajban és a faszovetben nem talaltunk,
ahogy NERVA és mtsai (2019) sem. Az altaluk elvégzett analizis alapjan kiilonbséget
véltek felfedezni a tlinetes €s egészséges novények talaja kozott. A szakirodalomban
tobb kutat6 altal is dokumentalt, hogy az egészséges tékéket is kolonizalhatjak GTD
patogének (HOFSTETTER et al., 2012; BRUEZ et al., 2014; DEL FRARI et al.,
2019), és HOFSTETTER ¢és mtsai (2012) azt a hipotézist allitottak fel, hogy a tlinetek
megjelenését a GTD korokozok abundancidjanak valtozasa idézheti eld. Az altalunk

DNS metabarcoding technika alkalmazasaval végzett tanulmany szerint sem a sz616,
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sem a talaj ndvénypatogén gombakdzOossége nem tér el egymastdl abundancia,
fajgazdagsag ¢és szerkezet alapjan a Tokaji borvidéken. Eredményeink
kihangsulyozzak a GTD 0Osszetettségét, miszerint a korokozok a mikrobiom altalanos
tagjai az egészséges novények esetén is, és jelenlétiik a levéltiinetek megjelenésével
kozvetleniil nem kapcsolhato 6ssze. Az egyik lehetséges kivétel a P. chlamydospora,
amely tipikusan a xilémet kolonizald, az Esca komplexhez (SURICO et al., 2006)
kothetd gombafaj, és indikator fajként azonositottuk (M2 - 1.tablazat) a tilinetes
novények faszovetében. Ahogy HOFSTETTER és mtsai (2012) is megallapitottak, a
legtobb gomba, melyet GTD patogénként tartanak szamon, inkabb endofita és/ vagy
latens patogén, mely opportunistaként viselkedhet olyan sz616 esetén, amely mar eleve
legyengiilt a hideg, a szarazsag, az intenziv metszés vagy egyéb tényezOk miatt.
Megallapitottuk, hogy a GTD-hez kotheté gombak szinte kizardlag a kéregben és az
éveld faszovetben talalhatoak, a talajban egy-két nemzetség kivételével nem voltak
jelen. Ez alatdmasztja azt az elméletet, hogy a GTD korokozok elsésorban szaprofitak,
masodsorban opportunista korokozok. A sz6ld gombakozosségének Osszetételét
befolyésold 6kologiai és kornyezeti tényezOk tovabbi vizsgalatara van sziikség, hogy

jobban megértsiik ezt a kérdéskort.

Az eddig targyalt eredmények alapjan a ndvényi részek €s a talaj gomba kozdsségeének
kiilonbsége, melyet valosziniileg a kornyezeti szlirés €s az ebbdl eredd mikroélettér
specifitas vezérel, sokkal nagyobb egy adott ndvényen beliil, mint az egyes novények
kozott. Ez alapjdan minden egyes mikroélettér a ra jellemzd gombakozosséggel
rendelkezik (,,core mycobiome”). Habar nem targyaltuk részletesen, ugy tlinik, hogy
a foldrajzi helyzet és az ebbdl eredd eltéré kornyezeti tényezOk befolyasolhatjak a
sz616 mikobiomjat, ahogyan azt MEZZASALMA ¢s mtsai (2018) is megallapitottak,

illetve bizonyos mértékig a talajk6z0sségek Osszetételbeli kiilonbségeit is a mintavételi
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helyek kozott. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a kiilonbozé bortermeld régiokbal,
hogy a sz6lében €16 gombak Osszetételbeli dinamikajanak regionalis vonatkozasait

nyomon tudjuk kdvetni.

5.2 Az Egri borvidék DNS metabarcoding adatsorabdl nyert eredmények és

azok Kiértékelése

Az Egri borvidéken a négy mintagylijtésb6l a nemzetség szintig 2206 ASV-t
azonositottunk, melynek tobb mint negyede, 573 ndvénypatogén, ebbdl 223 ASV a
GTD-hez kothetd. Funkceid szerint azonositottuk még a faszovetben €16 szaprotrofokat
(286 ASV), melyek nem GTD-hez kdothetek, 32 GTD-hez kothetd fa szaprotrofot,

mikoparazitakat (99 ASV), illetve generalista szaprotrofokat (705 ASV).

A novénypatogének koziil a Fusarium fajok dominaltak (44 ASV), ezt kovették az
Alternaria fajok (31 ASV), majd a Devriesia fajok (21 ASV). A GTD koérokozok
legnagyobb része a Diplodia (48 ASV), Phaeomoniella és Eutypella (41 ASV)
nemzetségbe tartoztak. A mikoparazitak koziil a Cystobasidium és Trichoderma fajok
(19 ASV), valamint a Papiliotrema fajok (11 ASV) voltak nagy szamban jelen. A
faszovetben €16 szaprotrofok koziil a Lophiotrema fajok (18 ASV), a Peniophora fajok
(13 ASV) és a Keissleriella fajok (11 ASV) dominaltak. A GTD-hez kothet6 fa
szaprotrofok koziil a Kalmusia (11 ASV) és Stereum (4 ASV), a generalista
szaprotrofok koziil a Solicoccozyma (61 ASV), Mortierella (45 ASV) és a

Vishniacozyma (40 ASV) voltak a legvaltozatosabbak.

A nem GTD patogének a talajban dominaltak, mig a GTD patogének a faszdvetben,
majd a kéregben. A generalista szaprotrofok a talajban és a kéregben voltak
abundansak, a nem GTD-hez kotheté fa szaprotrofok mindharom mikroélettérben

eléfordultak, viszont szamos kiugro értékkel voltak jelen a kéregben és a faszdvetben.
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A GTD-hez kothet6 fa szaprotrofok a kéregben, és a faszovetben voltak jelen szdmos

szekvenciaval, mig a mikoparazitak foként a kéregben (13. abra).
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13. abra — A kiil6nboz6 funkcids csoportok (nem GTD novénypatogén, GTD névénypatogén,

generalista szaprotrof, nem GTD fa szaprotrof, GTD fa szaprotréf, mikoparazita) abundancidja és

fajgazdagsaga a vizsgalt mikroéletterekben. A betiik az egyiranyt ANOVA post hoc Tukey HSD teszt

alapjan kimutatott szignifikans kiilonbséget jelzik (p<0,05).
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Ha a fajgazdagsagot nézziik, a talaj volt a legvaltozatosabb mikroélettér a nem GTD
patogének, a generalista szaprotrofok, a nem GTD-hez kothetd fa szaprotrofok és a
mikoparazitdk esetében. A GTD-hez kothetd fa szaprotrofok és a GTD patogének a
faszovetben és a kéregben voltak a legdiverzebbek. A ndvénypatogének ASV-i voltak
a legnagyobb szamban jelen a mintadkban (atlag 38 ASV/minta). A tékék egészségi
allapota csak a GTD patogének esetén befolyasolta az abundancia és fajgazdagsag
értékeket (14.abra). A tiinetes novényekbdl gyiijtott mintakban magasabb abundancia
¢és fajgazdagsag értékek figyelhetdek meg. Az abundancia esetén a Botryosphaeria és
Eutypella, mig a fajgazdagsag esetén a Botryosphaeria, Eutypella és Fomitiporia fajok

szama volt magasabb a tiinetes novényekben.

Abundancia Fajgazdagsag
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14. abra — A GTD patogének abundanciaja és fajgazdagsaga a tiinetes és az egészséges novényekrol
gylijtott mintdkban. A betiik az egyiranyt ANOV A post hoc Tukey HSD teszt alapjan kimutatott
szignifikans kiilonbséget jelzik (p<0,05).

A szezonalitds a fa szaprotrofok abundancigjat befolyasolta, valamint a mikoparazitak
¢s a GTD-hez kothet6 fa szaprotrofok fajgazdagsagat. Az évjarat a ndvénypatogének,

a GTD-hez kotheté fa szaprotrofok abundancidjara volt hatassal, valamint a
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novénypatogének, a GTD patogének ¢€s a fa szaprotrofok fajgazdagsagara. Az érintett
csoportok abundanciaja és fajgazdagsaga jelentdsen lecsokkent a 2021-es évben a 20-
as ¢vhez viszonyitva. Az egyetlen funkcidés csoport, melyen a fajta hatés
megnyilvanult, az a GTD-hez kothetd fa szaprotrofok, melyek a legvaltozatosabb a
kékfrankosban, a legkevésbé valtozatosak a chardonnay-ben voltak. Osszességében a
mikroélettér volt a legmeghatarozobb tényezo az abundancia és a fajgazdagsag értékek

alakitasaban a vizsgalt funkcios csoportok esetén.

A gombakozosség Osszetételét nem metrikus multidimenzios skalazassal abrazoltuk
az Osszes ASV felhasznalasaval, mely a stressz érték (0,1195879) szerint jo
abrazolasnak mindsiil (14. abra). A PerMANOVA alapjan a mikroélettér, az évjarat, a
fajta és a szezonalitas mutatott szignifikdns korrelaciot a gombakozosség
szerkezetével (3. tablazat).

3. tablazat. Az Egri borvidékr6l szarmazd Osszes mintat elemzé6 PerMANOVA eredménye, a

valtozokkal, a valtozok kozotti variancia eloszlasaval, p értékekkel és a szignifikancia szinttel

Valtozo Variancia (%) p érték Szignifikancia szint
Mikroélettér 3,8 0,001 Fkk
Fajta 1,3 0,019 *
Evjarat 2,5 0,001 ol
Szezonalitas 1,2 0,039 *
Egészségi allapot 0,085 0,8

A mikroélettér az eltérés 3,8%-at magyarazza, mig az évjarat 2,5%-at, a fajta 1,3%-at,
szezonalitas 1,2%-at. A talajbol vett mintak egyértelmiien megkiilonboztethetéek a
kéreg- és famintaktol, mig az utobbi kettd atfedi egymast. Az egészségi allapot nem
korrelalt szignifikdnsan a kozosség szerkezetével, amikor az dsszes ASV-t egyiitt
vizsgaltuk.

58



Fusicolla

S
" |Diplodia
0
N o
[2)
©
€
[
(@)]
o |
o

Deyriesia

Angustimassarina
T T T T T T T

1.8 =1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

gnmds1

14. abra- A nem metrikus multidimenzids skalazas (NMDS) eredményeként kapott ordinacids abra,
mely az Egri borvidékrdl az egészséges és Esca tiinetes ndovényekrdl gylijtott mintak gombakozosségét
abrazolja az mikroéletterek alapjan. Az ordinaci6 a Bray-Curtis féle tavolsagon alapul, melyet az
abundancia tablazatbol generaltunk. Az ellipszisek az Gsszetételbeli kiillonbségek szorasat mutatjak az
azonos mikroélettérbdl szarmazo mintak esetén, mig a nyilak a 11 legvaltozatosabb nemzetséget,

melyek szignifikansan korrelalnak az ordinacios tengelyekkel (p<0,05)

Az NMDS ordinaciés abran az a 11 legvaltozatosabb nemzetség vektora lathato,
melyek szignifikdnsan korreldlnak az ordinacids tengelyekkel, hozzajarulva a
gombakozosség megfigyelt mintdzatanak kialakulasahoz. A hosszabb nyilak erdsebb
asszociaciot jelentenek. A Devriesia, Angustimassarina és Preussia nemzetségek a
kéregmintakban, mig a Phaeomoniella és a Diplodia foként a faszdvetbdl gyiijtott
mintakban talalhatok. A Mortierella nemzetség altalanosan a talajmintakban fordul

eld.
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A gombakozdsség Osszetételét a kiillonbozd mikroéletterekben is abrazoltuk
kétdimenzios NMDS-sel (kéreg - stresszérték = 0,2759618; fa - stresszérték =
0,2675174; és talaj - stresszérték = 0,1908301) (15. abra). A stressz érték azt alapjan
az ordinaciok megfeleléen Osszegzik a mintak kozott megfigyelt tavolsagokat. A
kéreg esetében a fajta, az évjarat, a szezonalitas és az egészségi allapot szignifikans
Osszefliggést mutatott ki a gombakozosség szerkezetével (4. tablazat). A kéregmintak
kozott az évjarat okozta a legnagyobb eltérést (5,53%).

4. tablazat A mintakat mikroélettereként elemzé perMANOVA eredménye, a valtozokkal, a valtozok

kozotti variancia eloszlasaval, p értékekkel €s a szignifikancia szinttel.

Mikroélettér Valtoz6 Variancia p érték  Szignifikancia
(%) szint
Fajta 5,07 0,001 Fxk
, Evijarat 5,53 0,001 ok
Kéreg
Szezonalitas 2,65 0,026 *
Egészségi allapot 2,62 0,03 *
Fajta 3,69 0,001 Fxk
Talaj Evjarat 15,4 0,001 Fhk
Szezonalitas 7,4 0,001 Fkk
Egészségi allapot 1,2 0,896
Fajta 3,28 0,013 *
. Evijarat 5,7 0,001 *kok
Faszovet
Szezonalités 2,76 0,027 *
Egészségi allapot 41 0,001 Fxk
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15. abra — A mikroéletterenként elvégzett nem metrikus multidimenzids skalazas (NMDS)

eredményeként kapott ordinacids abrak, melyek az Egri borvidékr6l szarmazo mintak mikobiom
Osszetételét abrazoljak az évjarat, szezonalitds, fajta és egészségi allapot szerint a kiilonb6z6
mikroéletterekben. Az ordinaci6 a Bray-Curtis féle tdvolsagon alapul, melyet az abundancia tablazat
alapjan generaltunk. Az ellipszisek az sszetételbeli kiilonbségek szorasat mutatjak a vizsgalt

tényezOk szerint az azonos mikroélettérbdl szarmazd mintak esetén. Minden abran feltiintettiik az R?

és p értékeket. Az R? a varianciat (%) jel6li a hozzatartozoé p értékekkel
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A kéregben a két fehér fajta (chardonnay, leanyka) mikobiomjanak Osszetétele szinte
teljesen eltért. A talajban az évjarat, a fajta és az évszak korrelalt a gombak6zosség
szerkezetével. A talajmintak kozott a legnagyobb eltérést az éves valtozas magyarazta,
(15,4%), a talaj gombakozosségének Osszetétele teljesen eltért a két vizsgalt évben. A
faszovet esetében minden tényezd szignifikans korrelaciot mutatott a kozosség
szerkezetével, itt is az évjarat volt a legmeghatarozobb véltozo (5,7%). Osszességében,
az ¢évjarat volt a legnagyobb hatdssal a mikroélettereken belill a vizsgalt
mikroéletterekre, kiilondsen igaz ez a talaj esetében, ahol igen nagy eltolodast idézett

el6 a 2021-es évjaratban a 20-as évjarathoz képest.

Az egri elsé mintagyiijtésbdl szarmazo haldzatanalizis (16.abra) alapjan lathatjuk,
hogy a faszovetben a Phaeomoniella és Diplodia fajok dominalnak, szinte minden
mintaban jelen vannak, akarcsak a Tokaji borvidéken. Azonban mig Tokajban a
Seimatosporium fajok is szerves részét képezik a faszovetnek, addig Egerben teljesen
hianyoznak. A nem GTD patogének aranya hasonld a faszovetben mindkét
mintagytjtési teriileten. A kéreg esetén a Phaeomoniella, Diplodia, Neofabraea fajok
mindkét borvidéken, mig Egerben a Truncatella, Phaeoacremonium, Eutypa,
Kalmusia ¢és Lophiostoma fajok kizardlag Egerben, addig a Seimatosporium,
Diaporthe és Phoma fajok kizardlag Tokajban fordulnak elé. Mindkét mintagytjtési
helyen a kéreg mar tobb nem GTD patogén ASV-t tartalmazott, mint a faszovet. A
talajban talalhato a legtobb, nem GTD-hez kothetdé patogén mindkét borvidék
esetében. Erdekes modon a Diaporthe fajok az Egri borvidéken csak a talajban vannak
jelen, illetve a GTD korokozok tobb ASV-ben vannak jelen a talajban az Egri
borvidéken, mint a Tokaji borvidéken, féként a Dactylonectria, Neonectria, Diplodia

¢és Truncatella fajok.
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16. abra Az Egri borvidéken (1. mintagytijtés) vizsgalt kiilonb6z6 mikroéletterekben fellelhetd
novénypatogén ASV-k eloszlasa haldzatanalizissel abrazolva. Az 6tszogek mérete aranyos az ASV-k
el6fordulasaval (minél nagyobb az 6tszog, annal tobb mintabol azonositottuk az 6tszdget reprezentald

ASV-t). A GTD patogén ASV-k kiilonboz6 szinekkel, mig a nem GTD ASV-k feketével vannak
jelolve. A mintanevek az mikroélettereket (B-kéreg, W-faszovet, S-talaj), a vizsgalt fajtakat (CH -
chardonnay, CS- cabernet sauvignon, KF — kékfrankos, L - leAnyka), a minta szamat, és az egészségi
allapotot (H - egészséges, D - tiinetes) jelolik.
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Az Egri borvidék DNS-metabarcoding adatsorabodl végzett vizsgéalatunk az els6 olyan
atfogd tanulmany, mely a sz616 mikobiomjara hatd kiilonb6z6é tényezoket, mint
példaul a mikroéletteret, a szezonalitast, az évjaratot, a fajtat és az egészségi allapotot
vizsgalja. Eredményeink alapjan a sz6l6 gombakozosségének Osszetétele jobban
kiilonbozik a talaj és a vizsgalt novényi részek kozott, mint a vizsgalt szezonok,
évjaratok, fajtak vagy éppen az egészségi allapot kozott, ahogyan ezt a Tokaji
borvidéken is megallapitottuk. A talaj mikobiomjanak 6sszetételbeli valtozékonysaga
a legnagyobb mértékben abiotikus tényezokkel (évjarat, szezonalitas) korrelal, mig a
biotikus tényezok (fajta, egészségi allapot) hatdsa hangstlyosabb a szolével kozvetlen

kapcsolatban 1évé gombakdzosség esetén.

Amikor az Gsszes mintat egyiitt analizaltuk, a talaj gombakozosségének Osszetétele
jelentdsen eltért a kéreg €s a faszovet mikobiom Osszetételétdl, mig a ndvényi részek
hasonl6 mikobiom 0Osszetétellel rendelkeztek. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalt
mikroélettérek egyedi gomba kozosségnek adnak életteret, ahogy ezt a
novénypatogének esetén a Tokaji borvidéken is megallapitottuk. SWIFT és mtsai
(2021) 1s ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak. Amikor az egri adatsort az
mikroélettérek alapjan elemeztiik, azt tapasztaltuk, hogy az évjarat gyakorolta a
legnagyobb hatdst a gombakozosség Osszetételére, kiilondsen a talajban, mig a
szezonalitas, fajta és egészségi allapot hatdsa a mikroélettértdl fliggden valtozott. A
talajban a szezonalitds hatdsa is szdmottevoen megjelent. A fajta a kéreg esetén
meghataroz6 tényezd volt, mig a faszovet esetén az egészségi allapot jelentds
varianciat okozott a mintak kozott. FOTIOS és mtsai (2021) arra kovetkeztetésre
jutottak, hogy a faszovetben €16 mikrobiom Gsszetételére a legnagyobb mértékben a
fajta hat, magyarazva a mintak kozotti eltérés 23%-at. A fajta, mint befolyasold

tényez0, kiillonb6z6 modon mutatkozhat meg, igy példaul befolyasolhatja a genetikai
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valtozatossagot, a szallitoszovetek szerkezetét, vagy éppen a fiziologiai
valtozékonysagot. Mindezen tényezOk hozzajarulhatnak a mikroorganizmusok

Osszetételének formalasahoz.

Az Egri borvidéken a talajban megmutatkoztak az évjarat hatdsai, az évjarat volt a
mintdk kozotti kiilonbségek f6 mozgatorugodja. Ezen megallapitasunk Osszhangban
van AGUILAR ¢és mtsai (2020) eredményeivel, akik az évjaratot a talaj mikrobidlis
kozosségét meghatarozd tényezoként azonositottak. A 2021-es évjaratban jelentos
valtozast tapasztaltunk a talaj mikobialis kozosségének 0sszetételében, érintve szamos
vizsgalt funkcids csoport diverzitasat is. 2021-ben a diverzitas értékek jelentdsen
csOkkentek, valdszinlileg a szarazabb évjarat kovetkeztében, a csapadék
mennyiségének lecsokkenése foként a vegetaciés iddszak soran junius és julius

honapokban volt szembet{ing (2. melléklet (M2) - 2. abra).

Ez a diverzitas csokkenés magyardzhatja a kozosség Osszetételének valtozasat, mivel
a szarazsagtlird fajok tulélhették a kedvezdtlen koriilményeket. PAPADOPOULQOU és
mtsai (2022) is vizsgaltak tobbek kozott az évjarat hatasat, és azt talaltak, hogy a
sz6l0n €16 epifita gombak diverzitasara és Osszetételére az évjarat nagyobb hatéssal
van, mint a szezonalitas. Az Egri borvidéken az adataink alapjan elmondhatjuk mi is,
hogy az évjarat nagyobb hatassal volt a gombdk abundancidjara, fajgazdagsagara,
valamint a k6z0sség 0sszetételére, mint a szezonalitas.

A GTD patogének abundancidja a ndvényi részekben volt a legmagasabb, mig a
generalista szaprotrofok a talajban voltak a legvaltozatosabbak. Ezen megfigyelésiink
osszhangban van DEL PILAR MARTINEZ-DIZ és mtsai (2019) eredményeivel.
Habar az altaluk elvégzett vizsgalatok az endoszférara 6sszpontositottak, DEL PILAR
MARTINEZ-DIZ és mtsai a korokozok esetében alacsonyabb, mig a szaprotrofok

esetében magasabb abundanciat figyeltek meg a talaj esetén, a novényi részekkel
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ellentétben. Esetiinkben a generalista szaprotrofok, a mikoparazitak, a nem GTD-hez
kothetd fa szaprotréfok, a nem GTD patogének, és az sszes gombat figyelembe véve,
a talaj volt a legvaltozatosabb mikroélettér, ami azt sugallja, hogy a gombak csak
korlatozottan képesek kolonizdlni a ndvényi részeket, valoszinileg részben az
abiotikus kornyezeti koriilmények, valamint a ndvény védekezési mechanizmusanak
kdszonhetden.

A nodvénypatogének abundancidja és fajgazdagsaga megegyezett az Esca tiinetes és a
tiinetmentes novények kozott mind az Egri, mind a Tokaji borvidék esetén. Azonban
a Tokaji borvidékkel ellentétben az Egri borvidéken a GTD koérokozok nagyobb
abundanciat és diverzitast mutattak a tiinetes novényekben, mint a tiinetmentesekben.
Ez ellentmond a Tokaji borvidéken végzett vizsgalatunk eredményeinek, ahol nem
talaltunk kiilonbséget a tiinetes ¢és tiinetmentes novények ndvénypatogén
gombakozossége kozott. Ez a kiilonbség annak tulajdonithato, hogy a Tokaji
borvidéken elvégzett tanulmanyunk egyetlen idOpontban tortént mintavételezésen
alapult, egyetlen sz6l6fajtar6l (furmint) harom terroirban, egy masik borvidéken.
MOTA LEAL és mtsai (2024) nemrégiben publikaltak egy cikket a Tokaj borvidékrol
a négy mintagyljtés adatait felhasznélva, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
novényi korokozok abundanciaja kiilonbozik az egészséges és az Esca-beteg novények
kozott. Ahogy MOTA LEAL a Tokaji borvidéken, ugy mi is az Egri borvidéken joval
nagyobb mintaszammal dolgoztunk, mint a tokaji adatelemzés soran, ami lehetové
tette, hogy érzékenyebb kapcsolatokat is felfedezziink a kornyezeti tényezdk ¢€s a

mikobiom ko6zott.

Az Egri borvidéken a kiilonbséget elsésorban a Botryosphaeria és Eutypella fajok
abundanciaja befolyasolta. A Botryosphaeria fajok esetében a tiinetes novényekben

két nagysagrenddel tobb szekvenciat azonositottunk az egészséges novényekhez
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képest. Emellett a Botryosphaeria, Eutypella és Fomitiporia fajok sokkal

valtozatosabbak voltak az Esca tiinetes novények esetén.

A mikoparazitdk tekintetében olyan fajokat azonositottunk, melyeket korabban
biokontroll agensként irtak le a GTD koérokozok ellen mind Magyarorszagon, mind
kiilfldén (KOVACS et al., 2021; MUTAWILA et al., 2011; URBEZ-TORRES et al.,
2020; SILVA-VALDERRAMA et al., 2021). A leirt fajokon kiviil szdmos olyan
nemzetség ASV-jét azonositottunk foként a kéregben, és bizonyos mértékig a
faszovetben is, melyeket még nem vizsgaltak lehetséges biokontroll szervezetként a
GTD ellen. Ezen eredményeink lehetdséget adnak uj, potencialis biokontroll fajok

keresésére iranyuld kutatasokra.

Osszességében lathattuk, hogy az Egri borvidéken is a kiilonbdz6 ndvényi részek és a
talaj eltér6 mikobialis kozosségnek adnak életteret, jelentds hatassal vannak a
mikobiom abundancidjara, fajgazdagsagara és  Osszetételére. Amikor a
mikroélettereket kiilon is megvizsgaltuk, az évjarat mellett az egészségi allapot és a
fajta befolydsa is nyilvanvalova valt a mikobiom Osszetételének alakitasaban. Az
évjaratot vizsgalva pedig lathattuk, hogy a szélsOséges iddjarasi koriilmények, mint

példaul a szarazsag, jelentds hatast gyakorolhatnak a mikobiom sokféleségére.
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5.3 A faszovetbdl torténo hagyomanyos izolalas eredménye

Az ujgeneracids molekularis elemzési eljarasok mellett mind a két borvidéken sikertilt
hagyoményos eljarassal is gombatdrzseket izolalnunk. Az egy csészérdl hasonld
morfologiai paraméterekkel rendelkezé gombak szelektalasat kovetden Egerben 227,
mig Tokajban 180 izolatumot sikeriilt tisztatenyészetbe vonni.

Az Egri borvidéken sikeriilt mind a négy mintagy(jtésbél hagyomanyos eljarassal
gombakat tenyészteni a faszovetbdl. A 2020-as évben a GTD patogéneket izolaltuk a
legnagyobb szamban, mind a téli mind a nyari idészakban. A GTD patogének koziil a
téli idészakban a Diplodia fajok néttek fel a faszovetbdl, illetve a Phaeomoniella és
Phaeoacremonium fajok (18. abra). Nyaron a Diplodia fajok mellett tobb
Seimatosporium fajt is izolaltunk, valamint a Fomitiporia fajok is megjelentek. A

funkcidos csoportok ardnyai a két szezonban nagyjabol megegyeztek.

Eger 2020 tél Eger 2020 nyar
Alternaria A"gg;l X I%aén;t;i/la
Angustimassarina(SO%)\ L ) (, ',° Kalmusia el -6 o/)
as%) (100%)

Dothideomycetes i Aureobasidium
(83.33%)_ 4 (10%)
-

Aureobasidium
(47.06%)

-
~

. 7 . -
Seimatospo \ ‘ Clad(t;?;o)rium 4 ;
15. ! _(35% ; ‘
(e 3 Cladosporium
: ~\ protrof  —(1765%)
; Scucurbitaria
~ (11.76%)

Coniochaeta
(20%)
leocucurbitarial
(10%) Phaeomoniéll
enicillium (17.86%)
Diplodia (20%)
(41.03%)

Diplodia N
Fomitipcria’ (35,71%)
(10.71%)

Phaeoacremonium’
(17.95%)

y 1o (4.6%)

(4.6%)

aen (6.9%)
rotréf = GTD (8%)

18. abra — A tenyésztéses izolalas eredménye az Egri borvidék esetén a 2020-as év téli és nyari
idoszakaban. A kordiagramm belsd részén a funkcids csoportok aranya, a kiils6 részén a funkcios

csoportokon beliil az azonositott nemzetségek aranya lathato.

Nagy szamban izolaltunk még Aureobasidium fajokat, illetve Cladosporium fajokat

is. Az Aureobasidium pullulans egy ¢éleszté-szerli gomba, mely a sz616
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mikrobiomjanak altaldnos tagja, a sz616 fold alatti és fold feletti részeibdl rendszeresen
izolaljak (SABATE et al., 2002; PINTO et al., 2014; PINTO et al., 2018). A
Cladosporium fajokat egyes orszagokban a sz6l6 korokozojaként tartjak szamon,
példaul Chilében akar 50%-os terméscsokkenést és a bor mindségének romlasat
okozhatjak, ha megfertézik a bogyét (BRICENO et al., 2007, 2008, LATORRE et al.,

2011).

A mikoparazitak koziil az Angustimassarina fajok jelentek meg a téli idészakban.
Ezeket a fajokat eddig egy esetben izolaltak sz616r61 (KOLARIK et al., 2023). Erdekes

lehet ezen fajok életmodjat a késdbbiekben vizsgalni a sz616n.

Eger 2021 tél Eger 2021 nyar
_Uzbekistanica . Fusarium  Kalmusia :
Pleosporales Coniella o y Epicoccum 0, o Cladosporium
f100%) (100%11°0%) Kaimusia G CEam)0)
Phaeomoniella (100%) Coniella*=™" A ’
(14.81%) | (14.3%),
Phaeoacremonium Aureobasidium Alterna:wa
(7.41%)_ (53.33%) (42.9%)_
Trichoderma
(100%) _

Cladosporium | | pleosporales o

(26.67%) (100%) Diplodia

(61.9%)

Neaqcucurbitaria
. ) (6.67%)
Rl Robillarda
(62.96%) - (6.67%)
Vishniacozyma
(6.67%)
\Dia(rype
(14.81%) ] ismeretlen (3%)
(4.3%) zaprotréf (2.1%) P“ae”“‘-"gj";/"; (3%)
s s7anrotréf = GTT o i fa szaprotrof —~GTD (3%)
z1%) zaprolrél = GTD (21%) generalista szaprotréf (6%)

19. abra - A tenyésztéses izolalas eredménye az Egri borvidék esetén a 2021-es év téli és nyari
id6szakaban. A kordiagramm belsd részén a funkcios csoportok aranya, a kiils6 részén a funkcios

csoportokon beliil az azonositott nemzetségek aranya lathato.

A 2021-es évben az Egri borvidékrol nagyobb szazalékban izolaltunk GTD
patogéneket, a nyari szezonban az izolatumok tobb, mint 60%-at GTD patogénként
azonositottuk (19. abra). Ahogy a 2020-as évben, a 2021-es évben is a GTD patogének
nagy részét a Diplodia fajok tették ki. A Seimatosporium fajokat csak nyaron tudtuk
izolalni 2021-ben. Szintén nyaron izolaltunk egy Trichoderma fajt is, melynek
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mikoparazitikus tulajdonsagait a GTD koérokozok ellen szdmos tanulmany vizsgalta.
A 2021-es év téli idészakaban izolaltunk Aureobasidium fajokat, azonban a nyari
mintakb6l nem azonositottunk egyet sem. Itt megjelentek az Alternaria fajok is,
melyek elsédlegesen novénypatogének, de szamos tanulmany szerint az Alternaria
nemzetség tagjai a sz6l6 leggyakoribb endofitdi koz¢é tartoznak (MOLNAR et al.,
2023). Az Alternaria fajokat évszaktol, régiotol fiiggetleniil az Aurebasidium, Botrytis,
Cladosporium, Epicoccum, Fusarium és Penicillium fajok mellett szamos alkalommal
kimutattdk mind tenyésztéses, mind tenyésztéstol fiiggetlen technikakkal sz616 esetén.
A télen izolalt Vishniacozyma fajt Gjgeneracios technikdkkal mar azonositottak
sz616r6l (YANG et al., 2023). A Vishniacozyma victoriae antagonisztikust hatasat
mutattak ki szamos gombaval szemben, amikor biokontroll 4gensként alkalmaztak bio
korte tarolasi betegségei ellen (GORORDO et al., 2022). Az ujgeneracios szekvenalas
alapjan Seimatosporium fajokat nem azonositottunk az Egri borvidékr6l egyik
mintagylijtésbél sem, mig a tenyésztés soran szamos Seimatosporium fajt

azonositottunk, mind a 2020-as mind a 2021-es évben.

Tokaj 2021 tel Tokaj 2021 nyar
Epicoccum Murilentithecium Epicoccum Murilentithecium
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(35.71%), 5 (37.5%), $
Aureobasidium Aureobasidium
Pleosporales _(40.74%) Pleosporales N44.4%)
(77.78%)._ (83.3%)_
% névénypatogén 2,
& g 4 N (12.9%) Cladosporium
& / 5
_ generalista Cladosporium Ny ismeretlen ~(33.3%)
~ szaprotrof _(40.74%) O7%). | S
(23.28% = ~
Seimatosporium & y ) | B
(21.15%) GTD patogén ~ Seimatosporium GTD patogén Botryosphaeria
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Phaeomoniella \\ Diplodia
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Diplodia & Phaeomoniella
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iy,
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(2.59%) (2.59%)

20. abra - A tenyésztéses izolalas eredménye az Egri borvidék esetén a 2020-as év téli és nyari
id6szakaban. A kordiagramm bels6 részén a funkcids csoportok aranya, a kiilsé részén a funkcios

csoportokon beliil az azonositott nemzetségek aranya lathato.
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A 2021-es évben a Tokaji borvidéken is izolaltunk gombakat a faszévetbdl (20. abra).
A mintdk legnagyobb részét, kortilbelil a 40-50%-4t itt is a GTD patogének tették ki
mindkét szezonban. A GTD patogének koziil a Diplodia fajok mellett nagy szamban
izolaltunk Phaeomoniella és Seimatosporium fajokat. Az Alternaria fajok mindkét
szezonban megjelentek, ahogy az Epicoccum, Cladosporium és Aureobasidium fajok

is.

A tenyésztéses izolalassal nagysagrendekkel kevesebb gombat tudtunk azonositani az
ujgeneracios szekvenalashoz képest, azonban lathatjuk, hogy sikeriilt olyan fajokat is
izolalni a tenyésztéssel, mely a szekvenalas esetén nem jott el6. A 2020-as és 21-€s
évben az Egri borvidéken Seimatosporium fajokat, a 2021-es évben szintén az Egri
borvidékrdl egy Uzbekistanica fajt, melyek az analizishez felhasznalt Gjgeneracios
szekvenalassal nyert adatsorokban nem taldltunk. Hozzank hasonloan STEFANI és
mtsai (2015) is talaltak eltérést szénhidrogénnel szennyezett talaj mikrobidlis

kozosségében a tenyésztéstdl fliggetlen és tenyésztéses technika alkalmazasakor.

A DNS kivonashoz €s a tenyésztéses izoladlashoz ugyanazon faszovetbdl furt minta
egy-egy részét hasznaltuk fel. A mintagytlijtés az els6 kritikus 1épése az azonositasi
folyamatnak, mellyel biztositjuk a minta épségét €s stabilitdsat. Habar LAUBER ¢és
mtsai (2010) azt allitottak, hogy a terepi koriilmények kozott gyijtott mintakbol
elvégzett Ujgeneracios szekvenalds eredményét nem befolydsolja a kiilonb6zo
id6tartamu tarolas, késobbi tanulmanyok ramutattak a mintagytijtés koriilményeinek
fontossagara, a minta azonnali feldolgozasa vagy stabilizalasa, illetve a feldolgozasig
megfeleléen torténd tarolasa elengedhetetlen 1épés (CHOO et al., 2015; MATHAY et
al., 2015, PANEK et al., 2018). El6fordulhat, hogy mas paraméterekkel elvégzett DNS

kivonas az ujgeneracios szekvenalas felbontasat novelheti, ugyanis a kiilonb6z6 DNS-
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kivonasi modszerek eltérd eredményt hozhatnak a mikrobialis k6zdsség szerkezetérdl,

ahogy azt talaj esetén vizsgalta ZIELINSKA és mtsai (2017).

A DNS-kivonasi modszer kivalasztasa befolyasolhatja a DNS-minta tisztasagat és
integritdsat. A mintaban taldlhat6 szennyezddések vagy a lebomlott DNS zavarhatjak
a szekvenalasi reakciokat, amely megbizhatatlan eredményhez vezethet. A kinyert
DNS mennyisége is nagyon fontos az ujgeneracios szekvenalas esetén. Ezt a
szekvenald cégek meg is fogalmazzak kritériumként, esetiinkben legalabb 20 pg/ ul

srer

lesz a lefedettség.

5.4 A Clonostachys rosea 19B/1-es torzzsel végzett in planta teszt eredménye

A C. rosea hatasat a GTD tiinetek megjelenésére egy éves cabernet sauvignon
dugvéanyokon vizsgaltuk. A dugvanyokat sebeztiik, majd a xilémbe inokulaltuk a B.
dothidea, E. lata és a P. chlamydospora novekvé micéliumait. A dugvanyokat
kezeletlen és a C. rosea 19B/1-es torzs sporaival kezelt foldbe tiltettiik, majd 90 napig

inkubaltuk 6ket tiveghazi korilmények kozott (21. abra)

21. bra — A 90 napos inkubaciot kovetben a kezelt (bal oldal) és a kezeletlen (jobb oldal) f6ldbe

iiltetett cabernet sauvignon dugvanyok allapota. Forras: sajat felvétel.
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Az inkubaciot kdvetden nekrotikus 1ézidkat figyeltiink meg a dugvanyokon (22. dbra),

mig a nem fertdzott dugvanyok nem mutattak ezt a tiinetet.

a b
Pathogen inoculated
304
B. dothidea E.lata P.chlamydospora . Talaj kezelés
T ] e [ Kezeletlen
< E .. =3 C.rosea 19B/1
2 = - n=3
° 8
:‘3 : 20-: T ' ™
= i =3 =4
© - " nl
8 ] n=5
) .
= i
= x 4
o 10
= ]
® ]
z ~
] n=2
0 ] T T T
B. dothidea E. lata P. chlamydospora

GTD patogén

22. abra. (a) A cabernet sauvignon dugvanyokon, 90 napos inkubaciét kovetden kialakult elhalas,
melyet az E. lata, B dothidea és P. chlamydospora-val torténd fertézés idézett eld. Az alsé sor a C.
rosea 19B/1-es torzzsel inokulalt foldbdl szarmazo dugvanyokat abrazolja (skala - 1cm). (b) A
kezeletlen és a C. rosea-val kezelt talajban nevelt dugvanyokon mért elhalas atlag hossza és a szoras.
Az oszlopok felett 1év6 szamok az 6t fert6zott dugvanybodl szarmazo tiinetes ndvények szamat jelolik,
a csillagok pedig a szignifikans kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,005).

Az E. lata és B. dothidea esetében mélyen a fa szovetében nekrotikus 1éziok alakultak
ki, mig a P. chlamydospora a faszovetet kozvetleniil a kéreg alatt nekrotizalta (22/a
abra). Az E. lata és P. chlamydospora altal okozott nekrotikus 1éziok hossza
szignifikansan csokkent a C. rosea-val kezelt talajban, a B. dothidea-val fert6zott

novények esetében a betegség sulyossaga nem valtozott (22/b abra).

A C. rosea 19B/1-es torzs visszaizolalasa a korokozoval nem fert6zott dugvanyok
esetén alulrol felfelé csokkend tendenciat mutatott. A dugvanyok alapjardl 5 névény
esetén harombol, az internddusz kdzepén 5 novénybdl egyszer sikeriilt visszaizolalni

a torzset, a sebzésbdl azonban nem sikeriilt a visszaizolalas. A 19B/1-es torzs

73



mennyisége egy nagysagrendet nott a talajban 90 napos iiveghazi inkubacio utan.
Fontos, hogy a C. rosea-val kezelt talaj a sebzett, de nem fert6zott dugvanyokon
semmiféle negativ hatast nem okozott.

Az eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a C. rosea erdteljes antagonisztikus hatast
mutat egyes GTD koérokozok ellen, a gomba antibiotikus és mikoparazitikus
képességeinek koszonhetden. Az elvégzett in planta konfrontacios teszt eredménye
azt sugallja, hogy a C. rosea hatékonyan alkalmazhat6 a talajban a GTD tiinetek
kialakulasanak megelozésére a szO6lo esetén. Alkalmazhatosaga elsdsorban az
oltvanyiskoldkban lenne ajanlatos, hiszen amennyiben képes kolonizalni az oltvanyt
¢s ott hosszitavon fennmaradni, akkor GTD kérokozok elleni hatdsa mar az tiltetvény
telepitése elott érvényesiilne.

Azt mar korabban is kimutattak, hogy a C. rosea antagonisztikus hatast gyakorol a P.
chlamydospora ellen (SILVA-VADERRAMA et al., 2021), azonban antibiozist nem
emlitettek ebben a tanulmanyban. Az altalunk elvégzett vizsgalat az elsé beszamolo
arr6l, hogy a C. rosea antagonisztikus hatast gyakorol az E. lata-ra. SILVA-
VALDERRAMA és mtsai a Botryosphaeriaceae csaladba tartozo D. seriata és N.
parvum fajok esetében igazolta a C. rosea antibiotikus aktivitasat. Az altalunk vizsgalt,
a Botryosphaeriaceae csaladba tartozo B. dothidea ellen ezt az antibiotikus hatast nem
tapasztaltuk. Ennek oka valdsziniileg a fizioldgiai polimorfizmus mind a patogén,
mind a C. rosea esetén. A tovabbiakban érdemes lehet olyan C. rosea torzseket
szelektalni, melyek jobban sporulalnak. Az intenziv sporulaci6 eldnyos, mert altalaban
a konidiumokat hasznaljak a novények kezelésére, a magasabb sporulacido pedig
koltséghatékonyabb eldallitast eredményez a biokontroll faj esetében. A hatékony
spora termeld torzsek valdszintileg ellendlobbak, és jobban eloszlanak a kezelt

tertileten.
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Fontos megjegyezni, hogy a biokontroll faj antibiotikus aktivitdsaért felelds
vegyiiletek altaldban masodlagos anyagcseretermékek. Ezen anyagok altalaban a
gomba noOvekedésének allofazisdban keletkeznek, a konidium keletkezésével
parhuzamosan (CALVO et al., 2002). Tekintve, hogy a GTD koérokozoi a sz616
vaszkularis szovetében telepszenek meg, az elleniik felhaszndlni kivant barmely
biokontroll faj alkalmazhatdsaga erdsen fiigg a biokontroll faj vaszkularis szovetben
torténd novekvo képességétél. A C. rosea kolonizald képességét korabban mar
igazoltak dinnyén (CHATTERTON et al., 2008), illetve jelenlétét észlelték sz6l6ben
is (SCHROERS 2001; COSOVEANU et al., 2014; AKGUL és AHIOGLU 2019). Az
altalunk elemzett egri és tokaji adatsorunkban is azonositottunk Clonostachys ASV-
ket, melyek foként a talajban, de kisebb mértékben a kéregben és a faszovetben is jelen
voltak.

In planta kisérletiink esetén képesek voltunk a C. rosea-t ujraizolalni az
tiltet6kozegbdl, eszerint a 19B/1-es izolatum sikeresen megtelepedett a talajban, szama
egy nagysagrenddel nétt az inkubacio végére. A 19B/1-es izolatum eltérd mértékben
telepedett meg a dugvany kiilonbozdé részeiben. A dugvany alapjat hatékonyan
kolonizalta, mig a felsd részét kevésbé. Ennek oka lehet a torzs eltérd hatékonyséaga a
kiilonb6z6 GTD korokozok ellen, amit az in planta kisérletben is megfigyeltiink.

A C. rosea jelentdsen gatolta az elhalas kialakulasat az E. lata és a P. chlamydospora
esetén, mely fajok érzékenyek a C. rosea antibiotikus hatasara. Ez arra utal, hogy a C.
rosea antibiotikus vegyiileteket valaszt ki a talajban vagy a dugvanyok alapjanal
talalhatd vaszkularis szovetekben, és ezek a vegyliletek a xilémen keresztiil
szallitddnak az inokulalt koérokozokhoz. Egy masik lehetséges mod, amely a korokozd
gatlasdhoz vezethet kozvetlen kontakt nélkiil, az a ndvény C. rosea altal indukalt

védelmi mechanizmusa. Ezt a jelenséget korabban bizonyitottak a paradicsom Botrytis

75



cinerea-val torténd fert6zése esetén (MOUEKOUBA et al., 2014). Az, hogy a C. rosea
nem tudta kolonizalni a dugvanyok fels6 részeit, megmagyarazza hatastalansagat a B.
dothidea ellen, amely faj nem érzékeny a C. rosea antibiotikus hatasara, de érzékeny
a mikroparazitizmusra. Az  antagonizmus utoébbi  megnyilvanulasa, a
mikoparazitizmus, az €16skodo és a préda kozotti fizikai kapcesolat kialakitasat igényli,
amely nem valdsulhatott meg az inkubacids idészak alatt a dugvanyokban a C. rosea
viszonylag lassu novekedése miatt. Azonban a C. rosea alkalmazasa hatékony
védelmet eredményezhet a B. dothidea ellen, amennyiben hosszabb id6 all
rendelkezésre a sz616 kolonizéaciojahoz.

Osszességében elmondhatd, hogy a C. rosea jelentds potenciallal bir, hatékony
biokontroll agens lehet a GTD szamos korokozoja ellen. A korabbi in vitro
eredmények és az in planta eredményeink egybehangzdan sugalljak, hogy a
gyakorlatban inkabb a C. rosea altal termelt antifungalis vegyiiletek fontosabbak, mint
maga a mikoparazitimus, bar utobbi is igéretes hossztavu stratégia lehet, ha a C. rosea

szisztematikus kolonizaciojat lehetdvé tudjuk tenni a sz616t6kében.
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6. Kovetkeztetések és a javaslatok

A Tokaji borvidékrdl szarmazé eredmények ujszerli megkdzelitésbol vizsgaljak a
sz616 mikobiom Osszetételbeli dinamikajat, kiemelve a ndvénypatogének diverzitasat,
abundanciajat és eloszlasat a vizsgalt életterekben, egészséges és Esca tiinetes
novények esetén. Az altalunk kiértékelt adatok bizonyitjdk, hogy igen nagy
Osszetételbeli kiilonbség van a talaj és a ndvényi részek ndvénypatogén
gombakozosségeében, akar egy novényen beliil is. A GTD patogének a tokében és
kéregben dominalnak, mig a nem GTD patogének a talajban. A GTD patogének
ugyanolyan diverzitast és abundanciat, valamint eloszlast mutatnak a tiinetmentes és a
tiinetes novényekben nemcsak taxonomiailag, hanem a genetikai valtozatossagot
tekintve is. A terroir-specifikus kdrnyezeti tényez6k meghatarozo befolyassal birnak a
novénypatogén gombakdzosség 0sszetételére mindharom vizsgalt élettérben, azonban
nagyobb hatassal vannak a talajban €16 ndvénypatogének Osszetételére, mint a

faszovetben élokre.

A Tokaji borvidékhez hasonldan az Egri borvidéken is lathattuk, hogy a talaj és a sz616
altalunk vizsgalt részei kiillonbozé mikobialis kozosségnek adnak életteret. Annak
koszonhetden, hogy tobb funkcios csoportot vizsgaltunk, lathattuk, hogy nemcsak a
novénypatogének abundanciaja, diverzitasa és Osszetétele, hanem szamos funkcios
csoporté teljesen eltér a vizsgalt mikroéletterekben. A mikroélettereket egyenként
vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottuk, hogy az évjarat mellett egészségi allapot, és
a fajta is hatassal van a mikobialis Osszetételre. A kornyezeti tényezok is Kritikus
szerepet jatszanak, valamint az extrém iddjarasi feltételek, példaul egy aszalyos év,
hozzajarulhat a mikobiom diverzitasanak csokkenéséhez. A Tokaji borvidék
eredményeivel ellentétben az Egri borvidéken az egészséges és a tiinetes novényekben
a GTD korokozok abundanciaja és fajgazdagsaga kozott eltérést tapasztaltunk, mely
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eltérést a Botryosphaeria, Eutypella és Fomitiporia fajok adtdk. A tilinetes
novényekben az emlitett korokozok abundancidja és fajgazdagsaga nagyobb volt. Ez
valdsziniileg annak kdszonhetd, hogy a Tokaji borvidéken csak egy fajtat vizsgaltunk,
¢s egy mintagyiijtés eredményeit elemeztiik ki. Ahogyan tobb kutatd is felveti, a
patogének abundancia valtozasa allhat a tlinetek kialakulasanak hatterében, mely

hipotézist az egri adatelemzéssel mi is meg tudjuk erdsiteni.

A GTD tiinetek kialakulasanak teljes megértéséhez azonban tovabbi tanulmanyokra
van sziikség. A folyamat feltarasa holisztikus megkozelitést igényel, mely az egész
sz6l6 mikrobiomjat vizsgalja, ugyanis a mikrobidlis interakciok kulcsfontossagu
szerepet jatszhatnak a tlinetek kialakitasaban. Nemcsak a gomba-gomba
kolcsonhatasok, hanem a gomba — baktérium, gomba — virus, valamint a mikrobiom —
ndvény kozotti interakciok is fontosak. Ezen interakciok vizsgalatira alkalmasak a
modern "omikai" technikak, mint pl. a genomika, transzkriptomika, proteomika és
metabolomika, melyek segitségével részletesen elemezhetjiik a sz616 mikrobiomjat,
azonosithatjuk pl. a GTD kialakuldsahoz hozzdjaruld kulcsfontossdgli eseményeket,

szereploket.

Az omikai technikak mellett a hagyomanyos modszereket sem szabad elhagyni,
egyrészt azért, mert eredményeink alapjan vannak olyan gombak, melyeket a DNS-
metabarcoding technikdval nem tudtunk azonositani a mintdkbol, mig a tenyésztéses
eljarassal igen. Masrészt a tisztatenyészetek eldallitasaval lehetdségiink adodik arra,
hogy egy adott mikroorganizmus jelenlétének igazolasan tilmenden a
tisztatenyészetével tovabbi kisérleteket is végezhessiink. Ilyen példaul esetiinkben a
faszovetbdl torténd izolalas soran talalt Angustimassarina és Vishniacozyma fajok,
melyek mas gombakon éléskddhetnek. Az egri adatsorbol latszik, hogy ezek a fajok,

(noha az Angustimassarina nemzetségbdl csak 2 ASV-t azonositottunk, mig a
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Vishniacozyma nemzetségb6l 40 ASV-t), nagyobb mennyiségben az egészséges
sz6l0kon, és az azokat Gvez0 talajban voltak megtalalhatdak. A tovabbiakban érdemes
lenne ezen fajok ¢életmodjat vizsgalni a szOlén, és esetleges biokontroll

tulajdonsagaikat jellemezni a GTD-vel 6sszefliggésbe hozhatd gombak ellen.

A Clonostachys rosea-t is egy korabbi munkank soran izolaltuk, amikor oltvanyok
mikobiomjat vizsgaltuk hagyomanyos tenyésztéses modszerrel. Az oltvanyokbdl tobb
torzset is képesek voltunk azonositani. A jovOben akar ugyanezen faj mas torzseit,
vagy akar a fent emlitett fajokat is lehetne vizsgalni a GTD korokozok ellen mind in
vitro, mind in planta kisérletekben, majd a jol teljesitd torzseket szabadfoldi
kisérletekben is. De ehhez elengedhetetlen a mikoparazitikus tulajdonsaggal
rendelkez6 gombak, vagy akar antibiotikus hatdssal rendelkez6 €lesztok, baktériumok

sz0161r0l torténd izolalasa.

A mikrobdk kozotti interakcidk megértése, valamint a mikrobiomra gyakorolt
kornyezeti hatasok vizsgalata nagyon fontos. Egy egységes megkdzelités, mely
magaba foglalja a novényvédelmi gyakorlatokat, a mikrobialis 6kologiat és a
sz6ldtermesztést, nem csak azért fontos, hogy megértsiik a GTD kialakuldsat, valamint
a mikrobidlis interakciok kulcsfontossdgi szerepét, hanem a fenntarthato
szOl6termesztés €s a betegségek megeldzése, kezelése érdekében is. Ezen tényezdk
Osszetett egyiittmiikodésének mélyebb megértésével a széldtermesztok és boraszok
azon dolgozhatnak, hogy megdrizzék a sz6l6 egészségét, timogassak a mikrobialis
sokféleséget, és végiil olyan borokat készitsenek, amelyek magukba foglaljak minden

évjarat egyedi jellemzdit.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. A Tokaji borvidéken megallapitottam, hogy nagyobb kiilonbség talalhat6 a
novényi részek €s a talaj patobiomjaban, mint az egyes novények kozott, legyenek
ezek Esca- tiinetesek vagy tiinetmentesek. Emellett a talaj és a novény terroir —
specifikus patobiommal rendelkezik, mely nagyobb mértékben a talajban nyilvanul
meg.

2. Az Egri borvidéken a vizsgalt funkcios csoportok (nem GTD patogén, GTD
patogén, generalista szaprotr6f, nem GTD fa szaprotrof, GTD fa szaprotrof,
mikoparazita) abundanciajara és fajgazdagsagara, valamint a mikobiom Osszetételére
a mikroélettér (talaj, faszovet, kéreg) volt a legnagyobb hatassal. A GTD korokozok
abundanciaja és fajgazdagsaga nagyobb volt a tiinetes ndvények esetén, melyet az
abundancia esetében a Botryosphaeria és Eutypella fajok, a fajgazdagsag esetében a
Botryosphaeria, Eutypella és Fomitiporia fajok okoztak.

3. Az Egri borvidéken a vizsgalt tényezok koziil — évjarat, fajta, szezonalitas,
egeészségi allapot — az évjarat volt a legnagyobb hatassal a mikobiom Osszetételére,
amikor az mikroélettereket (talaj, faszovet, kéreg) egyiittesen elemeztem. Az
mikroélettereket egyenként vizsgalva megmutatkozott az egészségi allapot és a fajta
hatasa i1s. A talaj mikobiomjanak 0Osszetételbeli valtozékonysaga a legnagyobb
mértékben abiotikus tényezdkkel (évjarat, szezonalitas) korreldlt, mig a biotikus
tényezok (fajta, egészségi allapot) hatasa hangstlyosabb Vvolt a szdlével kozvetlen
kapcsolatban 1€vé gombakdzosség esetén.

4. A Clonostachys rosea-t sikeresen alkalmaztam biokontroll fajként Eutypa lata
¢s Phaeomoniella chlamydospora fajok ellen in planta kisérletben cabernet

sauvignon dugvanyok esetén.
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5. Az altalunk elvégzett kisérletek igazoltak el6szor, hogy a Clonostachys rosea
antagonisztikus hatast gyakorol az Eutypa lata-ra. A Clonostachys rosea hatékonyan
alkalmazhato a talajban a GTD tiinetek kialakuldsdnak megel6zésére sz6l6 esetén

6. A faszOvet tenyésztéses izolalasa soran olyan fajokat izolaltam, melyek
egyrészt az ujgeneracids szekvenalas soran nem jottek eld, illetve potencidlis
biokontroll fajként izolaltunk Angustimassarina és Vishniacozyma fajokat a GTD

koérokozok ellen
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8. Osszefoglalas

A 57016 nemcsak Magyarorszagon fontos mezdgazdasagi ndvény, vilagszerte 7 millid
hektaron termesztik. Rengeteg korokozo fertézi, ezek koziil a szdl6 korai elhalasa
(GTD) az egyik legsulyosabb gombas betegség, mely ugyanugy érinti a fiatal és az
iddsebb liltetvényeket is, hatalmas karokat okozva a bortermeléknek. A betegség tobb
csoportra oszthatd a tiinetek megjelenése ¢és a korokozok taxonodmiai besorolasa
alapjan. Az egyik alcsoportja az Esca komplex. Ezek a gombak a sz6l6 faszovetét
kolonizaljak, ott lokalis elhalast okozhatnak, az altaluk termelt anyagcseretermékek
eljuthatnak a novény zold részeibe, a betegségcsoportokra jellemzd tiineteket
eldidézve.

Az utdbbi négy évtizedben szamos tanulmany foglalkozott a GTD-vel, azonban a
betegség lefolyasa, valamint, hogy milyen faktorok befolyasoljak a kialakuldsat, maig
nem tisztazott. A tanulmanyok nagy része a hagyomanyos tenyésztéses technikakon
alapult, azonban a technika korlatjai a GTD hatasmechanizmusanak megértését
nagyban befolyasolja. Az 1jgeneracios technikak elterjedésével a mikrobialis
kozosségek jellemzése nagymértékben leegyszerlisodott.

Doktori munkam soran a DNS-metabarcoding technika alkalmazasaval jellemeztiik a
sz010 ¢€s az azt Gvezd talaj mikobidlis kozdss€égét mind taxondmiai mind funkcionalis
szempontbol, valamint vizsgaltuk, hogy milyen tényez6k hatnak erre a kdzosségre.
Vizsgalatainkat két borvidéken végeztiik. A Tokaji borvidéken 2020. februarjaban
harom diillében vizsgaltuk a sz616 patobiomjat a kéregben, a faszovetben és a talajban
Esca-tiinetes és tiinetmentes Furmint novények esetén. A Tokaji borvidéken a talaj és
a novényi részek patobiom dsszetételében jelentds eltérések vannak, akar ugyanazon
novényen beliil is. A GTD patogének a ndvényi részekben (kéreg, faszovet), mig a

nem GTD patogének elsdsorban a talajban talalhatok. Erdekes médon a GTD
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patogének hasonl6 diverzitast és eloszlast mutattak a tiinetmentes és a tlineteket mutato
novényekben, mind taxondémia, mind a diverzitds szempontjabol. A terroir, a
term6fold hatdsa is megmutatkozott a patobiom Osszetételén, foként a talaj esetén,
azonban kisebb mértékben a faszovet és a kéreg patobiomjat is befolyasolta.

Az Egri borvidéken a Tokaji borvidéken vizsgalt tényezok mellett (egészségi allapot,
mikroélettér) lehetOségiink nyilt tovabbi tényezék mikobiomra gyakorolt hatasat
vizsgalni, igy a szezonalitds, az évjarat és a fajta hatasat. 2020, februarban és
augusztusban, illetve 2021. februarban és augusztusban 4 fajtardl (kékfrankos,
leanyka, cabernet sauvignon, chardonnay) gytjtottiink kéreg és faszoveti mintakat
Esca tiinetes és egészséges novényekrdl, valamint a ndvényeket dvezd talajbol. A
tényezOk hatasat tobb funkcios csoport esetén vizsgaltuk a DNS metabarcoding
technikaval (n6vényi korokozok, a GTD korokozok, mikoparazitak, GTD-hez kothetd
fa szaprotrofok, generalista szaprotrofok és fa szaprotrofok).

A Tokaji borvidék eredményeihez hasonléan az Egri borvidéken is a ndvényi
korokozok, elsdsorban a GTD korokozok a kéregben és a faszovetben dominaltak. A
mikoparazitdk és a GTD-hez kothetd fa szaprotrofok a kéregben voltak foként jelen, a
generalista szaprotrofok a talajban. A diverzitas a talajban volt a legnagyobb. A Tokaji
borvidékkel ellentétben az Egri borvidéken az egészségi allapot hatassal volt a GTD
koérokozok abundancijara és fajgazdagsagéara, a tiinetes ndvényekben sokkal
magasabb értékeket figyeltiink meg. Az abundancia tobbletet a Botryosphaeria és
Eutypella fajok, mig a diverzitas tobbletet a Botyrosphaeria, Eutypella és Fomitiporia
fajok adtak. Ez aldtdmasztja azt a hipotézist, mely szerint a GTD patogének latens
patogének, melyek bizonyos koriilmények hatdsdra opportunistavd valnak. A
szezonalitdas minimalisan befolyasolta a funkcios csoportok diverzitasat. A fajta csak

a GTD-hez kothet6 fa szaprotrofok fajgazdagsagara volt hatassal.
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A sz6l6 mikobiom Osszetétel elemzése alapjan az évjarat volt az elsddleges
befolyasold tényezd a talajban, de a ndvényi részek mikobiomjara is szdmottevo
hatassal birt. A funkcios csoportokat a mikroélettér is befolyasolta, egyedi mikobiom
Osszetétel jellemezte a kiilonbozd mikroélettereket. Eredményeink kiemelik a
mikobiomra hatast gyakorldé mikroélettér kritikus szerepét, valamint értékes
informdaciét adnak arr6l, hogy a kiilonb6z6 tényezok hogyan befolyasoljak a sz616
mikobiomjat.

A GTD-tilletéen jelenleg nem all a sz616termeldk rendelkezésére hatékony vegyszeres
védelem. A j6 mezdgazdasagi gyakorlatokkal a fertézés mérsékelhetd, azonban ez
munka-, és pénzigényes. A biokontroll novényvédelem egy igéretes megoldas lehet.
A diplomamunkam soran a Clonostachys rosea-t jellemeztiik, mint biokontroll fajt a
sz0616 korai elhalasat el6idéz6 szamos korokozo ellen in vitro kisérletekben. Az in vitro
kisérletek eredményeit felhasznalva, a doktori munkam részeként in planta
kisérleteket is elvégeztiink tiveghazi koriilmények kozott.

Ennek soran megallapitottuk, hogy a C. rosea erételjes antagonisztikus hatast mutat
egyes GTD korokozok ellen, mely hatasért a gomba antibiotikus €s mikoparazitikus
képességei felelosek. Els6ként igazoltuk a C. rosea antagonisztikus hatasat E. lata
ellen. Az in planta konfrontacios teszt eredménye alapjan a C. rosea hatékonyan
alkalmazhato a talajban a GTD tiinetek kialakulasanak megeldzésére a sz616 esetén. A
felhasznaldsa elsdsorban az oltvanyiskoldkban lenne ajanlatos, amennyiben képes
kolonizalni az oltvanyt és ott hosszatdvon fennmaradni, akkor GTD koérokozok elleni
hat4sa mar az iiltetvény telepitése eldtt érvényesiilne.

A faszovetbdl torténd izolalas soran lathattuk, hogy habar a hagyomanyos
tenyésztéssel nagysagrendekkel kevesebb mikrobat tudtunk azonositani, nem lehet

csak a DNS metabarcoding technikéara hagyatkozni. Egyrészt képesek voltunk olyan
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fajokat izolalni, mely az jgeneracios szekvenalas sordn nem jottek eld, masrészt a
tisztatenyészetben fenntartott mikrobak lehetdséget adnak tovabbi vizsgélatokra is,
legyen az egy 1j biokontroll faj a GTD ellen, vagy éppen sz616r6l eddig nem izolalt

faj jellemzése, amellyel, ha novénypatogén, patogenitasi teszteket is lehet végezni.
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9. Summary

Grapevine is an important crop not just in Hungary, it is cultivated on 7 million
hectares globally. Numerous pathogens infect it, with grapevine trunk diseases (GTD)
being one of the most severe fungal diseases, affecting both young and old vineyards
and causing significant damage to the wine producers. The disease consits of several
groups based on the appearance of the symptoms and the taxonomic classification of
the different pathogens. One of the most destructive syndromes is Esca complex. These
fungi colonize the grapevine's woody tissues, causing local necrosis and producing
metabolites that can reach the plant's annual parts, leading to various symptoms
characteristic of the differen syndromes.

In the last four decades, several studies have focused on GTD, but the progression of
the disease and the factors influencing the disease development remain still unclear.
Most studies have relied on culture-based techniques, but the limitations of these
techniques greatly affect the understanding of GTD's mechanisms. With the spread of
next-generation techniques, the characterization of microbial communities has become
more straightforward.

In my doctoral research, we characterized the mycobial communities of grapevines
and the surrounding soil using DNA metabarcoding, examining both taxonomic and
functional aspects. We investigated the factors influencing these communities in two
wine regions.

In the Tokaj wine region, we studied the grapevine pathobiome in the bark, wood, and
soil of Esca-symptomatic and asymptomatic Furmint plants in three vineyards.
Significant differences were observed in the pathobiome composition between the soil

and plant parts, especially in the bark and wood. GTD pathogens were found in plant
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tissues (bark, wood), while non-GTD pathogens were mainly present in soil.
Interestingly, GTD pathogens showed similar diversity and distribution in
symptomatic and asymptomatic plants, in terms of taxonomy and genetic diversity as
well. The impact of terroir was evident in the pathobiome composition of soil, but also
influenced the pathobiome of wood and bark to a lesser extent.

In the Eger wine region, in addition to the factors studied in Tokaj (health state and
microhabitat), we investigated the effects of several other factors such as seasonality,
vintage, and cultivar on the mycobiome.

Bark and wood samples were collected from Esca-symptomatic and asymptomatic
plants, as well as soil from the surrounding of the plants in February and August of
2020 and 2021 from four cultivars (kékfrankos, leanyka, cabernet sauvignon,
chardonnay). We examined the impact of these factors on various functional groups
(plant pathogens, GTD pathogens, mycoparasites, GTD-associated wood saprotrophs,
generalist saprotrophs, and wood saprotrophs).

Similarly to the Tokaj wine region, plant pathogens, especially GTD pathogens
dominated in the bark and wood. Mycoparasites and GTD-associated wood
saprotrophs were mainly present in bark. Generalist saprotrophs were found in soil.
Overall, soil was the most diverse compartment. Unlike in Tokaj, health state did affect
the abundance and richness of GTD pathogens in Eger, with higher values observed in
symptomatic plants. In terms of abundance, Botryosphaeria and Eutypella species,
while in terms of diversity, Botryosphaeria, Eutypella and Fomitiporia species showed
higher values. This supports the hypothesis that GTD pathogens are latent pathogens
that, under certain conditions, become opportunistic. Seasonality minimally influenced
the diversity of the functional groups, and cultivar only affected the richness of GTD-

associated wood saprotrophs.
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The analysis of the grapevine mycobiome composition revealed that vintage was the
primary influencing factor in the soil, but it also had a significant impact on the
mycobiome of plant parts. The different functional groups were affected by
microhabitats, these microhabitats harbour unique mycobiome composition. Our
results highlight the critical role of the microhabitat in influencing the mycobiome and
provide valuable information on how various factors affect the grape mycobiome.
Currently grape growers do not have an effective chemical treatment against GTD.
While infection can be mitigated with good agricultural practices, this approach is
labor and resource-intensive. Biocontrol plant protection could be a promising
solution. Previosly in my Master thesis, | characterized Clonostachys rosea as a
biocontrol species against various pathogens causing GTD in in vitro experiments.
Subsequently, using the results of in vitro experiments, we conducted in planta
experiments as part of my doctoral research under greenhouse conditions.

We found that C. rosea exhibited a strong antagonistic effect against certain GTD
pathogens, attributed to its antibiotic and mycoparasitic capabilities. We first
confirmed the antagonistic effect of C. rosea against E. lata. Based on the results of
the in planta confrontation tests, C. rosea can be effectively applied in the soil to
prevent the development of GTD symptoms in case of grapevines. Its use is
recommended primarily in nurseries, as it can colonize and persist on the cuttings,
exerting its effects even before the plantation of a new vineyard.

During the isolation fromthe woody tissue, we observed that although we identified
significantly fewer fungal species with culture-based techniques, relying solely on
DNA metabarcoding techniques is not sufficient. On one hand, we were able to isolate
species that did not appear during next-generation sequencing, and on the other hand,

maintaining fungi in pure culture in the laboratory allows us to do for further
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investigations. This could involve testing new biocontrol species against GTD as we
mentioned, or the characterization of species not isolated from grapevines before. If
the species is a plant pathogen, it opens up the possibility of conducting pathogenicity

tests too.
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M2 — 1. abra. A Nem GTD-hez kéthet6 névénypatogén nemzetségek diverzitasa a Tokaji borvidéken a kiilonb6zé mikroéletterekben (EK — egészséges kéreg, TK — tiinetes
novény, kéreg, ET — egészséges novény, talaj, TT- tiinetes ndvény, talaj, EF- egészséges novény, faszovet, TF — tliinetes novény, faszovet). A betlik a szignifikans

kiilonbségeket (p<0,05) jelzik az egyiranyu ANOVA és a Tukey HSD teszt alapjan.
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M2 - 2. abra. A havi atlag hdmérséklet (bal oldal) és a havi sszes csapadék (jobb oldal) a 2020-as és 2021-es évben. Az abrakhoz az adatokat az Egri borvidéken az Eszterhazy

Karoly Katolikus Egyetem kisérleti sz6l6birtokan a Boreas Fejlesztd és Szolgaltatd Kft. altal elhelyezett InterMet automata meteorologiai méréallomas szolgaltatta.
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M2 — 1. tablazat. A Tokaji borvidék adatsorabol elvégzett indikatorfaj analizis eredménye, az mikroélettér és az egészségi allapot alapjan, a fajokhoz tartozo p értékkel, funkcidval,
SH (Species Hypothesis) azonositoval, az ITS2 rDNS szekvencia szazalékos egyezésével, és a taxondmiai besorolassal a UNITE+INSD SH alapjan legjobban egyezd szekvencia
(2020. februari verzid). A funkcidk roviditései: NPAT-névénypatogén, GTD — a sz616 korai elhalasahoz kothet6 patogén. Azok az ASV-k vannak feltlintetve a tablazatban melyek p
értékei kisebbek, mint 0,05. Ez azt jelenti, hogy az adott ASV megjelenése a mikroélettérben, vagy az egészséges ¢€s tiinetes ndvényben, illetve ezek kombinacidjaban valosziniileg

nem a véletlennek kdszonheto.

ASV p Funkcio Species Hypothesis % Taxonomiai besorolas Torzs Osztaly
Kéreg
ASV0149 0,005 NPAT SH1514429.08FU 98 Exobasidium woronichinii Exobasidiomycetes Basidiomycota
ASV0172 0,001 GTD SH1615013.08FU 99,3  Phaeomoniella chlamydospora Ascomycota Eurotiomycetes
ASV0196 0,001 NPAT SH1641282.08FU 99,5 Devriesia pseudoamericana Ascomycota Dothideomycetes
ASV0214 0,001 GTD SH1552800.08FU 97,1 Seimatosporium pistaciae Ascomycota Sordariomycetes
ASV1105 0,032 NPAT SH1573821.08FU 97,9 Minutiella tardicola Ascomycota Eurotiomycetes
ASV1108 0,045 GTD SH2170012.08FU 100 Neofabraea kienholzii Ascomycota Leotiomycetes
ASV1586 0,006 NPAT SH2127282.08FU 99,7 Alternaria oregonensis Ascomycota Dothideomycetes
ASV1902 0,032 NPAT SH1560866.08FU 93,3 Veronaea japonica Ascomycota Eurotiomycetes
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ASV3964

Talaj
ASV0016
ASV0047
ASV0268
ASV0345
ASV0442
ASV0454
ASV0462
ASV0463
ASV0529
ASV1777
ASV1949
ASV2161
ASV2186
ASV2229

ASV2665

0,033

0,001
0,001
0,001
0,001
0,035
0,003
0,001
0,040
0,001
0,034
0,043
0,036
0,004
0,031

0,036

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

NPAT

SH1540544.08FU

SH1572654.08FU

SH2255649.08FU

SH1644397.08FU

SH1546659.08FU

SH1142333.08FU

SH1552815.08FU

SH1623732.08FU

SH1572654.08FU

SH1243424.08FU

SH1601977.08FU

SH2219021.08FU

SH1527186.08FU

SH1626902.08FU

SH1614481.08FU

SH1936170.08FU

98,3

99,6
100
96
100
99,3
99,3
99,7
99,6
80,1
99,7
99,7
95,8
99,3
99,2

95,1
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Microstroma bacarum

Fusarium oxysporum
Pilidiella diplodiella
Plectosphaerella delsorboi
Fusarium solani
Didymella bryoniae
Immersidiscosia eucalypti
Fusarium solani
Fusarium oxysporum
Setophoma terrestris
Laetisaria arvalis
Colletotrichum destructivum
Plenodomus biglobosus
Fusicladium fagi
Acicuseptoria rumicis

Ganoderma leucocontextum

Basidiomycota

Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota

Basidiomycota

Exobasidiomycetes

Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Dothideomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Dothideomycetes
Agaricomycetes
Sordariomycetes
Dothideomycetes
Dothideomycetes
Dothideomycetes

Agaricomycetes
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Faszovet

ASV0004
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ASV0037

ASV0043

ASV1586

0,037

0,001
0,002
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0,003

0,014
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ASV500
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ASV1339
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NPAT
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SH1838164.08FU

SH1573220.08FU

99,7

100
97,8
98
97,3

99,7

99,4

97,2

96,3
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Gaeumannomyces

hyphopodioides

Phaeomoniella chlamydospora
Seimatosporium pistaciae
Phaeoacremonium minimum
Fomitiporia punicata

Alternaria oregonensis

Neophaeococcomyces sp.

Alpinaria rhododendri

Periconia sp.

Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota
Basidiomycota

Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota

Sordariomycetes

Eurotiomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Agaricomycetes

Dothideomycetes

Eurotiomycetes

Dothideomycetes

Dothideomycetes



Tiinetes novény, kéreg

ASV1586 0,045 NPAT SH2127282.08FU 99,7 Alternaria oregonensis Ascomycota Dothideomycetes

Tiinetes novény, talaj

ASV0119 0,019 NPAT SH2311583.08FU 100 Botrytis californica Ascomycota Leotiomycetes
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11. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni Dr. Geml Jozsefnek és Dr. Tancsics Andrasnak, akik a 4 év
alatt témavezetdimként iranyt mutattak. Szeretném megkoszonni kollégamnak, Dr.
Karacsony Zoltannak a rengeteg gyakorlati tandcsot, amit kaptam tdle. Koszonettel
tartozom a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetemnek és az Eszterhazy Karoly
Katolikus Egyetemnek, amiért befogadtak a témamat, €s helyszint, illetve tamogatast
nyujtottak a kutatdisomhoz. Minden kollégdmnak kdszondm, aki valamilyen formaban
hozzajarult az értekezésem elkészitéséhez.

Ezenkiviil szeretném megkdszonni a férjem, a csaladom ¢€s a bardtaim tamogatésat,
akik akkor is batoritottak és Osztonoztek, amikor bortlatdé voltam, nélkiilik nem

lennék itt.
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