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A munka el6zményei, célkitiizések

A sz6l6t érintd egyik legsulyosabb gombas betegség a szO6lo korai elhalasa
(Grapevine Trunk Diseases - GTD), melyhez kapcsolodoan tobb szaz gombafajt
irtak le. Vilagszerte ndvekszik a GTD elofordulasa a hatékony védekezési stratégiak
hianya miatt. Szamos, a GTD-hez kotheté gombafaj funkcionalis szerepe nagyrészt
ismeretlen. A betegség lefolyasaval kapcsolatosan rengeteg kérdés még mindig
megvalaszolatlan. Jelenleg nincs hatékony védekezési modszer, a novényvédd
szerek ¢€s fungicidek hatastalanok, ugyanis a betegséget el6idéz6 gombak a sz616
faszovetében védve vannak. Az utobbi évtizedben megjelentek a tenyésztéstdl
fliggetlen technikédk, melyek segitségével megismerhetjiik a kiilonb6z6 a névények
mikrobiomjat. Az ujgeneracids szekvenalds lehetdséget ad arra, hogy a GTD-t
részletesebben vizsgaljuk, és feltarjuk, hogy mely tényezdk befolyasolhatjdk a

crer

A kutatomunkam a sz616 (Vitis vinifera) kérgének, faszovetének, valamint a talaj
mikroorganizmusainak taxonémiai és funkcionalis jellemzését foglalja magaba. A
kdzponti téma a sz6l6 patobiomja, kiilonos tekintettel a GTD korokozdkra és a talaj
¢s a novény mikobiomja kozotti kolcsonhatasokra. Munkénk soran vizsgaltuk a
Tokaji borvidéken a terroir, a mikroélettér és az egészségi allapot hatasat a novényi
korokozokra, azon beliil is a GTD korokozokra. Az Egri borvidéken vizsgaltuk a
fajta, a mikroélettér, a szezonalitas és az évjarat mikobiomra gyakorolt hatasat az
egészséges ¢s GTD-tlinetes novények esetén.

A mikrobak izolalasa és jellemzése hagyomanyosan id6- és munkaigényes folyamat,
de fontos Iépés. Azonban egy adott mikroorganizmus tisztatenyészetben kinalja a
legjobb lehetdséget a teljeskorii jellemzéséhez filogenetika, taxonOmia és
funkcionalitdas szempontjabol. A tenyésztéstdl fiiggetlen DNS metabarcoding
technika mellett hagyomanyos izolalassal vizsgaltuk a sz616t6ke egészséges és beteg
faszovetébdl tenyészthetd gombakat, hogy meghatarozzuk a dominans fajokat.

A mesterképzés soran megkezdett témdt is szerettem volna folytatni. A
diplomamunkamban a Clonostachys rosea, mint lehetséges biokontroll faj
jellemzését végeztiik el a GTD korokozok ellen in vitro koriilmények kozott. Az in
planta tesztek tovabbi vizsgalatat tervezziik, hisz nagyon fontos, hogy egy
biokontroll faj, mely laboratériumi koriilmények kozott megallja a helyét, képes-e
erre kevésbé kontrollalt kornyezetben. Osszefoglalva a célkitiizéseim a kovetkezdek:

1. A Tokaji borvidéken a terroir, a mikroélettér, az egészségi allapot
ndvénypatogénekre, azon beliil is a GTD patogénekre gyakorolt hatdsanak vizsgélata

2. Az Egri borvidéken a kiilonbozo fajtak, a mikroélettér, a szezonalitds, az
évjarat és az egészségi allapot mikobiomra gyakorolt hatdsanak vizsgalata



3. Az ujgeneracios technikak mellett hagyoméanyos tenyésztéses eljarassal a
faszovetbdl gombak izoldldsa, ezek azonositdsa, az Ujgeneracids szekvenalds
adataival torténd Osszehasonlitdsa

4. A diplomamunkam soran in vitro koriilmények kozott jellemzett biokontroll
C. rosea in planta vizsgalata néhany GTD korokozo6 ellen



Anyag és modszer
Mintagytijtés, DNS kivonas

Az Egri borvidéken Egerben az Eszterhdzy Kdaroly Katolikus Egyetem kisérleti
sz6lobirtokan 4 fajtat (kékfrankos, leanyka, cabernet sauvignon, chardonnay)
vizsgaltunk. Két Esca tiinetes és két egészséges tokét jeloltiink ki, melyekbdl kéreg
¢s faszoveti mintat gyljtottiink, illetve a kornyezd talajbol is gyljtottiink talajmintat.
2020. februarban és augusztusban és 2021. februarban és augusztusban tortént a
mintagytjtés. A Tokaji borvidéken 3 dil6t vizsgaltunk, és dulonként jeloltiink ki 2
egészséges, ¢€s két Esca tlinetes novényt, majd az Egri borvidékhez hasonléan
elvégeztiik a mintagytijtést az emlitett idépontokban. A mintakat egységesitettiik,
liofilizaltuk, homogenizaltunk és DNS-t vontunk ki bel6le. Ezt kdvetéen a kivont
DNS-t ujgeneracios szekvenalasra kiildtiik, melyet az Illumina MiSeq platformon
végeztek el. A szekvendlds soran az ITS2 rDNS (riboszémalis DNS) régiot
szekvenaltak a fITS7 (IHRMARK et al., 2012) és az ITS4 (WHITE et al., 1990)
primerek segitségével.

DNS metabarcoding adatfeldolgozas, statisztikai analizis

A tokaji mintdk adatfeldolgozdsa az elsd mintagylijtésbdl tortént, mig az egri
mintaknal mind a négy mintagytijtés adatait egyiitt elemeztiik. A nyers szekvenciakat
a dada2 (CALLAHAN et al., 2016) csomaggal dolgoztuk fel az R kérnyezetben (R
Developement Core Team 2013). A szekvencidkat ezutan trimmeltiik,
zajtalanitottuk, Osszeillesztettilk, majd amplikon szekvencia variansokba (ASV)
rendeztiik. A gombdak taxondmiai besorolasat az UNITE adatbazisaban fellelhetd
Osszes gomba faj referencia szekvencidi alapjan a USEARCH (11. verzio, Edgar,
2010) program segitségével végeztik. Az ASV-ket TEDERSOO és munkatarsainak
(2014) listaja alapjan rendeztiik funkcios csoportokba. Ezen ASV-k koziil kiemeltiik
azokat a nemzetségeket, melyek a GTD-vel a szakirodalom szerint dsszefliggésbe
hozhat6ak. Minden analizist az R kdrnyezetben végeztiink.

Mindkét mintagytijtési hely mintait, melyek kevés szekvenciat tartalmaztak (<1000),
kihagytuk az analizisbdl. Ezutan a matrixokat normalizaltuk, majd Tokaj esetén a
novényi korokozokkal, mig Eger esetén tobb funkcids csoporttal dolgoztunk tovabb
(GTD patogének, nem GTD patogének mikoparazitdk, generalista szaprotrofok,
GTD-hez kothetd fa szaprotrofok, fa szaprotrofok). A kategorikus valtozok pl. a
mikroélettér (faszovet, kéreg, talaj), terroir, szezonalités, évjarat és egészségi allapot
hatasanak teszteléséhez a diverzitast, illetve az abundanciat hasonlitottuk Ossze a
mintdk kozott egy iranyd ANOVA (varianciaanalizis) modellekkel. A szignifikans
kiilonbséget a Tukey HSD teszttel azonositottunk. Az ASV-k diverzitasat és
abundanciajat dobozdiagrammal abrazoltuk a ggplot2 (WICKHAM, 2016) csomag
segitségével a kétiranyu mikroélettér-terroir modell alapjan Tokaj esetén, mig Eger
esetén a mikroélettér alapjan. A mintak Osszetételbeli kiilonbségeit nem metrikus
multidimenzids skalazassal (NMDS) szemléltettiik a vegan csomag segitségével.



Permutacios varianciaanalizist (PerMANOVA) végeztiink a vegan csomag adonis
funkciojanak segitségével, hogy megbecsiiljiik a terroir, a mikroélettér, évjarat,
szezonalitas €s az egészségi allapot altal magyarazott valtozast. Az egri matrixot
mikroéletterekre felosztva is elvégeztik az NMDS-t és a PerMANOVA-t. A
novénypatogén ASV-k eloszlasa halozatként lett abrazolva az sna csomaggal
(BUTTS, 2008) a kiilonbozé mikroéletterekre a tokaji adatsorbol és az egri
adatsorbol.

Hagyomanyos mikrobiologiai médszerrel torténé izolalas a faszovetbol

Az egri mintak esetén mind a négy mintagyiijtésbdl, a tokaji mintak esetén a 2021-
es ¢vbdl a faszovetbdl hagyomanyos tenyésztéses eljarassal gombakat izolaltunk. A
fadarabkakat egyesével oxitetraciklin-hidrokloriddal (10 pg/ml Sigma-Aldrich)
kiegészitett PDA (potato dextrose agar — burgonya dextr6z agar, Oxoid) taptalajra
helyeztiik, 5 darabot egy csészére, egy tokérdl 3 ismétlésben, 4 hétig monitoroztuk,
majd tisztatenyészeteket képeztiink a felnové gombdakbol. A mintdkbol DNS-t
vontunk ki, majd PCR-ral (Polimerase chain reaction — polimeraz lancreakcid) a
gombak azonositasara altalanosan hasznalt ITS régiot sokszorositottuk fel, majd
elkiildtik ¢ket Sanger szekvenalasra az Eurofins Genomics-hoz (Ebersberg,
Németorszag). A nyers szekvencidkat a Geneious Prime bioinformatikai program
segitségével szirtiik. A gombak taxondmiai besorolasat a DNS metabarcoding
technikaval azonositott szekvencidkhoz hasonldan végeztiik el.

In planta iiveghazi kisérlet a potencialis biokontroll jelolt Clonostachys rosea
19B/1-es torzzsel

A C. rosea hatékonysagat in planta iiveghazi kisérletben teszteltikk le. Az Eutypa
lata, Botryosphaeria dothidea és Phaeomoniella chlamydospora torzsekbdl kb. 3
mm-es micélium korongokat vagtunk ki, majd inokulaltuk a megsebzett cabernet
sauvignon dugvanyok xilémjébe. Minden koérokoz6 - talaj kombinaciohoz 5
dugvanyt hasznaltunk fel. A dugvanyokat kezeletlen, illetve a C. rosea 19B/1-es
torzs konidium szuszpenzidjaval kiegészitett talajba iiltettiik (10* spora/gramm). A
ndvényeket liveghdzban inkubaltuk kornyezeti fényviszonyok mellett. 90 napos
inkubaciot kovetden a dugvanyokat gyokerestiil kivettiik a talajbol, a kéreg
eltavolitasa utdn hossziranyban felvagtuk, és megmértiik a nekrotikus elvaltozasok
hosszat. A C. rosea 19B/1 torzs visszaizolalasat is megkiséreltiik a talajbol, illetve
az inokuldlt talajban nevelt dugvanyok hdrom kiilonb6zd pontjabol is (alap,
internodium koézepe, sebzés). Azon gombakbodl, melyek morfologiajukat tekintve
hasonlitottak a C. rosea-hoz, egy kevés micéliumot atoltottunk PDA téptalajra, hogy
tisztatenyészeteket kapjunk. A gombdkat morfologiai bélyegek, valamint az ITS
régio alapjan azonositottuk.



Eredmények és azok megbeszélése

A Tokaji borvidék DNS metabarcoding adatsorabol nyert eredmények, azok
kiértékelése

A GTD, és a nem GTD patogének, valamint az §sszes ndvénypatogén abundanciaja
kiilonbozott az eltéré mikroéletterekben, az egészségi allapotok kdzott azonban nem.
Az 0Osszes novénypatogén abundanciaja a faszovetben, a GTD patogéneké a
faszovetben, mig a nem GTD patogéneké a talajban volt a legnagyobb. Az Osszes
novénypatogén fajgazdagsaga kiilonbozott a mikroéletterek kozott, illetve a terroir-
ok ko6zott is. A nem GTD patogének a talajban voltak a legdiverzebbek, mig a GTD
patogének a farészben, majd a kéregben, és kis diverzitast mutattak a talajban.

A ndvénypatogén gombakozdsség szerkezetét két dimenzids NMDS-sel abrazoltuk.
A mikroélettér befolyasolta a legnagyobb mértékben a ndvénypatogén
gombakdzosséget, a variacid 19,25%-at magyarazva, ezt kovette a terroir 7,78%-kal,
¢s az egészségi allapot 1,86%-kal. Az elvégzett halozatanalizis is igazolta a GTD
patogének dominancidjat a farészben és a kéregben, mig a nem GTD patogének
dominanciajat a talajban, szdmos domindns nemzetség ASV-je tobb mintdban is
megjelent. A halozatanalizis alapjan az egészséges és beteg novények patobiomja
nem tért el egymastol, azonban a kéreg és a faszovet dominans GTD nemzetségei
igen. A talajmintdk a terroirok szerint szépen elkiiloniilnek, a minden diillében
megtalalhatd ASV-k mellett terroir specifikus ASV-ket is lathatunk.

A Tokaji borvidéken vizsgalt névénypatogén gombakozdsség mintazatat, melyet a
mikroélettér nagymértékben befolyasolt, elsésorban a GTD ¢és a nem GTD
korokozok eloszlasbeli kiilonbségei befolyasoltak. A GTD korokozok a faszovetben
¢és a kéregben fordultak eld, egyes talajmintakbol teljesen hidnyoztak, vagy éppen
nagyon alacsony gyakorisagot mutattak. Ez az allitas nincs 6sszhangban NERVA és
mtsai (2019) vizsgélatainak eredményeivel, miszerint a talaj a GTD korokozok
igencsak fontos inokulum forrasa. Fontos megemliteni, hogy a mikroéletterek
diverzitasat a nem GTD-hez kithetd patogének befolyasoltak, mig a GTD patogének
inkabb az abundancia értékekre voltak hatassal a normalizalt matrixunk alapjan. Ez
azt jelenti, hogy bar kevésbé diverzek, a GTD kérokozok talnyomorészt tobbségi
tagjai a sz6l6 patobiomjanak, kiilondsen a farésznek, kiszoritva onnan a nem GTD
korokozokat. A halozatanalizisiink alapjan a Phaeomoniella, Seimatosporium és
Diplodia fajok okozzak az el6bb emlitett abundancia tobbletet a faszovetben, a
kéregben a Seimatosporium és Diplodia fajok. A Phaeomoniella fajok nagy szamat
a faszovetben ¢€s alacsony gyakorisagukat a kéregben vélhetdleg az okozza, hogy a
P. chlamydospora a faszovet xilémjét preferalja jobban kolonizacidé szempontjabol
(LANDI et al., 2012; FLEURAT-LESSARD et al., 2014).

Annak ellenére, hogy a Tokaji borvidéken a mintagy(ijtési terliletek egymashoz
viszonylag kozel voltak (<10 km), nagy Osszetételbeli kiilonbségeket talaltunk a



novénypatogén gombakodzdsség Osszetételében terroironként. Ez foként a talajban
¢l6 patogének esetében mutatkozott meg, ¢€s kisebb mértékben a farészben 1évo
patogének esetén is, ami egyfajta mezoklimatikus és edafikus tényezok altal vezérelt
kornyezeti sziirésre utal. A terroir nagyobb mértékben befolyasolta a kéreg
ndvénypatogén gombakdzosségét, mint a faszovet gombakozosségét, valdsziniileg
azért, mert a kéreg a kornyezeti tényez6knek nagyobb mértékben kitett, mint a toke.

Eredményeink kihangstlyozzak a GTD Osszetettségét, miszerint a koérokozok a
mikrobiom altaldnos tagjai az egészséges novények esetén is, és jelenlétik a
levéltiinetek megjelenésével kozvetleniil nem kapcsolhaté 0Ossze. 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 széarazsag, az intenziv metszés vagy egyéb tényezok miatt. Megallapitottuk, hogy
a GTD-hez kothetd gombdk szinte kizardlag a kéregben és az éveld farészben
talalhatéak, a talajban egy-két nemzetség kivételével nem voltak jelen. Ez
alatdmasztja azt az elméletet, hogy a GTD korokozok elsésorban szaprofitak,
masodsorban opportunista kérokozok.

Az Egri borvidék DNS metabarcoding adatsorabdl nyert eredmények és azok
kiértékelése

A nem GTD patogének a talajban dominaltak, mig a GTD patogének a farészben,
majd a kéregben. A generalista szaprotrofok a talajban és a kéregben voltak
gyakoriak, a nem GTD-hez kothet6 fa szaprotréfok mindharom mikroélettérben
el6fordultak, viszont szamos kiugro értékkel voltak jelen a kéregben és a
faszovetben. A GTD-hez kothetd fa szaprotroéfok a kéregben, €s a faszovetben voltak
jelen szamos szekvenciaval, mig a mikoparazitak foként a kéregben. A talaj volt a
legdiverzebb 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 faszdvetben és a kéregben voltak a
legdiverzebbek. Tokajjal ellentétben a GTD koérokozok abundancidja és
fajgazdagsaga nagyobb volt a tiinetes novények esetén. Az abundancia esetén a
Botryosphaeria és Eutypella fajok szekvencia szama volt magasabb a tiinetes
novényekben, mig a fajgazdagsag esetén a Botryosphaeria, Eutypella és Fomitiporia
fajok szdma. Ahogyan t6bb kutato is felveti, a tiinetek megjelenésének hatterében a
GTD korokozok abundancidjanak valtozasa allhat, mely hipotézist az egri adatsorral
mi is meg tudunk erdsiteni. Tokajban nagy valoszinliséggel a kiilonbséget azért nem
tudtuk kimutatni, mert csak egy mintagyijtés adatait elemeztiik ki. Ezt bizonyitja,
hogy MOTA LEAL és mtsai (2024) a Tokaji borvidéken mind a négy mintagytijtést
kielemezve talaltak kiilonbséget a novényi korokozok abundanciaja és fajgazdagsaga
kozott az egészséges €s a tiinetes novények esetén. Az Egri borvidéken szdmos
funkciés csoport abundancidja és fajgazdagsaga jelentésen lecsokkent a 2021-es
évben a 20-as évhez viszonyitva, valdsziniileg a szarazabb évjarat kovetkeztében.



Osszességében a mikroélettér volt a legmeghatarozobb tényezé az abundancia és a
fajgazdagsag értékek alakitdsadban a vizsgalt funkcios csoportok esetén.

A gombakdzosség Osszetételét nem metrikus multidimenzids skalazassal abrazoltuk
az 6sszes minta esetén. A PerMANOVA alapjan a mikroélettér, az évjarat, a fajta és
a Szezonalitas mutatott szignifikans korrelaciot a gombakozosség szerkezetével. A
mikroélettér az eltérés 3,8%-at magyardzza, mig az évjarat 2,5%-at, a fajta 1,3%-at,
szezonalitds 1,2%-at. Az egészségi allapot nem korreldlt szignifikdnsan a kozosség
szerkezetével, amikor az Osszes mintat egylitt vizsgaltuk. A gombakdzisség
Osszetételét a kiilonboz6 mikroéletterekben is abrazoltuk kétdimenzios NMDS-sel,
igy egyéb valtozok hatasa is elojott. A kéreg esetében példaul a fajta hatds. A
chardonnay és leanyka fajtabol szarmazoé mintak teljesen elkiilontilnek.

Az egri elsé mintagyiijtésbdl szarmazo halozatanalizis alapjan Tokajhoz hasonloan
a talajban a nem GTD korokozok dominalnak, mig a kéregben mar egyre tobb GTD
korokozd megjelenik. A faszovetben a GTD korokozok kiszoritjdk a nem GTD
korokozokat. A GTD korokozok koziil a faszovetben a Phaeomoniella és Diplodia
fajok dominalnak, akarcsak Tokajban. Erdekes modon a Diaporthe fajok az Egri
borvidéken csak a talajban vannak jelen, illetve a GTD korokozok tobb ASV-vel
vannak jelen a talajban az Egri borvidéken, mint a Tokaji borvidéken.

Az egri 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. A talaj mikobiomjanak
Osszetételbeli valtozékonysaga a legnagyobb mértékben abiotikus tényezdkkel
(évjarat, szezonalitas) korreldl, mig a biotikus tényezdk (fajta, egészségi allapot)
hatdsa hangsulyosabb a sz6lovel kozvetlen kapcsolatban 1évé gombakozosség
esetén.

Amikor az dsszes mintat egyiitt elemeztiik, a talaj gombakozdsségének Osszetétele
jelentdsen eltért a kéreg és a farész mikobiom Osszetételétol, mig a ndvényi részek
hasonlé mikobiom 0Osszetétellel rendelkeztek. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalt
mikroéletterek egyedi gomba kozdsségnek adnak életteret, ahogy ezt a
ndvénypatogének esetén a Tokaji borvidéken is megallapitottuk. SWIFT és mtsai
(2021) 1is ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak. Amikor az egri adatsort a
mikroéletterek alapjan elemeztiik, azt tapasztaltuk, hogy az évjarat gyakorolta a
legnagyobb hatdst a gombakozosség Osszetételére, kiilondsen a talajban, mig a
szezonalitds, fajta és egészségi allapot hatasa a mikroélettértdl fliggden valtozott.

A 2021-es évjaratban jelentés valtozast tapasztaltunk a talaj mikobialis
kozosségének Osszetételében, érintve szamos vizsgalt funkcios csoport diverzitasat
is. 2021-ben a diverzitas értékek jelentdsen csokkentek, valdsziniileg a szarazabb
¢vjarat kovetkeztében. A diverzitds csokkenés magyarazhatja a kozoOsség
Osszetételének valtozasat, mivel a szdrazsagtird fajok tulélhették a kedvezdtlen
kortilményeket. PAPADOPOULQOU ¢és mtsai (2022) is vizsgaltak tobbek kozott az



¢vjarat hatasat, és azt talaltak, hogy a sz6lon €10 epifita gombak diverzitasara és
Osszetételére az évjarat nagyobb hatdssal van, mint a szezonalitds. Az Egri
borvidéken az adataink alapjan elmondhatjuk mi is, hogy az évjarat nagyobb hatassal
volt a gombék abundancidjara, fajgazdagsagara, valamint a kozosség 0sszetételére,
mint a szezonalitas.

A faszovetbol torténé hagyomanyos izolalas eredménye

Az Egri borvidéken sikeriilt mind a négy mintagylijtésbdl hagyomanyos eljarassal
gombakat tenyészteni a farészbol. A 2020-as évben a GTD patogéneket izolaltuk a
legnagyobb szamban, mind a téli mind a nyari iddszakban. A GTD patogének koziil
a téli idészakban a Diplodia fajok néttek fel a faszovetbdl, illetve a Phaeomoniella
¢s Phaeoacremonium fajok. Nyaron a Diplodia fajok mellett tobb Seimatosporium
fajt is izolaltunk, valamint a Fomitiporia fajok is megjelentek. A funkcios csoportok
aranyai a két szezonban nagyjabol megegyeztek. A sz6lon éltalanosan eléfordulod
fajokat is izolaltunk, mint pl. az Aureobasidium, Cladosporium Alternaria fajok. A
mikoparazitak koziil az Angustimassarina fajok jelentek meg a téli idészakban.
Erdekes lehet ezen fajok életmodjat a késSbbiekben vizsgalni a sz616n.

A 2021-es évben az Egri borvidékr6l nagyobb szazalékban izolaltunk GTD
patogéneket, a nyari szezonban az izoldtumok t6bb, mint 60%-at GTD patogénként
azonositottuk. 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. Mind a téli, mind a nyari idészakban izolaltunk Cladosporium,
Alternaria fajokat. A télen izolalt Vishniacozyma fajt ijgeneracios technikakkal mar
azonositottak sz6l6r6l (YANG et al., 2023). A Vishniacozyma victoriae
antagonisztikus hatdsat mutattak ki szdmos gombaval szemben, amikor biokontroll
agensként alkalmaztak bio korte tarolasi betegségei ellen (GORORDO et al., 2022).
Az Gjgeneracios szekvenalas alapjan Seimatosporium fajokat nem azonositottunk az
Egri borvidékrdl egyik mintagylijtésbél sem, mig a tenyésztés soran szamos
Seimatosporium fajt azonositottunk, mind a 2020-as mind a 2021-es évben. A 2021-
es évben a Tokaji borvidéken is izolaltunk gombdkat a farészbdl. A mintdk
legnagyobb részét, koriilbeliil 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 (atlag 80 izolatum/mintagyiijtés), azonban
lathatjuk, hogy sikeriilt olyan fajokat is izoldlni a tenyésztéssel, mely a szekvenalas
esetén nem jott el6. A 2020-as és 21-es évben az Egri borvidéken Seimatosporium
fajokat, a 2021-es évben szintén az Egri borvidékrol egy Uzbekistanica fajt
azonositottunk, melyek az analizishez felhasznalt Gjgeneracids szekvenalassal nyert
adatsorokban nem talaltunk. Hozzank hasonléan STEFANI és mtsai (2015) is
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talaltak eltérést szénhidrogénnel szennyezett talaj mikrobidlis kozosségében a
tenyésztéstol fiiggetlen és tenyésztéses technika alkalmazéasakor.

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

Az E. lata és B. dothidea esetében mélyen a fert6zott dugvanyok faszovetében
nekrotikus 1éziok alakultak ki, mig a P. chlamydospora a faszovetet kdzvetleniil a
kéreg alatt nekrotizalta. Az E. lata és P. chlamydospora altal okozott nekrotikus
1€ziok hossza szignifikansan csokkent a C. rosea-val kezelt talajban, a B. dothidea-
val fert6zott névények esetében a betegség sulyossaga nem valtozott.

A C. rosea 19B/1-es torzs visszaizolalasa a korokozoval nem fert6zott dugvanyok
esetén alulrdl felfelé csokkend tendenciat mutatott. A dugvanyok alapjardl 5 novény
esetén harombdl, az internddusz kdzepén 5 novénybdl egyszer sikeriilt visszaizoldlni
a torzset, a sebzésbOl azonban nem sikerilt a visszaizolalas. A 19B/1-es torzs
mennyisége egy nagysagrendet nétt a 90 napos liveghazi inkubacié utan. Fontos,
hogy a C. rosea-val kezelt talaj a sebzett, de nem fert6zo6tt dugvanyokon semmiféle
negativ hatdst nem okozott.

Az eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a C. rosea erételjes antagonisztikus
hatast mutat egyes GTD korokozok 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
kialakuldsdnak megeldzésére a sz0l6 esetén. Alkalmazhatosdga elsdsorban az
oltvanyiskolakban lenne ajanlatos, hiszen amennyiben képes kolonizalni az oltvanyt
és ott hosszutavon fennmaradni, akkor GTD koérokozok elleni hatasa mar az
iiltetvény telepitése el6tt érvényesiilne. Azt mar korabban is kimutattak, hogy a C.
rosea antagonisztikus hatast gyakorol a P. chlamydospora ellen (SILVA-
VADERRAMA et al.,, 2021), azonban antibiézist nem emlitettek ebben a
tanulmanyban. Az altalunk elvégzett vizsgalat az elsd beszamolo arrdl, hogy a C.
rosea antagonisztikus hatast gyakorol az E. lata-ra.

Osszességében elmondhaté, hogy a C. rosea jelentds potencidllal bir, hatékony
biokontroll agens lehet a GTD szamos korokozoja ellen. A korabbi in vitro
eredmények és az in planta eredményeink egybehangzoan sugalljak, hogy a
gyakorlatban inkabb a C. rosea altal termelt antifungalis vegyiiletek fontosabbak,
mint maga a mikoparazitimus, bar utobbi is igéretes hosszatavu stratégia lehet, ha a
C. rosea szisztematikus kolonizaciojat lehetové tudjuk tenni a sz616tokében.
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Kovetkeztetések és a javaslatok

A Tokaji borvidékrdl szarmazé eredmények ujszerti megkdzelitésbol vizsgaljak a
sz0l6 mikobiom Osszetételbeli dinamikdjat, kiemelve a nodvénypatogének
diverzitasat, abundanciajat €s eloszlasat a vizsgalt életterekben, egészséges €s Esca
tiinetes novények esetén. Az altalunk kiértékelt adatok bizonyitjak, hogy igen nagy
Osszetételbeli kiilonbség van a talaj és a ndvényi részek ndvénypatogén
gombakdzosségében, akar egy novényen beliil is. A GTD patogének a tékében és
kéregben domindlnak, mig a nem GTD patogének a talajban. A GTD patogének
ugyanolyan diverzitast és abundanciat, valamint eloszlast mutatnak a tiinetmentes €s
a tlinetes ndvényekben nemcsak taxondmiailag, hanem a genetikai diverzitast
tekintve is. Ez valoszinlileg annak koszonhetd, hogy Tokaj esetén csak egy
mintavételezés adatait elemeztilk. A terroir-specifikus kornyezeti tényezok
meghatarozd befolyassal birnak a ndvénypatogén gombakdzdsség Osszetételére
mindharom vizsgalt élettérben, azonban nagyobb hatassal vannak a talajban €16
novénypatogének Osszetételére, mint a farészben éldkre.

A Tokaji borvidékhez hasonléan az Egri borvidéken is a talaj és a sz616 altalunk
vizsgalt részei kiilonbozé mikobialis kozosségnek adnak életteret. Annak
koszonhetden, hogy tobb funkcids csoportot vizsgaltunk, lathattuk, hogy nemcsak a
ndvénypatogének abundancidja, 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,
¢s a fajta is hatdssal van a mikobialis 0sszetételre. A kornyezeti tényezok is kritikus
szerepet jatszanak, valamint az extrém iddjarasi feltételek, példaul egy aszalyos év,
hozz4jarulhat a mikobiom diverzitdsanak csokkenéséhez. A Tokaji borvidék
eredmeényeivel ellentétben az Egri borvidéken a GTD korokozdok abundancidja és
fajgazdagsaga nagyobb volt a tiinetes novényekben, mely eltérést a Botryosphaeria,
Eutypella és Fomitiporia fajok adtak. A kiilonbséget valdszinileg azért tudtuk
detektalni, mert az Egri borvidéken tobb mintagytijtés eredményeit elemeztiik ki.
Ahogyan tobb kutato is felveti, a patogének abundancia véltozasa allhat a tiinetek
kialakuldsanak hatterében, mely hipotézist az egri adatelemzéssel mi is meg tudjuk
erdsiteni.

A GTD tiinetek kialakulasanak teljes megértéséhez azonban tovabbi tanulmanyokra
van szlikség. A folyamat feltarasa holisztikus megkdzelitést igényel, mely az egész
sz016 mikrobiomjat vizsgalja, ugyanis a mikrobidlis interakciok kulcsfontossagu
szerepet jatszhatnak a tiinetek kialakitasaban. Nemcsak a gomba-gomba
kdlcsonhatasok, hanem a gomba — baktérium, gomba — virus, valamint a mikrobiom
—ndvény kozotti interakciok is fontosak. Ezen interakciok vizsgélatara 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 hozzajarulé kulcsfontossagl eseményeket,
szereploket.
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Az omikai technikak mellett a hagyomanyos modszereket sem szabad elhagyni,
egyrészt azért, mert eredményeink alapjan vannak olyan gombdak, melyeket a DNS-
metabarcoding technikdval nem tudtunk azonositani a mintakbol, mig a tenyésztéses
eljarassal igen. Masrészt a tisztatenyészetek eldallitasaval lehetdségiink adodik arra,
hogy egy adott mikroorganizmus jelenlétének igazoldsan talmenden a
tisztatenyészettel tovabbi kisérleteket is végezhessiink. Ilyen példaul esetiinkben a
farészbol torténd izolalas soran talalt Angustimassarina és Vishniacozyma fajok,
melyek parazitalhatnak mas gombakat. Az egri adatsorbol latszik, hogy ezek a fajok
nagyobb mennyiségben az egészséges sz0l0kon, €s az azokat 6vezod talajban voltak
megtalalhatéak. A tovabbiakban érdemes lenne ezen fajok életmodjat vizsgalni a
sz6l6n, és esetleges biokontroll tulajdonsagaikat jellemezni a GTD-vel
Osszefiiggésbe hozhatd gombak ellen.

A C. rosea-t is egy kordbbi munkank soran izolaltuk, amikor oltvanyok mikobiomjat
vizsgaltuk hagyomanyos tenyésztéses modszerrel. Az oltvanyokbol tobb C. rosea
torzset is képesek voltunk azonositani. A jovében 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
rendelkezd gombdak, vagy akar antibiotikus hatassal rendelkezd élesztok,
baktériumok sz616rdl torténd izolalasa.

A mikrobdk kozotti interakciok megértése, valamint a mikrobiomra gyakorolt
kornyezeti hatdsok vizsgélata nagyon fontos. Egy egységes megkozelités, mely
magaba foglalja a ndvényvédelmi gyakorlatokat, a mikrobidlis Okologiat és a
sz6l6termesztést, eldsegitené a GTD kialakulasanak megértését, valamint feltarna a
mikrobialis interakciok kulcsfontossagl szerepét a fenntarthatd sz6l6termesztés és a
betegségek megeldzése, kezelése érdekében. Ezen tényezdk  Osszetett
egylittmiikddésének mélyebb megértésével a szdlétermesztdk €és boraszok azon
dolgozhatnak, hogy meg0rizzék a szO0l0 egészségét, tamogassak a mikrobidlis
sokféleséget, és végiil olyan borokat készitsenek, amelyek magukba foglaljak
minden €vjarat egyedi jellemzdit.
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Uj tudomanyos eredmények

1. A Tokaji borvidéken megallapitottam, hogy nagyobb kiilonbség talalhat6 a
novényi részek és a talaj patobiomjaban, mint az egyes névények 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 szaprotrof, nem GTD fa szaprotrof, GTD fa szaprotrof,
mikoparazita) abundancidjara ¢és fajgazdagsadgara, valamint a mikobiom
Osszetételére a mikroélettér (talaj, faszovet, kéreg) volt a legnagyobb hatassal. A
GTD korokozok abundanciaja és fajgazdagsadga nagyobb volt a tiinetes novények
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,
egészségi allapot — az évjarat volt a legnagyobb hatdssal a mikobiom Osszetételére,
amikor az mikroélettercket (talaj, faszovet, kéreg) egylittesen elemeztem. Az
mikroélettereket egyenként vizsgalva megmutatkozott az egészségi allapot és a fajta
hatasa is. A talaj mikobiomjanak Osszetételbeli valtozékonysaga a legnagyobb
mértékben abiotikus tényezdkkel (évjdrat, szezonalitas) korrelalt, mig a biotikus
tényezok (fajta, egészségi allapot) hatasa hangsulyosabb volt a sz6ldvel kozvetlen
kapcsolatban 1€vé gombakdzosség esetén.

4. A Clonostachys rosea-t sikeresen alkalmaztam biokontroll fajként Eutypa
lata és Phaeomoniella chlamydospora fajok ellen in planta kisérletben cabernet
sauvignon dugvanyok esetén.

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 faszdvet tenyésztéses izolalasa soran olyan fajokat izoldltam, melyek
egyrészt az Ujgeneracios szekvendlds sordn nem jottek eld, illetve potencidlis
biokontroll fajként izolaltunk Angustimassarina és Vishniacozyma fajokat a GTD
kérokozok ellen
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