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2. BEVEZETES

A Botrytis cinerea egy jol ismert novénypatogén gomba, tobb mint ezerkétszaz
kiilonbozd gazdandvényt képes fertdzni, ezért jelentds gazdasagi karokat okozhat a
mezdgazdasagban. A szO6lo (Vitis vinifera L.) esetében kétarci gombaként is
emlegetik, hiszen korokozoként az egyik legjelentésebb szdldpatogén, emellett
viszont a Botrytis cinerea-nak koszonhetéen jon létre a nemesrothadds, melynek
eredményeként késziilhet el példaul a Tokaji aszibor, amely a legkorabbi eredetvédett
borészati termék a vildgon. A Tokaji aszubor egyediségét a szemenként sziiretelt
aszuszemekbdl késziild magas mindségli alapanyag adja. Hazankban asziszemnek a
teljesen tOppedt, ugyanakkor husos texturaja, lilds szinii, a bogyofelszinen nem
mutatkozd gombahifakkal atszott szOlészemeket nevezi a szdélészeti-boraszati
gyakorlat.

A jelenleg érvényben 1évd szabalyozds alapjan a Tokaj-Hegyalja borvidéken hat
sz6l6fajtabol csaknem tiz kiilonboz6 bordszati terméket lehet eldallitani, amelybdl hét
termék részben vagy teljesen aszisodott alapanyagbdl késziilhet.

Az elsdsorban a B. cinerea miikddésének tulajdonitott nemesrothadas folyamatat maig
egy Osszetett jelenségnek tartjdk, hiszen a gomba jelenlétén kiviil szdmos
mikrobiologiai, kornyezeti és  szOlészeti-bordszati  technologiai  tényezd
befolydsolhatja a folyamatot. Tobb tanulmany foglalkozik a Botrytis cinerea
populédcidgenetikdjaval, a kiilonboz6 ndvényvéddszer rezisztencidkkal vagy éppen
érzékenységgel, az ellene alkalmazhatd antagonista biokontroll agensekkel, és a
patogenezis biokémiai és funkciondlis részleteivel. Ezen ismeretek alapjan egy
gyakorlati szempontbo6l jol hasznalhaté védekezési modszert sikeriilt kidolgozni,
melynek természetesen megvan az adott borvidékre jellemz6 sajatossaga. Hazdnkban
a Tokajon kiviili borvidékeken egy atlagos évjaratban virdgzaskori és érés elotti
novényvédoszeres védekezéssel jol lehet védekezni a korokozo ellen, sot fitotechnikai
eszkozokkel is segithetjik a novényvéddszerek eredményességét. Tokajban
alapvetden az aszl célra termesztett sz6l0k esetében a késoéi védekezés elmarad, igy
segitve a korai am szoérvanyos bogyofertdzodést, amely a késobbi egyontetii
nemesrothadas forrasa lehet. Léteznek olyan borvidékek azonban, mint példaul
Champagne Franciaorszagban, ahol a Botrytis legcsekélyebb mértékii megjelenése is
nagyban rontja az ott késziilt termék, a pezsgd, érzékszervi tulajdonsagait, ezért a
gazdadk sokszor gyakorlatilag a sziirkepenész megjelenésé¢hez igazitjdk a sziiret
idépontjat.

Az atény, hogy a Botrytis cinerea megjelenése a vilag kiilonboz6 borvidékein ennyire
valtozatos megitéléssel talalkozik arra sarkallja a kutatokat, hogy minél részletesebben
tanulmanyozzédk a gomba fert6zési folyamatat és a kornyezeti tényezdkkel vald
kapcsolatat. A jelenlegi Eurdopai Unids agrérpolitikai irdnyelvek szerint a
novényvédoszer felhasznalast drasztikusan csokkenteni kell és helyettiik alternativ,
biologiai és agrar technologiai miiveletekkel kell komplex védekezési gyakorlatot
bevezetniink. A ndvényvéddszer mennyiségi csokkentése mellett az Okologiai
szemléletli és biotermelés teriiletének ndvelése is kitlizott unios cél.

Az elmult idészakban a szamitdsi kapacitdsok nagymértékli novekedése és az
ujgeneraciés molekularis bioldgiai moddszerek koltségeinek csokkenése azt
eredményezte, hogy szamos teriileten ugynevezett multiomikai modszerekkel kezdték
vizsgalni a kutatok a kornyezeti jelenségeket. Ez a gyiijtonév a genomika,
transzkriptomika, proteomika és metabolomika moddszereit foglalja magaban, dm
manapsag olyan 1j teriiletek is kifejlddtek, mint a lipidomika, az epigenomika vagy a
foodomika. Ezek a moddszerek kiilon-kiilon is hatalmas adatmennyiségeket
generalnak, amelyek kiilonboz6 szinten torténd elemzésével szamos uj eredményt



ismerhetiink meg. Egy résziik 6nalloan nem ad teljes képet az adott jelenség leirasahoz,
am kombinaciojuk alkalmas arra, hogy gén, fehérje vagy metabolit szinten
értelmezziink egy komplex folyamatot.

Ezek a felmeriild gyakorlati igények és technoldgiai lehetdségek adtdk meg a
lehetdségét annak, hogy transzkriptomikai modszerekkel vizsgaljuk az aszisodas
folyamatat. Munkénk soran szamos hipotézist allitottunk fol, melyek az igen egyszerii
kérdésektdl, ugy, mint a funkciondlis Botrytis gének mennyiségi kiilonbségei a
kiilonboz6é rothadasi tipusok esetében, a komplex, tovabbi vizsgalatok elvégzését
igényld kérdésekig (nem-Botrytis gombak szerepe az asziborok aromdjanak
kialakulasaban) terjedtek. A felallitott hipotéziseink jelentds része igazolddott, mig
néhany esetben eredményeink megcéafoltdk azokat. Az értekezés négy kérdéskort
taglal amelyek mindegyike egy-egy referalt folyodiratban kozlésre keriilt, ezek a
kovetkezdk: 1) A Botrytis cinerea expresszios profilja és metabolizmusa a sz6l6
nemes- ¢s szlirkerothaddsa soran (Otto, et al., 2022), i1) A Botrytis cinerea funkciondlis
szerepének metatranszkriptomikai elemzése a sz6l6 nemesrothaddsa soran
bekovetkezd biokémiai és texturdlis valtozadsokban (Hegyi, et al., 2022), iii)) A
sz6l6bogyok metatranszkriptomikai elemzése a fonalas és ¢lesztégombak funkcionalis
génjeinek kifejezddésében a nemesrothadas és a sziirkerothadéas soran (Otto, et al.,
2023) és iv) Az aszubogyokbol késziilt borok sajatos aroméjanak eredete: kiilonb6zo
gombak hogyan jarulnak hozzd a botritizalt sz6l6bogydk aromaprofiljanak
kialakulasdhoz (Hegyi, et al., 2023).

Jelen munka sordn felvetett kérdések és a megéllapitott tézisek a témateriilet
ismeretanyagat 1j, gyakorlati jelentéségli eredményekkel egészitik ki, valamint
kutatocsoportunk és a tudomanyos kozdsség tagjai szamara Uj kutatdsok alapjaul is
szolgalhatnak.



3. CELKITUZESEK

Az az egyediség amely, a Botrytis cinerea és a borsz0l6 (Vitis vinifera L.) kapcsolatat
jellemzi, miszerint vilagszerte az egyik legnagyobb termésvesztést okozo patogén, &m
ezzel szemben, bizonyos specidlis kornyezeti feltételek mellett kiemelkedd mindségii,
magas hozzaadott értékkel bir6 boraszati alapanyagot képes létrehozni, lehetdséget ad
a ndvény-gomba kapcsolatrendszer komplexebb vizsgdlatara igy tobb részletre
kiterjed6é képet kaphatunk a fert6zési folyamat mikrobiologiai, fiziologiai, fizikai és
kémiai 1épéseirdl. Munkdnk soran tobb egyszeri hipotézist allitottunk fol annak
érdekében, hogy ezek igazolasa vagy céfolata 1épésrdl 1épésre adjon informéciot a
szlirkerothadds és az aszisodas elemeirdl, igy megérhetévé valnak nem csak a
mikrobiologiai és novényfizioldgiai Osszefiiggések, hanem az azokat meghatarozo
kiils6 koriilmények is. Ezek a kiilsé kortilmények legtobb esetben valamilyen mikro-
vagy mezoklimatikus tényezOk egylittes hatasat jelentik, 4m emellett nagy
jelentdséggel birnak azok a tényezok is, amelyeket lehetdségiink van befolyasolni,
ugy, mint a szolofajta szerepe, a szOlészeti munkdk, amelyek befolyasoljak a
mikroklimatikus elemeket, a ndvényvédelem sordn alkalmazott fungicidek és
termésnoveldk, valamint a sziiret ideje és modja. Ez olyan sok befolyasolo tényezo,
amelyet egyszerre vizsgalni nagy kihivast jelent ezért munkank soran ezek egy részét,
amelyek ugymond levélaszthatok, azaz egyedileg befolyasolhatok igyekeztiink
elétérbe helyezni. A kisérletek bedllithatdé paraméterei mellett kihasznaltuk a vizsgalt
évjaratok adta lehetdségeket, igy a meteoroldgiai viszonyok iddbeli valtozasat is
figyelembe vettiik.

A megfogalmazott hipotézisek ¢és kitlizott vizsgalati célok alapvetd, konnyen mérhetd,
mar korabban altalunk vagy mas kutatok altal megvizsgélt és bizonyitott ismeretekre
alapulva egy 4ltalanosabb nézdpontbdl indulva az egyre inkabb részletekbe meriild
kérdések felé veszi sorra azokat a megfogalmazott kérdéseket, amelyek eldsegithetik
a Botrytis cinerea sz6londvényre gyakorolt pozitiv vagy negativ hatdsdnak jobb
megertését.

3.1 Botrytis cinerea génexpresszios adatai kapcsan megfogalmazott hipotézisek és a
kutatas soran kitlizott célok

a) Az aszlGsodasi folyamat soran olyan patogén funkcidk, mint a gazdaszdvet
atalakitdsa gomba biomasszava vagy a gazdandvény védelmi valaszainak
lekiizdése valnak jelentdssé, amelyek a kiils6 fizikai és belsd kémiai
koriilményektdl fliggben szertedgazd masodlagos metabolitok eldallitasat
eredményezé folyamatok formajaban valdsulnak meg. A késobbi fertdzési
szakaszban szerepet jatszo gének (Nakajima & Akutsu, 2014) sokkal nagyobb
szamban vannak jelen a Botrytis feltérképezett genomjaban (Amselem, et al.,
2011), amely alapjan megfogalmazhatjuk elsé hipotézisiinket, miszerint: A
Botrytis cinerea funkcionalis génjeinek expresszios szintje magasabb a
nemesrothadt szolobogyokban, mint az egészséges (valojaban egészségesnek
latszo6) bogyokban.

b) Az aszubogyodk esetében tapasztalhaté dehidratdcidhoz hozzajarul a novény
(Viannini & Chilosi, 2013) természetes éves vegetacios ciklusanak végére
jellemzd cukorfelhalmozodas a vesszOkben és a gyiimolcsokben. Ez a
fizikokémiai kdrnyezetben bekovetkezd valtozas hat a gombara is, feltételezésiink
szerint megvaltoztatja annak funkciondlis miikddését, amely egyben azt is jelenti,
hogy feltételezésiink szerint az aszisodas fazisanak elérehaladtaval
megvaltozik a Botrytis cinerea altal expresszalt gének funkcionalis dsszetétele.



c)

d)

2)

h)

A Botrytis cinerea virulenciafaktorai koziil, a kezdeti szakaszban kiemelt
jelentdségliek a sz6l6bogyd héjanak ¢€s a sejtfalak lebontasaért felelés enzimek.
Ezek a pektolitikus és cellulolitikus enzimek felelések azért, hogy a gomba
bejuthasson a bogyon beliilli kozegbe ezaltal hozzaférve a sziikséges
& Warren, 1972). Ahogy korabbi tanulmanyunkban (Hegyi-Kalo, et al., 2020)
kozoltiik az aszsodas 1. és I1. fazisa kozott egy jelentds mértékii bogyotextira €s
bogyohéj textira valtozas kovetkezik be, amely akar mérhetd indikatora is lehet a
sz0l6bogyd aszusodds meginduldsanak. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
novényi sejtfal lebontasaért felelés enzimeket kodoldo gének az aszusodas
kezdeti fazisaiban feldisulnak, felszabalyozottak a tobbi fazisban expresszalt
mértékhez képest.

A szOlotermesztOk altal szerzett gyakorlati tapasztalat azt mutatja, hogy
jelentésebb mértékben aszisodott sz616bogyod 2-3 hét alatt képzddik a megfeleld
iddjarasi koriilmények esetén (Viannini & Chilosi, 2013). Azt feltételezziik, hogy
a mintavétel idopontja hatassal van a Botrytis altal expresszalt gének
funkcionalis dsszetételére, igy nem csak alapanalitikai, de akar a boraromak
prekurzorait is meghatarozo kiilonbség is kialakulhat a korabban és késobb
fejlodott aszuszemek kozott megerdsitve a gyakorlati tapasztalatokat.

Fontos tény az, hogy a sziirkerothadt bogyok minden mintagytijtési idépontban
megtalalhatok voltak kisebb-nagyobb aranyban csakugy, mint az egészséges ¢és a
nemesrothadt bogyok. Ez alapjan azt fogalmazzuk meg, hogy a bogyék
rothadasanak tipusa a mintak kozott expresszalt gének osszetételében
mutatkozé Kkiilonbségek nagyobb részét magyarazza, ¢és a mintagyijtés
idépontja kisebb hatassal van arra.

Feltételezhetjiik, hogy a nemesrothadds ¢és a sziirkerothadads folyamata
mikrobiologiai és ndvényfiziologiai szempontbodl kiilonb6zd modon zajlik,
kiilonb6zé ndvényi és gombagének a kiilonbozd fehérjéken keresztiil, més-mas
anyagcseretermékek szintézisével fejtik ki azokat a hatdsokat. Az egészséges €s
nemesrothadt bogydk kozott tapasztalhatd génexpresszios kiillonbségek mellett, a
nemesrothadt és sziirkerothadassal érintett bogyok kozott is kiilonbséget
feltételeziink az expresszalt gének szamat és eloszlasat illetoen.

A szOlében megtalalhatd érzékszervi tulajdonsdgokhoz is hozzdjaruld
aromaanyagok dehidratacid okozta koncentraltsdga mellett, a nemesrothadt
sz6l6bdl késziilt borokra egy olyan egyedi iz is jellemzd, amelyet a boraszatok
,botritiszes” iznek és illatnak neveznek (Blanco-Ulate, et al., 2015). Ugyanakkor
az is jellemzd, hogy a rossz mindségben botritizadlodott, azaz a sziirkerothadt
sz6l0szemek, ha bekeriilnek a bordszati alapanyagba azok negativ modon
befolyasoljak a borok érzékszervi tulajdonsagait, olyan aromavegyiiletekkel
jérulnak hozza a borhoz, amelyek kifejezetten rossz (,,penészes”) illatot és izt
kolesondznek a borhoz (Pinar, et al., 2017). A fentiekbdl azt a hipotézist
feltételezzilk, hogy nemesrothadas esetén a boraromak vagy azok
prekurzorainak Kkialakulasahoz sziikséges gének nagyobb mértékben
expresszalodnak, igy sziirkerothadas esetében nagyobb aranyban a
patogenezis folyamataban szerepet jatszo gének fejezédnek Kki.

Annak ellenére, hogy a végeredmény szempontjabol nagyon kiilonbozd a
nemesrothadas és a sziirkerothadas folyamata, mindkét eset a sz610bogy6 Botrytis
cinerea fertézésével indul. Az is megfigyelhetd, hogy bizonyos évjarati
kortilmények kozott, amikor kezdetben az asziisodas megvalosulasdhoz idedlis
iddjarasi feltételek adodnak, 4am ezek az id6 elérehaladtaval megvaltoznak (tartds
nagy mennyiségii csapadék, hideg nappalok) barmely korai aszisodasi fazis (I-
III. fazis) sziirkerothadassé fejloddhet. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a



sziirke ¢és nemesrothadas folyamataban is megtalalhatoak, és szignifikansan
feldusulva fejezodnek ki a Botrytis cinerea virulencia faktoraival kapcsolatos
gének.

3.2 Célkitlizések, amelyek az aszisodas soran a Botrytis cinerea mellett megjelend
egyeb, mas gombafajok szerepére vonatkoznak

i)

1))

k)

rrrrr

¢s ¢lesztdgomba faj alkotja, amelyek szerepe a sz6l6-Botrytis kolesonhatasban
egy kevésbé széles korben megismert kutatasi teriilet. Az aszisodas egyik
alapfeltétele egy specidlis mikro- €s mezoklima, amely nagy hatdssal van a
mikobiotara. Feltételezhetd tehat, hogy az igy kialakuld mikrobialis életkdzosség
nagyban meghatarozza az aszusodas folyamatat is. A vizsgéalataink egyik célja az
volt, hogy jellemezziik az egészséges, nemesen rothadt és sziirkerothadast
mutaté bogyomintakban jelen 1évé legfontosabb fonalas gombak és élesztok
génexpresszios profiljat, ¢s meghatdrozzuk, hogyan befolyésolja génexpresszios
profiljukat a sziiret id6pontja arra Osszpontositva, hogy ezek milyen szerepet
jatszanak a fizikai és kémiai valtozasokban.

Szamos olyan tanulmany sziiletett, ahol in vitro korilmények kozott
tanulmanyozzék a Botrytis és méas gombak kolcsonhatasat (Christova & Slavov S.
B., 2021) és sok olyan kutatas folyt, amely ugyanezt in vivo, a gyakorlati
felhasznalasra lehetéséget ad6 modon vizsgalta (Pertot, et al., 2017). Altalunk
viszont nem ismert olyan tanulméany, amely az aszisodas folyamata soran
vizsgalja a Botrytis cinerea és egyéb fonalasgombik kapcsolatat, igy a
kutatasunk egyik fontos célja az volt, hogy tanulmanyozzuk az emlitett
élesztogomba és a fonalasgomba fajok kozotti kolcsonhatast (pl.
antagonizmus, szinergizmus) a sz6l6bogyo-rothadas tipusai soran.

Az egészséges szOlobogyok felilletén szamos fonalas gombat azonositottak,
tobbek kozott Alternaria alternana, Aureobasidium pulullans (Lorenzini, et al.,
2018), Aspergillus niger (Latorre, et al., 2002), Botrytis cinerea (Li, et al., 2021),
Epicoccum nigrum, Penicillium expansum (Lorenzini, et al., 2016), Plasmopara
viticola (Pithan, et al., 2021), Rhizopus oryzae valamint Erisiphe necator (Jones
& McManus, 2017). Kordbbi vizsgédlatok megmutattdk, hogy a furmint
az A. alternata és az E. nigrum a legmegfelelobb indikatorfaj. A fonalasgombak
els6sorban az aszisodas késdbbi szakaszaiban jelentdsek, amelyek koziil azonban
tobb a ndvénypatogén, és negativan befolydsolhatjdk a borok mindségét az
érzékszervi  tulajdonsagok tekintetében. A  nemesrothaddsos folyamat
elérehaladtaval az asza bogydin a nem Botrytis nemzetségbe tartozo fonalas
gombak szdma csokkenni kezd, mivel a B. cinerea kezd domindlni (Hegyi-Kalo,
etal.,2017). Az élesztok, mint példaul a Saccharomyces tajok, kisebb eléfordulési
gyakorisaggal jelennek meg az aszusodott sz6l6bogyok feliiletén, de késdbb
természetesen az alkoholos erjedés soran fontos szerepet jatszanak. A
Saccharomyces fajok mellett szamos mas, nem Saccharomyces élesztd, példaul
az Aureobasidium pullulans és a Rhodotorula graminis is jelen van a sziiret el6tti
nemesrothadt sz6l6bogydkon. Ezek alapjan azt varjuk, hogy a fonalasgombak
génexpresszios szintje eltér a sziirke- és a nemesrothadas kozott, méghozza
sziirkerothadas esetében lesz magasabb, viszont a vizsgalt élesztok altal
expresszalt gének abundancidja nem mutat szignifikans kiilonbséget a két
rothadasi tipus kozott.



)

A Botrytis cinerea természetesen domindlja az aszisodds €s a sziirkerothadas
folyamatat is. Ez a dominancia mind a sz6londvény, mind az egyéb jelenlévd
mikroorganizmusok funkciora is nagy hatassal vannak. Az id6 eldrehaladtaval
(késobbi sziiretiddpontok) azt feltételezziik, hogy a Botrytis cinerea
génexpresszidja ugyan mutat kiilonbséget 4m az aszisodas fazisa és a rothadas
tipusa jobban meghatdrozza a transzkriptomikai profilt, mint a mintagytijtés
idépontja. Ugy gondoljuk, hogy ez hasonlé modon térténik a tovabbi gombak
esetében is, mégpedig, hogy a rothadas tipusa nagyobb hatassal van a
génepxressziora mint a mintagyijtés, azaz a sziiret idopontja.

Ahogy a Botrytis génexpresszidjara vonatkozo g) célkitiizésiink feltételezi, a
nemesrothadas esetében nagyobb aranyban vannak jelen a boraromat valamilyen
mértékben meghataroz6 metabolitok anyagcsere utvonalaiban meghatarozé
gének, mint sziirkerothadas esetében, ezt a feltételezést a tobbi mikrobara is
érvényesnek feltételezziik. Egyik célunk tehat annak vizsgilata, hogy a
legjelentosebb gombak altal expresszalt azon gének, amelyek boraromat
meghatarozo osszetevo anyagcsereutjaban szerepet jatszo enzimet kodolnak,
nagyobb mértékben vannak-e jelen a nemesrothadas esetében, mint a
sziirkerothadaséban.

A sziirkerothadés esetében egy olyan bogyoallapot alakul ki, amely nem képes a
szOlokocsanyon megmaradni, onnan lepereg, a bogyohus folyossd valik és
lecseppen vagy kiszarad, szemben az aszibogyodval, ami viszonylag hosszu ideig
eltarthatd és a sz616ndvényen is ellendll az id6jaras viszontagsagainak. Ezekbdl a
megfigyelésekbdl azt feltételezziik, hogy a nemesrothadas esetében egy olyan
mikrobioldgiai szempontbdl stabilnak nevezheto életkozosség alakul ki a
sz0lobogyoban, amely a fonalasgombak és élesztok kozott kompetitiv
dinamikat stabilizaljak, és feltételezziik, hogy az ebben szerepet jatszo
géneket megtalaljuk a nemesrothadt szolobogyokban.

Feltételeztiik, hogy a B. cinerea mellett mas fonalas gombék, mint példaul az A4.
alternata és az E. nigrum, valamint az aszisod6 bogyokhoz gyakran tarsuld A.
pullulans és R. graminis élesztok is hozzédjarulnak az asziiborok aromaprofiljdhoz
a botritizdlodds sordn, amit eddig nem igazdn vizsgaltak. A bogyé
mikrobiomjanak a nemesrothadas soran a bor aromajara gyakorolt
legjelentésebb hatasainak azonositasa érdekében értékeltiik és elemeztiik a
legfontosabb biokémiai tutvonalakat és génfunkcidékat, amelyek mindegyike
tovabbi vizsgalatok révén hozzdjarulhat a nemesrothadas folyamatanak teljes
megértéschez.

A kutatasunk célja a megfogalmazott hipotézisek vizsgalata és megerdsitése. Ennek
érdekében az alabbi kutatasi célokat fogalmazzuk meg:

1)
2)
3)

4)

Az aszlsodas ¢€s a sziirkerothadas, a két ellentétes kimenetelii folyamat kozti
transzkriptomikai kiilonbségek meghatarozasa

A sz016bogyd textura €s a Botrytis cinerea altal expresszalt szénhidratbontd gének
kozti osszefliggések elemzése

A Botrytis mellett tovabbi mikrobak szerepének leirdsa az aszsodas és a
sziirkerothadés soran

Ezen mikrobék hatdsdnak meghatarozasa az asziborok aromaanyag-0sszetételére
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4, IRODALMI ATTEKINTES

4.1 Botrytis cinerea generalista ndvénykorokozo

A Botrytis cinerea egy vilagszerte elterjedt nekrotréf életciklust novénykorokozo, ami
jellemzden a sziirkerothadas gombas megbetegedést okozza a ndvényekben. Sokaig a
gomba altal kivalasztott szekrécios sejtfalbontd enzimeknek és szelektiv toxinoknak
tulajdonitottdk a fertdzési uUtvonal kialakuldsat, azonban mara a B. cinerea
patogenitasanak gazdag eszkoztarat irtdk le, ami sokoldalu fertdzési tvonalakat tart
fel, amelyek egymadsra hatva jarulnak hozza a betegség kialakuldsdhoz. A gomba ellen
teljesen egyik gazdandvény sem mutat rezisztenciat, de a gazdandvényspecifikus
immunvalasz mintazatok feltérképezése alapjan jelentdsen csokkenthetd a betegség
elérehaladésa.

Bi és munkatarsai attekinté munkajukban (Bi, et al., 2022) leirtdk a Botrytis cinerea
aktualis taxonomiai és kortani jellemzdit, mely szerint a Sclerotiniaceae csaladon beliil
elhelyezked6 Botrytis nemzetség az egyik legrégebben és legszélesebb korben
tanulméanyozott gomba taxon. A taxondmiai elemzések szerint jelenleg tobb, mint 35
Botrytis gombafaj ismert, melyek koziil a B. cinerea a legismertebb és legszélesebb
korben vizsgélt faj. A Botrytis fajok tobbségétdl eltérden a B. cinerea generalista
kérokozo, a gazdandvények széles skalajat képes megfertdzni, koztiik a legjelentdsebb
mezdgazdasagi novénykultarakat is. Eppen ezért vilagszerte elterjedt korokozo, ami
leginkabb az 6kologiai karositok kozé tartozik, mind betakaritas eltt és betakaritas
utan oriasi termésveszteséget képes okozni.

A kordbban emlitett attekintdé munka kiterjed arra is, miszerint a Botrytis cinerea
fertdzési Utvonaldnak lépéseit szdmos kiils6 fizikai, kémiai és biologiai tényezd
befojasolja. Jelenleg ismert, hogy legnagyobb aranyban a B. cinerea fertdzést a
ndvényi szovetek felszinén megtapad6 ovalis alaku gomba konidiumok inditjak el. A
megtapadd konidiumok csirdzasnak indulnak, majd a megnyualt gomba hifdk
differenciadlodnak és appresszoriumokon, illetve fert6zési pontokon keresztiil hatolnak
be a gazdandvénybe, de a novényi gazcserenyildsokon keresztiil is bejuthatnak a
novényi szovetekbe. A kezdeti bejutdst kovetden két tovabbi fazisa ismert a
fertdzésnek, egy korai és egy késdi szakasz. A gomba a korai szakaszban inkabb a
lokaliz4ciora, megtelepedésre Osszpontosit, majd a nekrozist kovetden a gomba
biomassza terjedése, illetve az elvaltozasok szétterjedése a késébbi fazisra tehetd.

A Bi és munkatarsai leirtdk (Bi, et al., 2022), hogy a korai fert6zési fazisban a B.
cinerea szamos olyan novényi sejtfalbontd enzim, illetve sejtpusztulast eldsegitd
fehérje termelését kezdi meg, ami a novényi gazdasejtek gyors elpusztitdsat okozza
ezzel indukalva a korai fert6zési fazis kialakuldsat. Ezzel parhuzamosan a B. cinerea
gombasejtek pusztulasa is megkezdddik, melyet a novényi antimikrobidlis anyagok
indukdlnak. Ebben a szakaszban a gomba tulélését az igynevezett ,,antiapoptotikus”
anyagcsere Utvonalak bekapcsoldsa segiti, ezzel megérizve a mar kialakult gomba
biomasszat. A fertdzés tovabb haladasat a ndovényi €s gombasejtek pusztulasa kozotti
egyensuly hatdrozza meg, hogy a gomba novekedése, terjedése ,,megreked-e” vagy
képes tovabb fertdzni a gazdandvényt.

Fiiggetleniil attol, hogy a gomba életben marad ¢€s kialakul a biotrof korai fertézési
fazis vagy sejthaldl kovetkeztében elpusztul, egy olyan mértékii sejtfelhalmozodas
torténik, amely lehetvé teszi az Gjabb fertdézési pont kialakulasat.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a fertdzés kovetkeztében a ndvényen kialakult
elvaltozas terjedését eldsegitik a ndvényi szabalyozott sejthalalt indukalé molekuldk,
illetve a sejthalalt indukalo fehérjék és toxinok is eldsegitik a nekrozist a fertdzés korai
szakaszdban. Azonban a nekrozis terjedésében, tovabbi sejthalal kialakuldsaban nem
ismert, hogy mely molekuldk hogyan vesznek részt. Ez alol kivétel az oxalsav, amir6l
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eddig kideriilt, hogy szabalyozott sejthaldlt indukéalhat és részt vehet a sejthalal
kiterjesztésében is, tehat a fertdézés terjedését eldsegithetik a szabélyozott sejthalalt
indukal6 vegyiiletek, mig az adott fert6zési pont kialakulasaért a nekrotikus sejthalal
a felelds.

A fert6zés kovetkezd szakaszdban, miutan a gomba attérte a ndvényi sejtfal kiilsd
rétegét, a gombanak meg kell , kiizdenie” a ndvény altal termelt, a fert6zés hatasara
indukalt antimikrobialis vegyiiletekkel, melyek jelentdsen befolyasolhatjak a betegség
kialakulasat és sulyossagat. E folyamatban a B. cinerea a antifungélis ndvényi
metabolitok toleralasaval olyan mechanizmust fejlesztett ki, melynek segitségével
folytathatja a gazdandvény fertdzését. A B. cinerea fertdzést eldsegitd eszkoztaraba
tartoznak a kiilonb6z6 virulencia faktorok, fitotoxikus metabolitok ¢és sejtfalbonto
enzimek.

A leglijabb molekuldris megkozelitések szerint, példaul a jelatviteli ttvonalak
Osszetételének jellemzései azt mutatjak (Escobar-Nino, et al., 2019), hogy ez a gomba
mas novénykorokozokkal kozos konzervalt virulenciafaktorokat hasznal, ugyanakkor
emlitésre méltd néhany Botrytis-specifikus jellemz6 is. Az elsd torzs-specifikus
virulenciafaktorok felfedezése a populacios adatokkal egylitt még a torzsek lehetséges
Az egyik kérdés, hogy a B. cinerea rendelkezik-e specifikus virulenciafaktorokkal
mas, sziikebb gazdaszervezeti korrel rendelkezd gombakérokozdokhoz képest. Egy
masik megvalaszolandd kérdés, hogy a B. cinerea valamennyi torzse kozos
fegyverarzenallal rendelkezik-e, vagy vannak-e torzs-specifikus adaptaciok. A
legtjabb adatok megerdsitik, hogy a sziirkepenész korokozdja konzervalt
virulenciafaktorokat oszt meg mas névényi korokozokkal, de egyedi jellemzdket és a
torzsek kozotti nagyfoka variabilitast is feltartak, ami Osszefligghet a nekrotrof és
polifag viselkedésével (Fillinger, et al., 2016).

A kozelmultban végzett filogenetikai vizsgélatok a B. cinerea (teleomorf Botryotinia
fuckeliana) faj jobb megismerését eredményezték. A Botrytis Persoon (P. Micheli ex.
Pers., Index Fungorum) nemzetség (Ascomyceta, Leotiomycetes, Sclerotiniaceae) két
kladot foglal magaban (Staats, et al., 2005), amelyek koziil az egyikbe négy olyan faj
tartozik, melyek csak a kétszikli novényeket tdmadjak meg, a masikba pedig a
fennmaradd 18 faj, amelyek foként az egyszikli novényeket tdmadjdk meg. A
szlirkepenész korokozojatol eltekintve a legtobb Botrytis fajnak nagyon sziik a
gazdandvény-spektruma. Ennek okat az, hogy a cinerea faj kitartoképletei nagyon
ellndlloak a kornyezeti hatasokkal szemben, a tulélésiiknek nem feltétele specialis
novényi részben vald elhelyezkedés. A kozelmultban a tobblokuszos molekularis
genetikai vizsgéalatok kimutattdk, hogy a B. cinerea morfolégiai faj két genetikailag
elkiiloniilt csoportra oszlik, amelyeket 1. és II. csoportnak neveztek el, és amelyeket
ezért filogenetikai fajoknak javasoltak. Az 1. csoport (mas néven "Botrytis
pseudocinerea") és a Il. csoport (B. cinerea sensu stricto) torzsei 6koldgidjukban ¢€s a
fungicidekkel szembeni rezisztenciamintazatukban is eltérnek (Fournier, et al., 2003)
(Fournier, et al., 2005), rdadasul nem képesek egymassal keresztezddni (Choquer, et
al., 2007).

A B. cinerea sz0l6bogyon kialakulod fert6zési folyamatat altaldban a kovetkezd
szakaszokra bontjdk: behatolas a gazdaszervezet feliiletére, a gazdaszdvet
elpusztitasa/elsdleges 1€zi6 kialakuldsa, a 1€zid kiterjedése/szoveti maceracio és
torténd homoldg rekombinacion alapuld géninaktivaldsai (Siewers, et al., 2004)
lehetové tették a betegségeiklus valamennyi szakaszdban részt vevd gének
azonositasat (példaul az apresszorium penetracioért felelés Bepls1 gén, a gomba sejtfal
integritasért felelés Bechsl gén vagy a toxin bioszintézisért felelés Bebotl gén).
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A B. cinerea konidiumait tekintik a f6 termelt és terjesztett inokulumnak (Viret, et al.,
2004). Csirazasuk ¢s a novényi feliileteken valé megtapadasuk dontd 1épéseket jelent
a gazdaszervezetbe vald behatoldst és kolonizaciot megelézden, amelyek soran a
gazdaszervezet felszini jellemzdinek - beleértve a hidrofobicitast és a cukorforrasokat
- érzékelése ¢s felismerése alapvetd fontossaginak tiinik (Doehlmann, et al., 2006 és
2005). A csirdk extracellularis matrixot valasztanak ki, amely a hidrofob
kolcsonhatasok révén a rogziilést szolgalja, de szamos extracelluldris enzimet is
felszabaditanak, amelyek a novény fizikai akadélyainak attorésével eldsegithetik a
behatolasukat (Doss, 1999). A Botrytis cinerea feltehetden elsdsorban lebonto
enzimek termelésével és oxidativ robbanas eldidézésével hatol be a gazdaszervezetbe,
nem pedig fizikai nyomas alkalmazasaval. A B. cinerea-ban gyakran talaltak duzzadt
csticsokként abrazolt appresszoriumszer struktirakat (Rolke, et al., 2004).

Ez a struktira egy olyan konzervalt membranfehérje képlet, a tetraspanin, amely
szlikséges az appresszorium altal kozvetitett behatolashoz a gazdandvényekbe
(Gourgues, et al., 2004).

Nekrotrof és polifag korokozoként a B. cinerea nem specifikus fitotoxinokat valaszt
ki, amelyek a novények széles spektrumanak sejtjeit pusztitjdk el. A fermentacios
tapkozegbdl izolalt szamos metabolit koziil (Collado, et al., 2007) a legismertebb a
szeszkviterpén botrydial, ami a ndvényi fertézés soran termelddik, (Deighton, et al.,
2001) klorézist és sejtosszeomlast idéz eld, ami a jelek szerint megkonnyiti mind a
penetraciot, mind a kolonizéaciot (Colmenares, et al., 2002). A botrydial bioszintetikus
utvonal génjei egy fizikai klaszterbe szervezddnek, koregulaltak és feliilreprezentaltak
a ndvényben, amit makro-array vizsgalatok is kimutattak (Viaud, et al., 2003), (Gioti,
et al.,, 2006). Az egyik ilyen gén (CND5/Bcbotl) inaktivalasa harom kiilonbdzo
torzsben kimutatta, hogy a botrydial torzsfiiggd virulencia faktor (Siewers, et al.,
2005). A botrydial és szarmazékai mellett a B. cinerea agressziv izolatumai a
botcinsavbdl szarmazo toxinok egy masodik osztalyat is termelik (Rieno, et al., 2004),
(Tani, et al., 2006) ami magyarazhatja a Bcbotl inaktivaldsanak torzsfiiggd hatasat. E
toxinok mellett a B. cinerea reaktiv oxigénfajokat (ROS) is termel a fert6zés soran
(Schouten, et al., 2002) (Rolke, et al., 2004), mint példaul a hidrogén peroxid (H20.)
vagy mas szuperoxidok. A H>O; felhalmozodik a fertdzés korai szakaszaban a csirdzo
sporakban. Tovabba a SOD géninaktivalasa jelezheti, hogy ez a H2O»-t termeld enzim
virulenciafaktor, amely hozzdjarul a fitotoxikus H20-szintek felhalmozodéaséhoz.

A B. cinerea fertdzésére reagalva novényi sejtpusztulas a névényi gazdaszervezet altal
termelt oxidativ robbands révén is bekdvetkezik (Govrin & Levine , 2000). Eredetileg
ismert volt, hogy a ndvény gyors ROS-termelése sziikséges a védekezd gének
kifejez6déséhez és a hiperszenzitiv reakciokhoz (HR), a programozott sejthalal (PCD)
egyik tipusdhoz, amelyrdl ugy gondoltdk, hogy korlatozza a koérokozd vizhez és
tapanyagokhoz valdé hozzaférését. Mindazonaltal egyes gazdatest-patogén
kolcsonhatasokban a PCD-nek egyértelmii szerepe van a patogén ndvekedésének
elésegitésében (Greenberg & Yao, 2004). Egyre tobb bizonyiték van arra is, hogy a
gombak PCD-t eldsegité molekulakat hoznak létre virulenciafaktorokként. Példaul a
B. cinerea endo-poligalakturonaz 1 (BcPG1), amelyet eldszor virulenciafaktornak
ismertek (Have, et al., 1998), védelmi valaszokat valt ki a szoloben, beleértve a ROS
termelését is (Aziz, et al., 2003), (Kunz, et al., 2006). A kozelmultban kimutattak, hogy
egy nem patogén, a BcPG1-et tultermeld mutans hiperszenzitiv-szert reakciot valt ki
a szO0l6 és a bab levelein, amely a szoveti kolonizacid6 megsziinésével korrelal.
Fiiggetlen vizsgalatok az alacsony virulencidju torzseket is 0sszefliggésbe hoztak a bab
levéllemezek erds hiperszenzitiv reakcidival (Unger , et al., 2005). A PCD tehat fontos
szerepet jatszik a B. cinerea virulencidjaban, de az iddzitésétol és erdsségétol fliggden,
valamint a gazdaszervezettdl fiiggden a PCD a rezisztenciaval is korrelalhat.
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A B. cinerea esetében széles korben vizsgaltak a novényi gazdaszervezet kutikula és
sejtfal lebontasanak képességét (Diaz, et al., 2002) (Kars & van Kan, 2007). Nekrotrof
gombaként ez a faj tobb sejtfalbontd enzimmel (CWDE, cell wall degrading enzyme)
rendelkezik, amelyek lehetové teszik a ndvényi szovetek kolonizacidjat és a
szénhidratok felszabaditasat. A pektint, a gazdaszervezet f0 sejtfal-Osszetevdjét a
gombak pektindzai képesek lebontani. Ezek koziil a poligalakturondz gének (BcPG1-
6) a fertézés stadiumatol ¢és a gazdaszervezettdl fiiggéen differencialtan
expresszalodhatnak, ami e pektolitikus aktivitas specialis funkcioira utalhat (Have &
Pauline, 2001). A pektinmetilészterazok feltehetden eldsegitik a poligalakturonaz
gének hatdsat azaltal, hogy a pektint pektattd demetilezik, és a bcpmel gén inaktivalasa
a virulencia erds csokkenését eredményezte tobb ndvényi gazdaszervezetben. A nem
pektinolitikus sejtfalbontd enzimek, mint a cellulazok vagy hemicelluldzok szintén
elésegitik a B. cinerea fertdzést, amint azt egy endo-p-1,4-xilanaz gén inaktivalésa is
mutatja, amely csokkent virulencidhoz vezethet (Brito, et al., 2006).

A legujabb tanulmanyok ravilagitanak arra, hogy a B. cinerea egyes jelatviteli
komponenseinek sajatos szerepe van a patogenitasban. Egy génexpresszios vizsgalat
kimutatta, hogy a botrydialis génklasztert (beleértve a Bcebotl-et is) a kalcineurin-
fiiggd utvonal iranyitja (Viaud, et al., 2003). A kalcineurin-foszfatdznak alapvetd
szerepe van a gombak morfogenezisében és virulencidjaban (Fox & Heitman, 2002)
valamint kimutattdk, hogy részt vesz a Magnaporthe grisea és a B. cinerea
appresszorium képzdédésben (Viaud, et al., 2003) (Viaud, et al., 2003). Az a
megfigyelés, hogy a Bcbotl nevil Botrytis gént a BCGI1 ¢és a kalcineurin egyarant
szabalyozza, egy kozos jelatviteli utvonalra utal, amely a fert6zéssel kapcsolatos
funkcidkat szabalyozza, beleértve a masodlagos metabolitok termelését is
(Schumacher, 2012).

Az eddig megfigyelt fenotipusos valtozékonysag és a torzsfiiggd virulenciafaktorok
arra utalhatnak, hogy a B. cinerea populaciok torzsfiiggd fertézési stratégiakat
alakitottak ki, amelyekben az egyes toxinok vagy CWDE-k fontos szerepet jatszanak.
Tovabbi kutatdsok arra a fontos kérdésre keresik a vélaszt, hogy milyen szerepet
esetében. A szerzOk tudomasa szerint ezzel a kutatasi kérdéssel még nem foglalkoztak
kozvetleniil, de mar 1étezik néhany kozvetett bizonyiték a gazdandvény szerepére a B.
cinerea populéaciok alkalmazkodasaban. El6szor is, a paradicsombdl izolalt B. cinerea
torzsek konidiumai gyorsabban tapadtak és csirdztak a paradicsom levelein, mint a
sz0lobol izolalt torzseké (Cotoras & Silva, 2005). Tovabba, a B. cinerea II.
csoportjanak tiz franciaorszagi, szo6lofajtan és szederfa fajtdn mintavételezett
2002) azt mutatta, hogy a géndramlds a két gazdandvénybdl szarmazéd populaciok
kozott enyhén, de szignifikansan csokkent, még szigora szimpatria esetén is (Fournier,
etal., 2005). Ezért a B. cinerea populaciok enyhén, de hatékonyan alkalmazkodhatnak
a kiilonboz6é gazdandvényeikhez, inkdbb a gazdandvény-preferencia, mint a valddi
gazdaspecializaci6 szempontjabol.

4.2 Az aszasodas

Megfeleld koriilmények kozott a B. cinerea a sz6ldbogyo ,.fertézés” egy specidlis
formajat, a nemes rothadast eredményezi. A nemesrothaddshoz vezetd f6 tényezok: a
megfeleld éghajlati és mezoklimatikus viszonyok, a megfeleld sz6l6fajta, valamint a
sz016 teljes vagy tulérése a Botrytis terjedése idején (amikor a szOléndvény és a
sz6l6bogyd kozotti tapanyagutanpotlas, illetve viztartalom utanpodtlas megsziinik). Az
egész vilagon csak néhany olyan foldrajzi-kulturalis kdrnyezet van, ahol mindezek a
feltételek rendszeresen egybeesnek. Jelenlegi ismereteink alapjan a sziirke- és
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nemesrothadas kozotti kiilonbségek a folyamat koriilményeiben rejlenek, a
nemesrothaddst a gomba metabolizmusanak biokémiai folyamatai és a sz618
toppedésének fizikai valtozasai egyiittesen eredményezik (Magyar, 2011), (Fournier,
et al., 2013) (Blanco-Ulate, et al., 2015). A nemesrothadas soran a tulérett szolo
fiirtkocsanya elfasodik, igy nincs lehetdség a toppedd bogyoébol elparolgd viz
sz0l6novény altali potlasdra, ami a bogyd beltartalmanak koncentralédasat
eredményezi. Az érett sz6ldben ekkorra mar kialakult a fajtara jellemz6é cukor- és
savtartalom, a ,,z0ld” izt okoz6 fenolos anyagok pedig lebomlottak (Magyar, 2011)
(Fournier, et al., 2013). A gomba ndvekedése az epidermisz kiilsé rétegeire
korlatozodik, megemészti a bogyohéjat, kémiai vegyiileteket von ki a bogydbdl, és
anyagcsere-termékeket juttat a gyiimolesbe. Az ateresztdvé vald bogyohéj segiti a viz
elparolgéasat napos és szeles id6jaras esetén, ami a bogyo toppedéséhez és a must
tobbszordsére vald koncentralédasdhoz vezet. A koncentralédds miatt jelentds
cukorkoncentracio novekedés tapasztalhatd, amely 600 g/l f61¢ is emelkedhet (Magyar
& Sobs, 2016), (Kallitsounakis & Catarino, 2020). Blanco-Ulate ¢s munkatarsai a
nemesrothadas folyamatanak Semillon cv. szO6l6fajtan tapasztalt fazisai alapjan

A ‘ 1. Aszusodési fazis:
U ~ ‘ 9 ' Teljesen ép, érett sz6l0szem.

2. Aszusodasi fazis:

Vilagos barna bogyo, barnas-lilas

elszinezodések jelennek meg.
3. Aszusodasi fazis:

Elindul a dehidratécio, a mar teljesen barnas-

lilas szinli bogyok ,,aszalodni kezdenek™.
. ‘ ‘ Lathatova valhatnak a gombafonalak.

4. Aszusodasi fazis

Valddi asziszem. Barnas-lilas szinii teljesen
‘ ‘ ‘ ‘ dehidratalt sz616bogyd. Latens gombafonalak
formajaban van jelen a Botrytis cinerea.
1. abra: az aszisodas 4 fazissal torténd leirdsanak szemléltetése furmint
szOlébogyodkkal.

végezték kisérleteiket (Blanco-Ulate, et al., 2015). Carbajal-Ida és munkatarsai
(Carbajal-Ida, et al., 2016) harom stadiumra osztottak a botritizalodas folyamatat, az
elsd (0. szint) fazist ugy jellemezték, hogy a sz6l6bogyon még nincs lathatd jele a
gomba jelenlétének, csak a kocsany-szO0lébogyd érintkezésénél lathatdo barnés
elszinez6dés. A masodik fazisu (1. szint) bogyok mar lilas szinliek, a gombafonalak
lathatok, de nincs jele toppedésnek, a harmadik fazis (2. szint) esetében pedig a lilas
szinli bogyoknal mar elindult a toppedés (Carbajal-Ida, et al., 2016). A szerzok altal
leirt asziisodasi fazisok hasonléoan megfigyelhetdk a tokaji szdléteriileteken is,
azonban Tokajban a valddi asziszemnek nevezett, teljesen toppedt, ugyanakkor
megfelelden ,,htisos”, lilds szinii, enyhén gombafonalakkal atszott aszuszem, a Tokaji
aszubor készitésének alapanyaga egy negyedik fazis leirasat teszi sziikségess¢, mely
az 1. dbran lathato (Hegyi-Kalo, et al., 2020).

A nemesrothadéas kialakuldsdhoz a termdteriilet talajadottsdgai, a sz6ldndvény
gyokérzete és a miivelésmod kialakitdsa is nagymértékben hozzéjarulhat. Amikor a
bogyodk a tulérés stddiumaban vannak ¢€s a botritiszesedés a cél, minél intenzivebb a
csapadék, anndl nagyobb a bogyodrothadas lehetdsége feliiletes, nem mélyrehatolo
gyokérzet esetén. A jo vizelvezetésli, mély talajok és a mély gyokérzet kialakitasara
képes szdldalanyok elengedhetetlenek a jo6 mindségii botritiszes borok eldallitasahoz
(Pucheu-Planté & Seguin, 1978). Sauternes-i sz6ldiiltetvényekben beallitott kisérletek
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szerint a keskenyebb sortavolsag és az alacsonyabb tokefej kialakitas elénydsebb a
nemesrothadas kialakulasahoz (Carbonneau & Casteran , 1986).

4.3 Tokaj és mas botritiszes bort termeld borrégiok

A nemesen rothadt sz616bdl késziilt borokat vilagszerte csupan néhany borvidékeken
készitik, melyek kozil a leghiresebbek a magyarorszagi Tokaj borvidékrdl és a
franciaorszagi Sauternes borrégiobol szarmaznak. A 6 kiilonbség a botritiszes borok
és mas, nem erdsitett édes borok, példaul a késoi sziiretelésti borok, a jégborok
(Eiswein) vagy a szalmaborok kozott a botritisz altal termelt aromavegyiiletek
rendkiviili valtozatossaga ¢és gazdagsdga. A mikrobidlis aktivitds kovetkeztében
né¢hany mas komponensben (pl. glicerin, savisszetétel) is jelentds kiillonbségek
mutatkoznak. Az e borokra leggyakrabban alkalmazott leirasok szerint barack,
sargabarack, korte, birs, mazsola és méz aromak jellemzik Oket, amelyekhez
jellegzetes "botritiszes" vagy "roti" jegyek tarsulnak.

Az els@ ismert természetes édes botritiszes bor, amelyet szdndékosan nemes
rothasztott sz616bdl készitettek, a Tokaji Asza volt. Magyarorszagon legalabb egy
¢vszazaddal kordbban készitették, mint a hasonld borokat a Rajna-volgyben, és
valészintileg két évszazaddal korabban, mint Sauternes-ben (Robinson & Harding,
2015). A Tokaj elnevezés egy magyar varosra és egy borvidékre is utal, a régiod
sz0ldiiltetvényei az els6k kozott voltak, amelyeket 1773-ban kiralyi rendelet alapjan
osztalyoztak. A XVIII. szdzadra a tokaji aszi Europa-szerte bekeriilt a kirdlyok
udvaraba (Robinson & Harding, 2015). A tokaji borok foldrajzat, sz6l6termesztését,
borkészitési gyakorlatat, kereskedelmét és tudoményos ismereteit e korszakban (Szabd
& Torok, 1867) dokumentaltak, akiknek munkéja 0j kiadasban is megjelent 2001-ben.

Ma Tokaj-Hegyalja 5500 hektarnyi szoldiiltetvényt foglal magaban, amelynek
talajtipusai a tGlnyomorészt vords agyagtdl a 10szig terjednek, néhany vulkéani
tormelékkel, fehér riolit, habkd és perlit keverékével egyiitt. A Tokaji borvidék
mikroklimdjat jotékonyan befolyasolja a zempléni dombok védd hatdsa, valamint a
Tisza és a Bodrog folyokbodl eredd paratartalom. A szdéldfajtdkat a torvény néhany
fehér fajtara korlatozza. A helyi fajtak, a furmint (70%) és harslevelt (25%) mellett
kis szézalékban a sargamuskotaly, a zéta (helyi hibrid) és a kovérszolo is megtalalhato.
Az éghajlati viszonyok, a termesztett fajtak és a késdi sziiret szinte minden évben
kedveznek a nemes rothadas kialakulasanak, bar az évjaratok nem egyforman jok. A
nemesrothadas kialakulasanak eldsegitése érdekében a legtobb szolbiiltetvényben
nagyon alacsony terméshozamot allitanak be.

A legenda szerint az els6 nemesrothadasos sz616bdl késziilt német borokat akaratlanul
is a Schloss Johannisberg sz6ldskertjében termelték 1775-ben. Ez a kiilonleges évjarat
jelentette a szandékosan késoi sziiretelésli botritiszes szO0l6 kezdetét, és ez adta a
botritiszes borok kiilonb6zd stilusainak kialakulasat Németorszagban. Ez az 0si
boraszat a Rheingau szivében, a Rajna-volgyben talalhatd. A vidék hlivos kliméjanak
ellenére a volgyekben megiild0 magasabb paratartalom kedvez a B. cinerea
szO0lébogyon vald6 megjelenésének. A rizlingen kiviil fliszeres traminibdl,
sziirkebaratbol, scheurebe-bdl, silvaner-bdl és huxelrebe sz6l6fajtabol is készitenek
botritiszes borokat (Benson, 1977). Szabalyozasuk szerint haromféle bortipus
készithetd nemesen rothadt sz616bdl: az Auslese, ami teljes érésii botritiszes vagy
csupan toppedt sz616bdl is késziilhet, lehet szaraz és magas alkoholtartalmu, de inkabb
maradékcukorral késziilo és alacsony alkoholtartalmu termék. A Berenauslese (BA),
ami tuléredt sz6l6bol, a botritizalodas kdvetkeztében magasabb cukortartalommal
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késziil, a szokéasos sziiretiddponthoz képest késObb sziiretelt, és altaladban édes
borkategoriaju. A Trockenbérenauslese (TBA), ami a legmagasabb mindségi
kategoriat képviseli a német botritiszes borok tekintetében. A német botritiszes borok
néha tilzoan édes iziiek és alacsony alkoholtartalmuak (Magyar, 2011) (Robinson &
Harding, 2015).

A német borkategdoridkhoz hasonld késoi sziiretelésti borkategoridkat ismer el az
osztrak bortorvény is, bar a sz6l6 eldirt cukortartalma a melegebb éghajlat miatt
valamivel magasabb. A BA és TBA kategoridk mellett 1étezik egy tovabbi tipus, az
Ausbruch. Ez opciondlisan, kizarolag a legtokéletesebben nemes rothadt bogyok
szelektiv szedésével ¢és a Tokaji Aszihoz hasonldé maceracioval torténd
feldolgozasaval készithetd. A leghiresebb osztrak botritiszes bor a Ruster Ausbruch,
amelyet a Burgenland borvidéken készitenek. Elsdsorban erdsen botritizalt furmintbol
¢s muskotalybol késziil, de késziilhet pinot blanc, pinot gris, chardonnay, neuburger,
tramini és welschriesling szOléfajtakbol is. A Fert6-t6 kozelségébdl szarmazod
nedvesség rendszeresen kedvez a nemes rothadisnak. A borok mindsége ezen a
vidéken is elérheti a TBA szintet. A borokat altalaban tolgyfahordoban érlelik.
Gumpoldskirchen telepiilésen is készitenek botritiszes borokat, foként a Zierfandler és
a Rotgipfler sz616fajtakbol.

4.4 DNS-vonalkdd elemzés és metatraszkriptom elemzés

A talajban ¢l6 mikrobakat a szarazfoldi Okoszisztéma részének tekintjiik, hisz
kulcsszerepiik van a tdpanyag lebontasban ¢és atalakitasban, valamint a ndvényi
kozosségek életciklusaban és diverzitasaban is fontos szerepiik van (Nannipieri Paolo,
et al., 2020). Azonban az, hogy a szarazfoldi életk6zosségek mikrobidlis diverzitdsa
rendkiviil komplex nagymértékben megneheziti az atfogd ismeretanyag megszerzését
annak kolcsonhatasarol és a novényekkel vald kapesolatukrol (Francioli, et al., 2018).
A talajmikrobiom mellett kiemelt jelentéségli a ndvényeken ¢él6 mikrobiologiai
¢letk6z0sség tanulmanyozasa, foként az olyan allo kultardk esetén, mint a sz616 vagy
egyéb fas szard évelé6 novények. A ndvényeken megtalalhatdé mikrobak
tanulmanyozasa lehetdvé teszi azok novényre gyakorolt hatdsdnak megismerését és
bizonyos a novény életében jelentds valtozas indikatoraként is szolgalhatnak, mely
novényvédelmi ¢és ndvényegészségiigyi jelentdsége mellett a klimavaltozas
novényekre gyakorolt hatdsanak részletei is feltarja a kutatok elétt (Francioli, et al.,
2021).

A vizsgalt talajt vagy ndvényi mintdkat kordbban mikrobioldgiai fekete doboznak
nevezték a rajtuk taldlhatdé mikrobidlis populaciok nagy abundancidja és a
jellemzésiikkel kapcsolatos komplex kihivasok miatt (Cortois & De Deyn, 2012). A
molekularis bioldgiai eszkozok fejlodésével, a moddszertan laboratdériumbol a
mintavételi helyre vald koltoztetésével és a sziikséges anyag és eszkozkoltségek
csOkkenésével (PCR, nagy ateresztoképességli szekvendlds, HTS) mara mar az
okologidban rutinszeriivé valt a talaj és ndvényi mintdk mikrobiom elemzése. A
talajban és novényeken ¢l6 mikrobdk kozil leginkabb a prokaridtakat (Archaea és
Bacteria) ¢és a gombakat vizsgaljak standard megkdzelitéssel. A mintakban talalhatod
¢letk6zosség jellemzése altalaban taxondmiai markerek, (un. DNS-vonalkédok) PCR
taxonomiai felbontast adjon az ¢életkdzosség Osszetételének megallapitasahoz
(Taberlet, et al., 2012). Ezek a markerek nem minden esetben elegendden hosszuak és
variabilisak ahhoz, hogy lehetdvé tegyék a faj szintli azonositdst am technikai
taxonomiai egységek bevezetésével az ¢életkozdsség jol jellemezhetdvé valik. A
modszer nagy elénye az, hogy gyors, hatékony és kdnnyen megismételhetd ezaltal a
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kisléptékli, ndvényi részek jellemzésétdl egészen a nagyskalas komplett
okoszisztémara kiterjedd jellemzés is lehetdvé valik. Ezaltal bizonyos lokaciok,
novények, ¢életterek vagy az 6koszisztémaban megfigyelhetd események esetében jol
leirhatdva valnak a dominéns és funkciondlis taxonok.

Az egyedi taxonok leirdsa mellett a vizsgalt minta mikrobialis diverzitasat is
meghatdrozhatjuk ezzel a modszerrel, mely kiilonb6zd kisérleti koriilmények kozott
teszi lehetévé a mikrobiodta sszehasonlitasat. Bizonyos esetekben konkrét események
bekovetkezése a mikrobiom egy adott, indikétor jellegli megvaltozasat eredményezi,
mely lehetdséget ad a biomonitorozas koltséghatékony megvalodsitasara (Szelecz, et
al., 2018).

Ez a moddszer laboratériumi Iépések és bioinformatikai szdmitasok rutinszer(i
alkalmazasat teszi sziikségessé, mely megfeleld technikai tudés igényel, ugyanakkor
fontos figyelembevenni a mddszer korlatait is, tobbek kozott azt, hogy a kivalasztott
taxonomiai markerek kopidinak valtozé szdma csokkenti a taxonomiai
felbontoképességet, igy bizonyos taxonok feliil mig masok alulreprezentaltak
lehetnek, habar funkciojukat tekintve jelentéségiik ettdl eltérd lehet. (Ruppert, et al.,
2019). A bioinformatikai ¢€s statisztikai elemzéshez tobb felhasznalobarat szoftver all
rendelkezésre am fontos megjegyezni, hogy ezek a szoftverek sok esetben a jelenlévd
szisztematikus és statisztikus hibdk ellenére nytjtanak szamunkra kénnyen elérhetd
eredményeket. Ezeket a hibakat fontos a megfeleld mértékben figyelembe venni és
azok kumulativ hatdsat a teljes elemzés soran szem el6tt tartani. A hibak nem
megfeleld kezelése ¢és a modszerek hibas alkalmazasa téves biologiai
kovetkeztetéseket eredményezhetnek (van Ruijven, et al., 2020) és jelentds torzitasok
keletkezhetnek a teljes folyamat barmely Iépése esetében vétett nem megfeleld
hibakezelésbdl adodoan.

A lektoralt szakirodalom (Crandall, et al., 2020) ma tele van izgalmas 0j eszkdzokkel
¢és technikdkkal, amelyeket a biologia és az orvostudomany minden teriiletén
alkalmaznak. A transzkriptomika, a proteomika ¢és ujabban a metabolomika harom
olyan technika, amely hatassal van a gombak novénykortani jellemzésére. Egyenként
alkalmazva e technikdk mindegyike olyan adathalmazt generalhat, amely akar évekig
lefoglalhat egy kutatdcsoportot, emellett kombindltan alkalmazva lehetdségiik van egy
rendszer transzkripcios €s transzlacios szintli atfogd vizsgalatara. A transzkriptomika,
vagyis a kvantitativ génexpresszios profilok készitése vitathatatlanul a legszélesebb
korben haszndlt technika a gombdk ndvénypatologiai szempontbdl torténd
jellemzésére. Az elmult évtizedben az Un. mikroarray elemzés volt az elsddleges
transzkriptomikai technika, de mara mas 0j, nagy ateresztoképességii szekvenalason
alapulé modszerek is megjelentek. A proteomika a jelenleg még korlatozottan elérhetd
genomszekvencia informdciok miatt nem minden esetben ad megfeleld6 mindségi
eredményeket, illetve bizonyos specidlis esetek elemzésére nem alkalmas, igy
metaelemzés céljara jelenleg korlatozottan hasznalhato. A metabolomika a legfrissebb
olyan technika, amely egy adott rendszerben 1évé Gsszes metabolit nem célzott
profiljanak meghatarozasaval foglalkozik. A ndvényi gomba kdrokozok
metabolomikai vizsgalatai még csak most kezdenek megjelenni, bar a kérokozé és a
betegség szamos aspektusanak feltardsdban rejld lehetdségiik miatt népszertiségiik
gyorsan no.

A transzkriptomika a transzkriptom, azaz a sejtben 1évé transzkriptumok teljes
halmazéanak ¢és gyakorisaganak szdmszerlsitése egy adott fejloddési stidiumban vagy
fiziologiai allapotban. LehetOvé teszi a génexpresszid mennyiségi €és mindségi
kiilonbségeinek azonositasat tobb mRNS-populacio dsszehasonlitasakor (Ozsolak &
Milos 2011).
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A transzkriptomika jelentds szerepet jatszott a gombds ndvényi betegségek jobb
megértésében. A génexpresszid elemzése a fertdzés sordn, valamint az expresszios
profilok elemzése szdmos kiilonbozé in vitro ndvekedési koriilmény esetében,
beleértve az tdpanyagdeficitet €s mas stresszhatdsokat, nagyban hozzajarult a gombak
fitopatogenitasanak megértéséhez (Nilsson, et al., 2019). Szamos transzkriptomikai
vizsgalathoz az un. mikroarray rendszert dolgoztak ki, bar a szekvencia-alapu
megkozelitések, mint példaul a génexpresszid sorozatos elemzése (SAGE, Velculescu,
et al., 1995) és mas kapcsolodo technikdk az ijgeneracids szekvenalasi technologia
fejlodésével egyre vonzobba valnak.

Az orvostudomany ¢€s a bioldgia teriiletén kezdenek megjelenni az wjgeneracios
szekvenalasi technologia transzkript-profilalkotasra torténd alkalmazasarol szolo
tanulmanyok. Ezek a technoldgiak, nevezetesen a SOLiD (ABI CA, USA) és a
Genome Analyzer (Illumina CA, USA), képesek nagysagrendekkel novelni a
szekvenalas teljesitményét a koltségek toredéke mellett (Ansorge, 2009). Ezek a
technologidk nagymértékben megoldjdk a szekvenaldson alapuld transzkript-
profilkészitéssel korabban kapcsolatos szekvenalasi atviteli és koltségproblémakat.
Ezek az 0j generacids szekvencia-alapi megkozelitések jelentds eldnyokkel is
rendelkeznek a microarray-ekkel szemben, beleértve a nagyobb érzékenységet és a
sokkal nagyobb dinamikai tartomanyt. A szekvencia-alapi megkozelitések a
génexpresszido mérése tekintetében is jobbak, mivel egy mikroarray csak a tombon
reprezentalt gének expresszids adatait szolgaltatja. A microarray-hez szintén kiterjedt
szekvenciaadatokra, jellemzden genomszekvencidra van sziikség a tomb
létrehozasahoz. A szekvenalasi megkozelités nem igényel ismert szekvenciaadatokat,
bar ezek az er6forrdsok fontosak a hatékony adatelemzéshez. A nagy
ateresztoképességli  szekvencia-megkozelitések azonban nagy erdforrasigénytiek:
hatalmas adathalmazok sziiréséhez és elemzéséhez nagy szadmitasi kapacitasra van
sziikség, amely jelentésen noveli a koltségeket. Vitathatatlanul nehezebb a
bioinformatikai feladat a SOLiD és a Genome Analyzer esetében, amelyek sokkal
tobb, sokkal kisebb szekvenciat allitanak eld.

A Botrytis altal kivaltott novénybetegségeket az elmult 50 évben tobb tanulmany és
Osszefoglald mi is részletesen ismertette (Elad, et al., 2004). A védekezéssel
kapcsolatos szakirodalom egy igen jelentds része a bioldgiai védekezés, amely
biologiai ¢és oOkologiai hatdsanak teljes megértése esetén hatékony védekezési
stratégidkat dolgozhatunk ki a korokozoval szemben. A Botrytis ellen valo
védekezésben a legnagyobb jelentdségli mikrobanemzetségek a Trichoderma,
Ulocladium, Bacillus, Pseudomonas, Pichia és Candida nemzetségek. A védekezés
két fontos gyakorlati szitudcioban valosulhat meg, sziiret utani, iiveghdzi koriilmények
kozott és iiltetvényben, mely utobbi a kornyezeti hatdsoknak valo kitettség miatt
nagyobb kihivast jelent. Ezt felismerve a jelenleg folyé kutatdsok célja az, hogy
meghatdrozzak a biologiai védekezési stratégidk gazdasagi és bioldgiai hatékonysagat,
valamint azt, hogy mas moddszerekkel kiegészitve milyen integralt modszerrel lehet a
legjobb eredményeket elérni (Fillinger & Elad, 2016).

A Botrytis cinerea a leggyakrabban sziirkepenészként ismert nekrotrof
gombakorokozo, mely tobb mint ezerkétszdz gazdandvényt képes megfertdzni,
legtobbszor elpusztitva azok sejtjeit, majd megtelepedve az elhalt szoveteken okoz
hatalmas gazdasagi karokat. A Botrytis ellen valo védekezés maig legfontosabb eleme
a kémiai fungicidek alkalmazasa, &m a gombdék rezisztencidjanak gyors kialakulasa
miatt egyre nagyobb dozisu felhasznélds és egyre valtozatosabb hatéanyag kijuttatas
valik sziikségessé, mely kozegészségligyi és ¢lelmiszerbiztonsagi aggalyokat is felvet
(De Miccolis Angelini, et al., 2014). A Botrytis cinerea egy kifinomult penetracios és
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fertzési stratégiat fejlesztett ki a novényi védekezési valaszok elnyomdsara, igy mint
enzimek, toxinok, reaktiv oxigéngyokok, szekretalt fehérjék és masodlagos
metabolitok gazdag csoportja (Choquer, et al., 2007). Emellett az is igaz, hogy a
ndvényi valaszok konstitutiv vagy indukalt (fizikai és kémiai modon) gétakkal
visszaszorithatjak ezeket a fertdzési stratégidkat (Mengiste, et al., 2010), melyek koziil
els6dleges a novényi sejtfal, mint fizikai gat. A kémiai ndvényi védekezés elemet a
fitoanticipinek és a fotoalexinek hatarozzak meg elsdsorban (VanEtten, et al., 1994).
A patogenezissel kapcsolatos biokémiai anyagok, fehérjék, enzimek és antimikrobialis
vegyiiletek szintén felhalmozddhatnak a fertézés helyén (van Loon, et al., 2006). Ezek
mellett fitohormonok, wgy, mint szalicilsav, jazmonsav, etlén, abszcizinsav,
brasszinoszeroidok, auxin, citokininek, gibberellinek és strigolaktonok egyiittesen
jérulnak hozza a ndvényi valaszok kdzvetitéséhez (Torres-Vera, et al., 2014).

A legtjabb laboratoriumi technologidk alkalmazasaval a kutatok szadmos olyan un.
,omikai” eszkozt fejlesztettek ki a B. cinerea elleni novényi valaszok és a gomba
virulenciajanak molekuldris jellemzésére, amelyek a transzkriptomikai (kédol6 és nem
koédoldo RNS-ek teljes halmaza), proteomikai (genombol szadrmazd fehérjék) és
metabolomikai (sejtben, szdvetben vagy szervben taldlhatd Osszes metabolit)
modszereken alapulnak és a nagy ateresztOképességli DNS és RNS szekvenalassal
valamint nagyfelbontast tomegspektrometriai és magneses magrezonanciaval (NMR)
alkalmazva lehetdvé teszi az ilyen adatok rendszerbiologiai szintre vald fejlesztését
(AbuQamar, et al., 2016).

A nagy ateresztoképességli szekvenalason alapulé modszerek (HT-NGS) a
metatranszkriptom szekvenalastol a teljes genom szekvenalésig, gyors és hatékony
modszert adnak a Botrytis cinerea és a gazdandvény fertézési és védekezési
mechanizmusainak megértéséhez akar in planta mintdk esetében is (Smith, et al.,
2014). A technologia alkalmazasa lehetdévé tette a gombagenom variabilitdsdnak
sziirkepenész betegségre adott ndvényvédelmi valasz hatékonyabb alkalmazasat teszi
lehetdvé.

A DNS szekvenalasi modszerek egyre koltséghatékonyabba valnak napjainkban akér
a Sanger-féle dideoxi nukleotid szekvenalds akar a leggyakrabban az egynukleotid-
polimorfizmus (SNP) elemzésére hasznalt ujgeneracids szekvendlasi modszerek. Az
ujgeneraciés  szekvenaldsi  technologidk  (Illumina, IonTorrent, PacBio)
forradalmasitjak a genomikai kutatasokat és lehetdvé tették a B. cinerea széleskorti
vizsgalatat. A B. cinerea mara mar modellkorokozova valt a rendkiviil sok
gazdandvénye valamint a komplex patogenitasa miatt (Heather & Chain, 2016). A
kutatasok mélyebb megértése érdekében a Syngenta AG a gomba T4 ¢s B05.10
torzsének genomszekvencia-projektjét kezdeményezte, amelyek soran 37,9 Mbp és
38,8 Mbp méretli genomot kaptak Illumina HiSeq2000 technoldgia segitségével
(Amselem, et al., 2011), melyet van Kan és mtsai. hézagmentes genomszekvenciava
fejlesztettek (van Kan, et al., 2017). Ez a genom 18 kromoszomabol és egy 4153
centimorgan méretli genetikai térképbdl, koriilbeliil 75 000 SNP markerbdl all. A teljes
genom elemzése nagyfokl szekvenciaazonossagot és génelrendezddési hasonlosagot
mutatott a B. cinerea és a Sclerotinia sclerotiorum kozott.

A botritiszes sz6l0bdl szarmazd BcDW1 torzs genomjat is szekvenaltdk (Blanco-
Ulate, et al., 2015). A korabban szekvenalt két torzzsel dsszehasonlitva azonositottak
a novényi szovetekbe valdo behatolasban ¢és lebontasban részt vevd szekretalt
fehérjéket,  glikozid-hidroldzokat,  szénhidrat-észterdzokat,  lakkazokat  és
poliszacharid-lidzokat (Magyar, 2011). Ezek az elemzések a kornyezeti
alkalmazkodoképességének és gazdaspecifitdsdnak genetikai vizsgalatat is lehetévé
tették, mely soran 13 kiilonbozd izolatum genomjat szekvenaltdk ujra a genetikai
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diverzitas mérése érdekében (Atwell, et al., 2015). Az elmult évtizedekben szamos
gazdandvény genomszekvencia elemzését és genomvariabilitds vizsgélatat végezték
el ugy, mint Arabidopsis taliana, Solanum lycopersicum, Fragaria vesca és Vitis
vinifera (Cao, et al., 2011), (Lin, et al., 2014), (Bolger, et al., 2014), (Shulaev, et al.,
2011), (Jaillon, 2007). Az emlitett genomadatbazisok megjelenése lehetdvé tette a
gomba-novény kolcsonhatas molekularis biologiai szintli mélyebb megértését.

Az 0Osszehasonlitdé génexpresszios elemzések transzkriptomikai modszerekkel
adhatnak betekintést a ndvények biotikus és abiotikus stressz okozta vélaszaiba, azok
génexpresszios profilra adott valaszaira. A transzkriptomikai modszerek alkalmasak
kiilonbozo stresszfaktorok okozta génexpresszios valtozasok azonositasara, melyek a
transzkriptom nagy széazalékat tehetik ki. Arabidopsis esetében a genom tobb mint
12%-a differencidlisan expresszalodhat Botrytis fertdzés esetén (Sham, et al., 2014).
Szamos, a kiilonféle stresszre adott valaszok transzkripcids szabdlyozasara
Osszpontositd tanulmany azonositotta a B. cinerea fertézésre és az egyidejli abiotikus
stresszre, példaul a szarazsdgra, a hdére vagy a sotartalomra egyarant reagalo,
differencidlisan szabdlyozott géneket Arabidopsis-ban microarray-elemzések
segitségével (Atkinson & Urwin, 2012). Paradicsomban egy RNAseq elemzés
segitségével végzett transzkriptomikai vizsgalat megkiilonboztette a vad Solanum
fajok kozotti természetes variaciot (Smith, et al., 2014). A B. cinerea fertdzést
kovetéen a fotoszintetikus és metabolikus folyamatok leszabalyozodtak, mig a
védekezéssel kapcsolatos gének, példaul a PR protein 1 (PR1), B-1,3-gliikkanaz és
szubtilizinszerl protedz kodold gének egyidejlileg felszabalyozodtak a B. cinerea-nak
erdsen ellendlld fajban, a S. lycopersicoides-ben.

Kétségtelen, hogy az omika betekintést nyljt a novények korokozokkal szembeni
ellenalld képességének és a kornyezeti stresszel szembeni tolerancidjanak molekularis
mechanizmusaiba a jobb betegségkezelés érdekében. A tuddsok nagy erdfeszitéseket
tesznek a gének ¢és a tulajdonsagok dsszekapcsolasara a fajtak ellenalld képességének
javitdsa és a betegségekkel szembeni ellendllds mechanizmusainak megértése
érdekében. Az omika lehetdvé teszi, hogy "leforditsuk" a gének (genomika), az mRNS
(transzkriptomika), a fehérjék (proteomika) és a metabolitok kozotti Osszetett
kolesonhatasokat.

4.5 A Botrytis cinerea mellett eléforduld tobbi mikroba

¢és annak dinamik4jat szamos korabbi tanulmany vizsgélta (Viannini & Chilosi, 2013),
(Magyar, 2011). A fonalasgombak és élesztOk mellett az egyik leginkabb emlitésre
mélt6é eredmény a Starmerella bacillaris (korabban Candida zemplinina) azonositasa
Tokaji mintakrél szarmazd aszubogyokrol gylijtott izolatumok esetében, mely
¢lesztéfajt azota a bordszati gyakorlatban is hasznéljadk kofermentécios fajként
(Englezos, et al., 2017). A Metschnikowia pulcherrima az aszu sz616 masik jellegzetes
¢lesztégombajat Tokajban talaltdk kozvetleniil a szOl6iiltetvénybdl vett mintak
esetében (Bene & Magyar, 2004). Egy eltérd izolalasi stratégiaval és molekularis
azonositassal nagyszdmu véletlenszerii izolatumon, Csoma & Sipiczki (2008) hasonlo
eredményekrdl szamolt be. Tokaji sz6ldiiltetvényeken a Hanseniospora uvarum, a
Metschnikowia pulcherrima és kozeli rokona, a Metschnikowia fructicola jelenléte
a Penicillium expansum abundans jelenlétét mutattak ki a Botrytis cinerea mellett,
melyek antagonista viselkedést mutatnak (Nguyen & Panon, 1998).

Kozvetlen izolalassal Saccharomyces fajokat nem tudtak kimutatni aszi bogydkon
(Magyar & Soo6s, 2016), viszont a spontdn erjesztés soran nyilvanvaldan ezek
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dominancidja mutathaté ki magasabb alkoholtartalmu (> 5% vol.) kozeg esetén
(Albergaria & Arneborg, 2016).

A Botrytis cinerea mellett a nemesrothadéds eldrehaladtaval altaldban szaprofita
gombak jelenlétét azonositottdk. Penicillium és Aspergillus fajok altaldban nagy
szdmban fordulnak el6 (Magyar, 2011).

Az ecetsavbaktériumok populacidja er6sen megnd a szO616n, amely jelentds boraszati
vonatkozasu, hiszen az ecetsav amellett, hogy nagy mennyiségben borhibat,
ecetesedést eredményez, kisebb mennyiségben érzékszeri tulajdonsdgokat javitd és a
sav-cukor egyensulyt a savassag irdnyaba kedvezden befolydsolé hatdsa is van
(Sponholz, 1993). Az Acetobacter fajokkal ellentétben a Gluconobacter oxydans
cukorban gazdag kornyezetet preferal, gliikozbol gliikkonsavat, 2-ketogliikonsavat, 5-
ketogliikonsavat és 2,5-ketogliikkonsavat allit el6. Ezek a ketonsavak részben felelések
a botritiszes must és borok magas kéndioxid megkotd képességéért. Csak mérsékelt
mennyiségli ecetsav keletkezik az etanol oxidacidja sordn, amely alacsony
koncentracioban van jelen a nemes rothadé szélében. A botritiszes bogydkbol kinyert
1¢ ugyan jelentds mennyiségli ecetsavat tartalmaz, de a gyiimdlcson 1évé vad
¢lesztéfajok szerepet jatszhatnak a termelésében (Doneche, 1993).

4.6 A Botrytis cinerea hatdsa a borok aromaanyag-0dsszetételére

A nemesrothadas soran két fontos tényezd hatarozza meg a szOlébogyd kémiai
novekedése, a masik a Botrytis cinerea masodlagos anyagcseretermékeinek a
megjelenése és felhalmozodasa. A két tényezot egészitik ki a sz616bogyon €16 egyéb
mikrobdk anyagcseretermékei, amelyek szintén jelentdsek, gondoljunk csak az
Acetobacter fajok altal termelt ecetsavra vagy a Penicillium fajok okozta kesert izt
eredményezd borhibakra.

A nemesrothadéas sordn bekodvetkezd fobb fizikai és kémiai valtozasok mar régota
ismertek (Doneche, 1993), (Magyar, 2011). A fiatal gomba micéliumban a gliikoz az
Embden-Meyerhof-utvonalon ¢és a hex6z-monofoszfat utvonalon keresztiil
katabolizalodik. Aktiv trikarbonsavciklussal is rendelkezik, és kimutattdk egy
glikoxilat-ciklus jelenlétét is. A gliikoz kozvetlen oxidéacidja a gliikdéz-oxidazon
keresztiil gliikonsav felhalmozoddsdhoz vezet a stacionarius novekedési fazisban. A
Botrytis a bogyohéj alatt fejlddve oxigénszegény kdrnyezetben van, ami korlatozza a
gliikoz katabolizmust és a hifak novekedését. A glikolizis oxidativ 1épése soran
képz6dd redukdlt NAD koenzimeket a glicerin-foszfat-dehidrogendz részben
regeneralja, részben anaerob koriilmények kozott tartja, igy a glikolizis soran a gliikkoz
teljes oxidacidjaval parhuzamosan glicerin is keletkezik (Magyar, 2011).

A glicerintermelés a nemesrothadéas korai szakaszdban a legmagasabb (Ribéreau-
Gayon, et al., 2006). Ezt kovetden a késobbi fejlodési fazisban a gomba részben
oxidalja azt. A [IV. fazisban Sauternes-ben gyijtdtt mintdkban a végso
glicerolkoncentracid 5-7 g/l koriil van, de a bogydk tovabbi dehidratilasa utdn
meghaladhatja a 30 g/l-t, igy példaul a tokaji aszi bogyodkban is (Bene & Magyar,
2004). A cukoranyagcsere melléktermékei kozé tartoznak tovabba a cukoralkoholok,
mint az arabit, a mannit, az eritrit, ezenkiviil a D-szorbit és az inozit felhalmozddik a
fert6zott sz6l6bogyoban (Sponholz, 1993).

A bogyodban a Botrytis metabolizmus okozta jelentds cukortartalom veszteség ellenére
2011). A sz6locukor-Osszetétel a Botytris enzimatikus aktivitdsa altal a sz6lében
talalhat6 poliszacharidok és pektinek lebontdséval is modosul. Ez arabinéz, ramndz,
galaktdz, manndz, xiloz és galakturonsav felhalmozodasédhoz vezet.
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A savtartalom valtozdsa a nemesrothadds soran eltér a kiilonbozd széldfajtak és
borrégiok kozott. A B. cinerea konnyen hasznositja a borkdsavat, de az almasavat
kisebb mértékben (Doneche, 1993). A szdél6ben talalhatd savak drasztikus csokkenését
a dehidrataciobdl eredd koncentracid novekedés ellensulyozza. A dehidratacio
mértékétdl fliggben a gyiimoleslé savtartalma a csekély mértékii csokkenés és a
jelentds novekedés kozott valtozhat. A glikkonsav, galakturonsav és galaktarsav
mellett a Botrytis kis mennyiségben piruvinsavat és 2-ketoglutarsavat is termel.
Mindezek a savak az ecetsavbaktériumok altal termeltekkel egylitt hozzajarulnak a
botritiszes sz616 magasabb savtartalmdhoz és Osszetettebb savosszetételéhez. A
jellemzden magas savtartalom érzékszervi szempontbdl elény0s, ellensulyozza egyes
aszuborok rendkiviil magas cukortartalmat.

Az aszusodéas soran a cukor és savtartalom jelnetds valtozasa mellett a sz616bogydban
talalhatd aromaanyagok modosuldsa jarul hozza a nemesrothadt szO6l6bol késziilt
borok érzékszervileg is kimutathato egyediségéhez. A terpenolok, a szd16 elsddleges
aromakomponensei, mennyiségiik a nemes rothadas sordn csokkennek (Schreier, et
al., 1976). Ezeket a vegylileteket glikozidjaikbol gomba- és sz616 eredetli B-glikozi-
dazok szabaditjak fel. A terpenolokat ezt kdvetden a gombak enzimjei szagtalan
vegyiiletekké oxidaljak (Bock, et al., 1988). Ez a fajtaaroma csokkenéséhez vezet,
mikdzben a Botrytis nagyszamu uj aromés vegyiiletet termel. Altalanosan elmondhatd,
hogy a Botrytis-sepcifikus aromakomponensekkel foglalkoz6 tanulmanyok jelentds
része a borok aromaanyagait vizsgalta. Tekintve az erjedés soran a Saccharomyces
cerevisiae ¢és mas ¢lesztéfajok altal atalakitott aromakomponensek jelentdségét
érdemes a vizsgalatot kész borok esetében lefolytatni, ugyanakkor ezen
aromakomponensek prekurzorai a sz6lébogyoban talalhatok, igy érdemesnek tartjuk
annak aromadosszetételével is foglalkozni.

Szamos g- ¢és d-laktont azonositottak a tokaji asza sz6lében (Magyar, 2011). A g-
laktonok illatjegyeit gyantds és karamellas, porkolt vagy mézes illatjegyekkel irtak le,
mig a d-laktonok jellegzetes kokuszdid, csokoladé és Oszibarack jegyeket mutattak.
Ugyanezeket a laktonokat kordbban mar azonositottdk botritiszes borokbodl, de
egészséges szOlobol késziilt borokbol nem (Schreier, et al., 1976). A laktonok
tobbnyire oxidativan érlelt borokban taldlhatok, de tigy tlinik, hogy a gyiimdlcsdkben
a B. cinerea oxidalo hatasa és a vizveszteség miatt alakulnak ki.

Sarrazin €s munkatarsai (Sarrazin, et al., 2007) megallapitottak, hogy a B. cinerea
novekedéséhez vezetett a botritiszes sz616bdl késziilt borokban. Més vizsgalatok a
cisztein-S-konjugatumokra, mint fajtaaroma-prekurzorokra  &sszpontositottak
(Baumes, 2009). Kémiailag ezek a szagtalan vegyiiletek az L-cisztein S-szubsztitualt
szarmazékai, amelyek a kénatomhoz kotddd kénatomban kiilonboznek. Az erjedés
sordn ezekbdl a prekurzorokbol rendkiviil szagos illékony tiolok képzddnek
(Dubourdieu & Tominaga, 2009).

A B. cinerea a sz6l6 asszimilalhaté nitrogéntartalménak jelentds részét hasznositja,
beleértve az ammoniumot és az aminosavakat is. Egyes vizsgalatokban a Botrytis altal
fertdzott sz616kben a teljes aminosavtartalom jelentds (30-80%-0s) csokkenését irtak
le az egészséges sz6lohoz képest (Sponholz, 1993). Bar szdmos gombabetegség
indukalja a patogenezishez kapcsolodd (PR) fehérjék szintézisét, kiilondsen a
zsendiilés elott, a PR fehérjék szintje jelentdsen csokken a B. cinerea altal fertézott
sz6ldben vagy sz016lében (Girbau, et al., 2004), valosziniileg a gomba proteolitikus
enzimek szekrécidja miatt. Ezzel szemben az extracelluldris gombaenzimek
termelddése noveli a 1¢ fehérjetartalmat, ami megneheziti a bor tisztitasat és
stabilizalasat (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1 A mintavételi hely bemutatasa és a mintagylijtés menete

A mintavételi hely kivélasztasa esetében sok szempontot figyelembe kellett venniink,
melyek esetleg pozitiv vagy negativ modon befolyasolhatjak a kisérleteinket. Ilyen
szempontok az lltetvény geologiai és geografiai adottsagai, a teriilet makro- és
mezoklimatikus jellemzdi, a mintagytijtési helyiil szolgald iiltetvény kora, kondicidja,
a vizsgalt szoldiiltetvény fajta, fajtaklon és novénykondicié szerinti homogenitésa,
valamint az is, hogy az elmult év boraszati tapasztalatai alapjan milyen mennyiségii és
mindségli asziiszemeket tudott sziiretelni a sz6lbteriilet tulajdonosa a diillébol, abbol
milyen mennyiségli és mindségli bor késziilhetett. Ezek a szempontok a vizsgalatok
megismételhetosége ¢€s megfeleléen reprezentativ eredményei szempontjabol
fontosak. A 2. abran a mintavételi teriilet 1athato térképen jelolve.

{ l‘"‘ y
2. dbra: A mintavételi teriilet a Tokaj-hegyaljai borvidéken talalhaté Mad kozség
hatardban. Az abran feltlintetésre keriiltek a mintavételi hely hozzavetdleges
koézéppontjanak GPS koordinatai.

5.1.1 A szo6léteriilet elhelyezkedése

A mintavétel a Tokaj-Hegyalja borvidéken talalhato Mad kozség hatdraban fekvd
Betsek diilében helyezkedik el. A diilé a Mad hatardban talalhat6 42 elsd osztalya diild
kozil az egyik legkivalobbként van szamontartva. A diilé a Madi-medence keleti
hataraban talalhat6d vulkéani kiipok dlelésében fekszik. A teriilet kialakuldsat a miocén
elejétél a pleisztocénig tehetjilk, a sajatos domborzati viszonyok a jellemzd
hidrotermalis aktivitasnak koszonhetéen jottek létre. A gejzirek és hidrotermalis
forrdsok vizei tavakban Osszegytiltek, majd a pilocénban limnokvarcit rakodott le a
kovasav kicsapddasaval. A felszint krioplanacids folyamatok alakitottak tovabb
(Pinczés, 2005). A teriilet foldtani szempontbol a Kiraly- és Nyerges-hegy diildk
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horzsakoves tormeléktufajank folytatdsa, a tufateritések lepusztuldsa folytdn andezit
¢és tormelékes agyag kertilt a felszinre (Remenyik, et al., 2023).

5.1.2 A mintavételi teriilet:

A mintavételi teriiletek két sz616tablaban helyezkedtek el, melyek koziil az északabbra
fekvd tablaban furmint, még a délebbre fekvd tablaban harslevelil szo16fajta talalhato.
Mindkét sz6ldteriilet 3 m x 1 m térallasban lett telepitve Teleki-Kober SBB rezisztens
alanyfajtara. A furmint fajta T85 klontipusu a harslevelti T311 tipust. Miivelésmodjat
tekintve mindkét tabla kdzépmagas kordonmiivelésii 4-5 termdalappal, melyek mar
tobb évre visszamendleg alakitottak ki és 2 riigyes csapmetszéssel dolgoznak rajta. A
teriileten mar tobb mint 20 éve nem tdrtént sem szerves sem miitragya kijuttatasa,
ndvényvédelmét tekintve integralt modon kezelt teriilet, azaz kontakt és szisztémikus
hatasu novényvéddszerekkel egyarant kezelve van. Mindkét sz816tabla a Madi Szepsy
csalad tulajdonédban van, a teriiletrdl sziiretelt sz616t a csalad tulajdonaban 1évd Szepsy
Kft. dolgozza fol.

A mintavétel tobb idOpontban és tobb vizsgalati célra tortént, két évjarat folyaman
gyljtottiink mintat 2016-ban és 2017-ben. Fontos azt kiemelni, hogy a mintagytijtési
iddpont megvalasztasakor még nem lehetiink biztosak abban, hogy az adott évjaratban
egyaltalan lesz e megfeleld mennyiségli és mindségli aszusodas, igy a sziikségesnél
tobb mintagytijtési iddponttal szdmoltunk, amelyet az id6jaras alakulasaval minden
esetben aktualizaltunk. A pontos mintagytijtési idépontokat az 1. tdblazat tartalmazza.
Szerencsés esetnek tekinthetd, hogy mind a 2016-0s ¢s mind a 2017-es évjarat
kiemelked6 aszus évnek szamit, igy sikeriilt megfeleld mintagytijtést végezni. Mindkét
évjaratban 3-3 alkalommal gy(ijtottiink mintat, melyek idépontjat Gigy hataroztuk meg,
hogy nagyjabol 1-1 honap kiilonbséggel szeptemberi, oktoberi €s novemberi
mintagytijtésre legyen lehetdségilink. A mintagytjtések kozott eltelt pontos idotartamot
fontosnak tekintettiik (késdbb latni fogjuk, hogy ennek a paraméternek van az egyik
legkisebb hatdsa a vizsgalt génexpressziora), am a vizsgalataink szempontjabol
fontosabbak a gytijtést megel6z6 iddjarasi viszonyok. Minden esetben olyan napokon
végeztiikk a mintazast, amelyet megel6z6 két napon nem volt esd, hiszen az nagyban
befolydsolja mind a sz6ldbogyd fizikai és kémiai paramétereit, mind az azon
megtalalhaté mikrobakozosséget. Minden esetben steril kesztytiben kézzel végeztiik a
bogyodk gytijtését, steril 50ml-es falkoncsébe helyeztiink 5-10 bogyot tobb névényrol
(3-5 n6vényrdl). Minden alkalommal I, II, 1T és IV fazisu sz6l6bogyot (Hegyi-Kalo, et
al., 2020) (lasd 1. &bra) ¢és sziirkerothadt bogyot gyiijtottiink. Minden mintabol 5
biologiai ismétlést gyljtottiink. Azt tapasztaltuk, hogy mindkét évjaratban minden
alkalommal megtalalhat6 volt az 5 bogyotipus, am szamaranyuk nagyban eltért az id6
elérehaladtaval. A lezart falkoncsdveket egybdl folyékony nitrogénbe dobtuk, majd
miutan kellden lehiilt szarazjégben tartottuk hidegen. A mintdk az Eszterhdzy Karoly
Katolikus Egyetem Kutatasi és Fejlesztési Kozpontjaban kertiiltek eltarolasra -80 °C-
os mélyfagyasztoban.
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1. tablazat: a mintagyljtések pontos datuma, a gylijtott mintdk tipusai és azok
felhasznalasa
Mintagytjtésc Pontos datw Gylijtott Ismétlések szama
mintatipusok
2016
5-5 bioldgiai ismétlés RNS és DNS
amplikon szekvenalashoz, 100
szeptember szeptember 8. L II, II, IV, VI fazis  ismétlés textira elemzéshez
5-5 bioldgiai ismétlés RNS és DNS
amplikon szekvenalashoz, 100
oktober oktober 11. LIL IIL, IV, VI fazis  ismétlés textura elemzéshez
5-5 bioldgiai ismétlés RNS és DNS
amplikon szekvenalashoz, 100
november november 10. L II, III, IV, VI fazis  ismétlés textara elemzéshez
2017
5-5 bioldgiai ismétlés RNS és DNS
amplikon szekvenalashoz, 100
szeptember szeptember 7. L II, III, IV, VI fazis  ismétlés textira elemzéshez
5-5 bioldgiai ismétlés RNS és DNS
amplikon szekvenalashoz, 100
oktober oktboer 10. LIL IIL, IV, VI fazis  ismétlés textura elemzéshez
5-5 bioldgiai ismétlés RNS és DNS
amplikon szekvenalashoz, 100
november november 14. L II, III, IV, VI fazis  ismétlés textara elemzéshez

3. abra: Az abran egy eldrehaladott allapot aszus flirt lathat6. Az ,,A”-val jelolt egy
részben micéliumokkal fedett I1I-as fazisu, a ,,B”-vel jelolt egy teljesen
micéliumokkal fedett IV-es fazisu, a ,,C”-vel jelolt egy IV-es fazisi sz616bogyo,
amelyen nem talalhato micélium, a ,,D”-vel jelolt pedig egy sziirkerothadt

sz016bogyo.
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A molekularis biologiai célokra gyiijtott mintak mellet texturaelemzéshez és az
alapanalitikai paraméterek meghatarozasahoz is gyijtottiink mintat. Ehhez minden
bogydtipusbol minden mintagytijtési idopontban 100-100 darab bogydt gytijtottiink
ugy, hogy olldval a bogyot tarto kis kocsanydarabot elvagtuk, ezaltal a bogyo egésze
nem sériilt. A textiraelemzéshez gyiijtott mintakat hiitétaskdban taroltuk, majd a
mintagyljtés napjan elvégeztiik rajtuk a méréseket. A texturamérések utan a bogyok
alkalmasak voltak arra, hogy leviiket kipréselve az alapanalitikai méréshez sziikséges
mintakat eldallitsuk. Az alapanalitikai mérések eredményeit egy korabban kozolt
tanulmanyban hasznaltuk fel, nem képezi szorosan e munka targyat am néhany esetben
fokunk hivatkozni azokra (Hegyi-Kalo, et al., 2020).

5.2 Sz816bogyd textura mérése

A sz0l6bogy6 texturaja jelen kutatas esetében két szempontbdl is jelentds informéciot
ad. Egyrészt az aszibogy6 feldolgozasa sordn egy extrakcids aztatast végziink,
amelyhez sziikséges 1d6t és mechnaikai beavatkozasokat (kevertetés) nagymértékben
befolydsolja a bogyo6 texturdja. Emellett az asziszem j6 mindségének gyakorlati
meghatdrozdsa annak sziiretelése idején a bogyo ,husos, puha” tapintasaval
jellemezhetd. Korabbi munkénk soran bebizonyosodott, hogy ez a tulajdonsag valoban
a magas beltartalmi mindségli aszuszem indikatora (Hegyi-Kalo, et al., 2020). A
sz6l6bogydk textura tulajdonsagainak méréséhez a TAxT2i tipust (Stable Micro
System, Surrey, Egyesiilt Kiralysag) textiraclemzo késziiléket hasznaltunk HDP 90-
es platformmal és 30 kg-os maximalis terheléssel. Az alkalmazott berendezést és a
(berry hardness, BH) meghatarozasdhoz egy lapos, 35 mm atmérdjii sszenyomofejjel
alland6 keresztfej sebesség mellett (1 mm/s) torténik az Osszenyomads egy eldre
beéllitott deformacio értékig, amely a kezdeti bogyd atmérd 25%-a. Az ehhez a
deformécidhoz sziikséges er6 a BH értéke, mely jellemzéen néhdny newton
nagysagrend.

L FIN] &

Bogyd
keménység
(BH)

FN] 4

»
-
£,

Bogyohéj :
keménység [ rressesermmnsnnnnnniinniininanny 3
(Fsk)

Bogy6héj
rugalmassag (Esk)

[
»

Bogyohéj atszakitasdhoz t [S]
sziikséges energia (Wsk)

4. dbra: Az abra bal oldalan a textiraelemz6 késziilék fotoja lathato, a jobb felsd
sematikus diagram a lapos dsszenyomofejjel torténd kompresszios mérés grafikonjat
abrazolja. A jobb also abra a hegyes 0sszenyomofejjel torténd penetracios mérés
sematikus grafikonjat abrazolja.
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A bogyohéj textirajanak paramétereit egy hegyes Osszenyomofejjel torténd, un.
penetracios teszttel tudjuk megmérni. Az 0sszenyomodfej hegyének pontos atmérdje
0,6 mm, a penetracios teszt allando keresztfejsebesség mellett torténik szintén 1 mm/s
sebesség mellett. A kapott er6-id6 gérbe maximuma a bogyohéj keménysége (berry
skin break force, Fsk), a gorbe csucs eldtti szakaszanak meredeksége a bogyohéj
rugalmassagi egylitthatoja (berry skin elastic modulus, Esk), az els6 maximumig a
gorbe alatti teriilet pedig a bogyohéj atszakitasahoz sziikséges munka (berry skin break
energy, Wsk). Az Fsk jellemzden né¢hany mN nagysagrendii, az Esk néhéany tized
N/mm, a Wsk pedig néhany mJ nagysagrendii.

A bogyotextira mérésekor a mar emlitett pici kocsannyal egyiitt begytijtott bogyokat
hasznaltuk. A mérés eredményéiil kapott gorbe sematikus alakjabol kovetkeztetni
lehetett a mérés sikerességére. Nem megfeleld mérés kovetkezhet példaul abbol, hogy
a legnagyobb igyekezet ellenére is megsériilt a bogyo héja az 6sszenyomasos vizsgalat
esetén vagy a vékony gyiimolcshis €s puha bogyd miatt a penetracids tesztben az
Osszenyomofe] elérte a sz6lomagot. Ezeket a nem tipikus gorbével rendelkezd
méréseket nem vettiik figyelembe. A mérési sorozatot addig végeztiik amig minden
bogydtipusbol nem sikeriilt 30-30 megfeleld gorbéjii mérést kivitelezni. Ez 6nkényes
kivalasztasnak tiinhet, 4m a bogyotextira mérések sordn tobb tanulményban is ezt a
gyakorlatot alkalmaztak (Rolle, et al., 2012), a teriileten elfogadott a gorbealak szerinti
valogatds. A megmaradt ¢s lemért bogydkat mintatipusonként megdriztiik, leviiket
kipréseltik az alapanalitikai mérések céljabol. A gorbék kiértékelése az
Osszenyomokésziilék sajat szoftverével tortént.

5.3 Sz616bogyo teljes DNS kivonas

A begyljtott és mélyfagyasztva tarolt szOélobogyokat —sterilizalt keramia
dorzsmozsarban folyékony nitrogén fiirddben porra O6roltik, majd a porokat
mintanként 2 ml-es eppendorf csében a felolvadas elkeriilésével visszahelyeztiik -80
°C-ra. A mintdk ledrlését kovetden a teljes DNS-t egy ndvényi DNS kivondsara
fejlesztett kivono készlettel, Qiagen DNEasy Plant mini kit-tel (Qiagen Gmbh.,
NanoDrop késziilékkel (NanoDrop 2000, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) ellendriztiik, mely sordn megfelelének mindsitettiik azt a mintat,
amelyben a DNS koncentraci6 legalabb 50 ng/ul. A kivont DNS-t 2 ml-es eppendorf
csOben taroltuk tovabb -80 °C hémérsekleten az Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetem
Kutatési és Fejlesztési Kozpontjanak laboratoriumaban.

5.4 Teljes RNS kivonas metatranszkriptomikai szekvenélashoz

Az aszusodott sz616bogyobol torténd RNS kivonasa ¢és a kivont RNS wjgeneracios
szekvenalassal torténd feldolgozdsa nem teljesen rutinszerien tortént kutatdsunk
soran. A begylijtott sz0l6bogydk magas cukor- és polifenol tartalommal rendelkeznek,
mely anyagok megnehezitik mind az RNS elvalasztidst és tisztitdst, mind az
amplifikaciot (Magyar, 2011). A teljes RNS kivonashoz igy egy kevésbé korszerli &m
nagyon hatékony modszert fejlesztettiink tovabb, amellyel viszonylag hatékonyan és
j6 mindségben tudtunk RNS-t kivonni mintainkbol. Az RNS kivonatolas fobb 1épései
a kovetkezok voltak:

- CetromoOnium-bromidos  (CTAB) extrakcié  Polivini-

pirrolidon (PVP-40) és spermidin adalékkal
- Merkaptoetanolos denaturacio
- Kloroformos izoamilalkoholos extrakcid
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- Natriumacetatos tisztitas
- TE-pufferes tisztitas
- Litium-kloridos tisztitas
- DN-azos emésztés
A kivonasi protokoll részletes leirdsa az 2. szdmu mellékletben talalhato.

A kivont RNS mintdkat ezutan -80 °C-os fagyasztoban taroljuk a szekvenalas
elvégzéséig. Az RNS mindségének ellendrzését NanoDrop 2000 UV-lathato
spektrofotométerrel (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) és
Agilent 2100 Bioanalyzer kapillaris gél-elektroforézis késziilékkel végeztiik
Bioanalyzer RNA 6000 Nano assay chipet hasznalva (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornia, USA). Azokat a mintdkat értékeltiik jO mindséglinek és
mennyiségiinek, ahol az RNS koncentracid legalabb 50 ng/ul volt és a szamitott RIN
érték (RNA Integrity Number) legalabb 4 volt. Ha egy adott minta esetében nem
teljesiilt ez a feltétel, akkor megismételtik az RNS kivonast, mely altalaban
célravezetd volt, mivel a kivonatolds egyik utolsd lépése az centrifugacsd falan
kitapadd RNS-t tartalmazé pellet pusztan mosassal nem valt le onnan, igy a pipetta
hegyével volt sziikséges onnan levalasztani. Ez bizonyos esetekben nem sikertilt
megfelelden, igy annak egy része elveszhetett.

5.5 DNS amplikon szekvenalas

A kivont DNS-t jgeneracidos amplikon szekvendlassal egy megbizds alapjan a
g0dolléi Eurofins BIOMI Kft. végezte az alabbi feltételekkel: /TS Amplikon
szekvenalas NGS modszerrel Illumina Miseq platformon: a beérkezé DNS mintak
minoségi ellenorzése, amplikon specifikus PCR-ek (2 db) elvégzése az atadott
mintakon, ITS2 régiora voantkozo fITS7 — ITS4 primerpar alkalmazasa, amplikon
PCR termékek tisztitasa, illetve mindség és mennyiség ellendrzése, az elkésziilt
konyvtarak paired-end szekvendlasa Illumina MiSeq platformon (2x250 readhossz,
legalabb atlagos 50000 read/minta 0C30>75 %),
a nyers szekvencia adatok fastq file—ba mentése, mintanként mindkét szekvendlasi
iranyra vonatkozoan (Rl , R2).,, Az fITS7 és ITS4 primerek a rendre a kovetkezd
tanulmanyok alapjan keriiltek kivalasztasra: fITS7 esetén Thrmark és munkatdrsai
(2012), ITS4 esetén White és munkatarsai (1990).

A visszakiildott szekvenciaadatok tovabbi feldolgozasra keriiltek. A begytijtott mintak
kozil kizarolag a 2016-o0s évjaratban gytijtott mintdk koziil a furmint sz6l6fajta L., I'V.
fazisai és sziirkerothadt bogyotipusai 2 mintavételi idépontbol (szeptember és oktober)
keriiltek szekvenalasra 5-5 ismétlésben. Sajnos a sziirkerothadt bogyokbol néhany
esetben nem sikeriilt megfeleld mindségii DNS-t kivonni, igy a szeptemberi mintak
koziil 4 ismétlés, az oktoberi mintdk koziil minddsszesen 2 ismétlésbdl dolgoztunk.
Azért redukaltuk le a szekvendlanddé mintak szamat a kivélasztott 3 bogyotipusra,
mivel ez az eljards igen koltséges, am azt feltételezziikk, hogy az altalunk
megfogalmazott kérdésekre ezen adatok birtokdban megfeleld valaszt kaphatunk.

5.6 RNS metatranszkriptomikai szekvenalas

A kivont RNS-t Ujgeneracidos metatranszkriptomikai szekvenalassal egy megbizas
alapjan a debreceni UD Genomed Kft végezte, Illumina NextSeq500 platformon, 14
Mread/minta biztositasaval. Az RNS kivonatok esetén sem szekvendltunk meg minden
begylijtott mintat, mely kivonatolas esetében kizardlag furmint sz6léfajtabol
szarmaz0, szeptemberben, oktoberben és novemberben gyiijtott mintakbol, 5 bioldgiai
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ismétléssel dolgoztunk. Néhany minta esetében nem sikeriilt megfelelé mindségii
RNS-t kivonni, igy azok esetében kevesebb ismétlésszammal dolgoztunk (szeptember
IV fazis: 4 ismétlés, oktober III fazis: 4 ismétlés, oktober sziirkerothadas: 3 ismétlés).
A DNS mintadkhoz hasonléan ugy terveztik meg az RNS szekvenalasra keriild
mintdkat, hogy azok megfeleld adatot szolgaltassanak a felallitott hipotézisek
teszteléséhez.

5.7 DNS amplikon szekvencia adatok feldolgozésa

A nyers DNS-szekvenciakat az R szoftverkornyezetben (R Development Core Team
2023) implementalt dada2 csomaggal (Callahan, et al., 2016) dolgoztuk fel, amelyet a
mindségi sziirést, primer eltavolitast és amplikon szekvencia varidns csoportokba vald
rendezést végeztiink). Mivel a dada2 nem foglalja magaban a szekvenciak operativ
rendszertani egységekbe (Operational Taxonomic Unic, OTU) torténd klaszterezését,
am a szekvenalas soran keletkezett nem valos adatok eltavolitasara elég robusztus, az
egyedi amplikonszekvencia-varidnsok (ASV), mint kimeneti adatok a mintadkban
Ez lehetdvé teszi a faj szintli kiilonbségek feltarasat az inter- és intraspecifikus
kolesonhatasokban. A nyers szekvencidkat 240 bazisparra vagtuk le a forward és 200
bazisparra a reverse szekvencidk esetében, majd zajszlirés és kiméra-sziirés utan
egyesitettiik a szekvencia-valtozatokat és klaszterekbe soroltuk. Az egy read-ben
megengedett maximalis varhaté hibak szama 2 volt. A gombdk taxonomiai
hozzarendelését az tigynevezett ,,dynamic delimitation” modszeren alapuld (Kdljalg,
et al., 2013), az Osszes gombafaj-hipotézist reprezentald referenciaszekvenciakat
tartalmazd UNITE adatbazis (https://unite.ut.ee) alapjan, a USEARCH v.11
(https://www.drive5.com/usearch/manual/) (Edgar, 2010) program segitségével
végeztik el.

5.8 MetaRNS szekvencia adatok feldolgozésa

Az RNS read-ek mindségét a FastQC v0.11.5 (Babraham Bioinformatics, Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag) segitségével értékeltiik. A read-ek sziiréséhez a Trimmomatic
v0.36-ot hasznaltuk a TruSeq2-PE adaptorok eltavolitasara a kovetkez6 beallitasokkal:
,»single clip treshold” = 10, ,,indrom treshold” = 30, valamint ,,seed mismatch” = 2,
Bolger és mtsai. mdodszere alapjan (Bolger, et al., 2014). Ezutan a szekvenalési read-
eket a mindségiik szerint szlirtik a FASTX-TOOLKIT segitségével, konkrétan a
fastq quality_filtert a kovetkezd kiiszobértékre bedllitott paraméterekkel: -Q33 -q30 -
p50. Ezutén a sziirt szekvencidkat az emlitett tanulmanyok (Pell, et al., 2012) alapjan
a Khmer v2.1.1 Python script-tel (Howe, et al., 2014) normalizaltuk a kovetkezd
beallitasi paraméterekkel: -k20 -C20 -N4 -X 50e9. Ezt kdvetden a nagy lefedettségii
read-ek alacsony abundanciaju fragmentumait a filter-abund py -V paranccsal
tavolitottuk el. Az igy kapott j6 mindségli read-eket a B. cinerea, A. alternata, A.
pulullans, E. nigrum és R. graminis referencia genomhoz igazitottuk (van Kan, et al.,
2017), majd egy Python szkript segitségével a Salmon 1.3.0 verzi6jat hasznalva (Patro,
et al., 2017) a megfelel6 génekre szabdaltuk. Ezt kovetden a transzkript génekhez
ben taldlhaté GenomicFeatures csomag segitségével (Lawrence, et al., 2013). A RNS-
szekvencidkat az NCBI-ban a BioProject PRINA736205 ¢és a BioSAMPLE
SAMN19612984 alatt tettiik hozzaférhetdve.
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5.9 Alapvet6 statisztikai modszerek

Mind az texturaadatok mind az uUjgeneracios szekvendldssal eldallitott adatokat
alapvetd statisztikai elemzésnek vetettiik ald. Megvizsgaltuk az adathalmaz altalanos
tulajdonsagait, eloszlasat, az esetleges kiugrd (outlier) adatokat és egyszerli
szignifikans eltéréseket kerestliink az altalunk definidlt mintacsoprotok kozott, ugy
mint mintagyiijtési id6, aszusodasi fazis, szlirke vagy nemesrothadas stb...

A szO0l6bogyok textiraadatai minta-tipusonként, azaz az aszusodasi tipus,
mintagyljtési idépont ¢és szolofajta szempontjabol 30-30 ismétlésben allnak
rendelkezésre, &m fontos azt megjegyezni, hogy a textiraméréshez felhasznalt bogyok
nem azonosak a DNS vagy RNS kivonashoz haszndlt bogyodkkal, illetve a
textiramérések esetében is kiilonb6zd bogyodkat mértiink le a kompresszids és
penetracios tesztekben. Annak érdekében, hogy az adatok megfeleléen Gsszevethetok
¢s kombinalhatok legyenek a 30-30 mérés atlagat és szorasat hasznaltuk fol az egyes
kategoriakban. A DNS és RNS kivonasokat 5-5 bioldgiai ismétlésben végeztiik el,
melyekhez a szamitott texturaparaméterek atlag és szoras adatainak segitségével
Gauss-eloszlasu véletlenszerii adatokat generaltunk. Ezaltal egy adott tipusti mintahoz
rendelkezésre allt minden meghatarozott textiiraadat és génexpresszios adat is.

Az alapvetd statisztikai elemzéseket a R programkornyezetben R Studio felhasznaloi
feliileten végeztiik (R version 4.2.0, R Studio ,,Prairie Trillium” 2022.02.1). A
témateriileten  hasznalatos  programcsomagokat haszndltuk a  kiilonb6zd
modszerekhez, az adatok normalasahoz és a varianciaanalizis elkészitéséhez és a
Tukey HSD szignifikancia szamitasahoz (ggplot2 (Wichham, 2011), ggpubr
(Kassambara, 2020), tidyverse (Wickham, et al., 2019), broom, AICcmodavg
(Mazerolle & Maintainer, 2017), vegan (Oksansen, et al., 2007)). A mintadk kozotti
szignifikans kiilonbség p=0,05 szignifikancia szinten keriilt meghatarozasra minden
esetben. Korabbi tanulmanyban (Hegyi-Kalo, et al., 2020) elemeztiik a textura
tulajdonsagokat, azok aszusodasi tipus és mintagyljtési id6, valamint szdléfajta
szerinti szignifikans kiilonbségeit. Jelen munka sordn a DNS adatokbol meghatarozott
ASV adatok abundancia ¢és gyakorisag (richness) értékeit vetettiik 0ssze a kiilonb6zd
kategoriak kozott, valamint ugyanezt végeztiik el a génexpresszids adatok abundancia
¢és gyakorisag értékeivel is. Mindkét szekvenciaadatsor esetében Bray-Curtis
tavolsdgmetrikat alkalmazva mind PCA, mind NMDS ordinaciét is szamitottunk.
Azért volt sziikség a 2D abrazolas alapjan eldonteni melyik ordinacids metddus felel
meg jobban a célkitlizéseinknek, mivel a PCA ugyan az adatok legynagyobb szorasat
emeli ki, am a génexpresszios adathalmaz nagysaga tobb mint 5000 dimenzios, melyet
2D-re redukélva az informdaci6 nagy része elveszhet. Erre némiképp megoldast jelent
az NMDS amely a lehetd legnagyobb mértékben megtartja az adatpontok tavolsagat,
am a leginkabb szignifikdnsan meghatarozé valtozokra kevésbé érzékeny. Mind a
transzkriptomikai, mind a gombakozdsség adatok esetében az NMDS ordinacid
bizonyult megfelelébbnek, igy jelen munkank soran ezt hasznaltuk. Az ordinacid
sordn vizualizalt kategoridk kozotti elkiiloniilés mértékét és az elkiiloniilés
szignifikdns mivoltat permutécios variancia analizissel (PerMANOVA) ellendriztiik.

5.10 DNS adatok elemzése

Az amplikonszekvenaldssal nyert DNS adatokat elézetes feldolgozds utan
bioinformatikai modszerekkel értelmeztilk. A gombakdzosségi matrixot, amely a
mintakban azonositott ASV-k esetén az adott ASV-hez tartozd read-ek szamat
tartalmazza a legkisebb konyvtarméretre (413 538 read) torténd véletlenszerti
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almintavétellel normalizaltuk (ritkitottuk), mintanként a vegan R csomagban talalhato
rrarefy fliggvény segitségével (Oksansen, et al., 2007). A csak egy mintaban
eléforduld ASV-ket kizartuk, igy a végsé elemzésekhez 1157 ASV-t kaptunk. A
kategorikus valtozok (azaz a rothadas tipusa és a mintavétel ideje) a mintdk kozotti
gombafajok gazdagsdgira (azaz az ASV-k szdmara) és gyakorisdgara gyakorolt
szignifikans hatdsanak tesztelése ¢érdekében az egyvaltozos ¢és kétvaltozos
varianciaanalizist végeztiink. A szignifikans paronkénti kiillonbségeket Tukey HSD
kiilonbségtesztjével azonositottuk. A gombafajok korében az ASV-abundanciat és -
gyakorisagot boxplotként grafikusan abrazoltuk a ggplot2 R csomag (Wickham, et al.,
2019) segitségével. A mintak kozotti Osszetételbeli kiilonbségeket nem metrikus
tobbdimenzids skaldzassal szemléltettik a Bray-Curtis tavolsagmértékkel a
gyakorisdg-matrixon, a metaMDS fiiggvényt hasznalva (vegan csomag) 999
permutacidéval. Permutécios tobbvaltozés ANOVA-t (PERMANOVA) végeztiink a
bogyotipus ¢és a mitavételi idOpont altal magyardzott varidci6 mennyiségének
becslésére az adonis fliggvénnyel (vegan csomag) 999 permutacioval. A kiilonbdzo
bogydtipusok esetén meghataroztuk a legabundédnsabb gombanemzetségeket,
amelyeket az RNS adatok elemzésekor felhasznéltunk. Erre azért volt sziikség mivel
metaRNS adatelemzés esetén a szekvencidkat egy referenciagenomhoz kell illeszteni,
igy sziikkség van taxonokat (nemzetség szinten) meghatarozni, hogy mely
referenciagenomok kertiljenek kivalasztasra az illesztéshez.

5.11 RNS adatok elemzése

Az RNS adatok elemzéséhez az R (R Core Team, 2023) statisztikai szoftvert
hasznaltuk. ANOVA ¢és Tukey HSD-tesztet végeztiink az Osszes B. cinerea
funkcionalis gén abundancidjanak és gyakorisaganak elemzésére a négy aszisodasi
fazis és a harom mintavételi id6pont szerint, valamint a sziirke és nemesrothadasi
tipusok esetében két mintavételi id6pont szerint. Ezzel a vizsgalt gének mennyiségi
eloszlasat elemezziik, amely egy Osszképet ad a tovabbi statisztikai vizsgalatok
megtervezéséhez és megértéséhez. A funkciondlis gének fazisok és idépontok kozotti
trendjeinek vizualizalasara a kordbban is hasznalt NMDS ordinaciot (Vegan R csomag
segitségével) alkalmaztunk az dsszes B. cinerea gén esetében az ardnyok normalizalt
gyakorisagi értékek medidnjara (Oksanen et al. 2007). Az adatokat futtatdsonként
9999 iteracionak vetettiik ald a Bray-Curtis-féle disszimilaritast és egy véletlenszerti
kezddszamot hasznalva.

A funkcionalis génosszetétel valtozasainak 6sszehasonlitdsara az aszas fazisok kozott
paros differencialis expresszios (DE) elemzést végeztiink az 1.-11., a IL.-1IL, illetve a
IL-IV. fazisok kozott a DESeq2 R csomag segitségével (Love, et al., 2014). A
szignifikansan, differencidlisan expresszalt gének kiiszobértékeként 0,05 p-értéket és
1 logx(fold change) értéket hatdroztunk meg.

Az expresszalt géneket tartalmazo adatsort halozatelemzési modszerrel modulokba
soroltuk. Ennek a modszernek a részletei a kdvetkezd fejezetben kertil kifejtésre, &m
itt fontos megemliteni egy ott definialt elemet az NRCM (Noble Rot Connected
Module) modulokat. Ezek olyan modulok (gének egy részhalmaza), amelyek
sajatértékei az aszusodasi fazisokkal dsszefiiggésbe hozhatd képet mutat, részletesen
az eredmények fejezetben foglalkozunk veliik.

A szomszédos fazisokhoz tartozo, differencialisan expresszalodo, feliil vagy alul
szabalyozott  funkciondlis géneket NRCM-tagsag alapjan rendeztik ¢és
csoportositottuk. Példaul a kék modulban az I. és a II. fazis kozott szignifikansan
megnott a sajat gén expresszidja. Ezért a kék modulbdl az 1. és I1. fazis kozott felfelé
szabalyozott Osszes gént kivalasztottuk a tovabbi funkciondlis elemzésekhez.
Ugyanigy jartunk el az 6sszes NRCM modul differencialisa kifejez6dé génjeivel is. A
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megfeleld modulokbol kivélasztott differencidlis gének génontologiai elemzését a
topGO R csomag (Alexa & Rahnenfiihrer, 2009), mig az utvonalak feldisulasanak
elemzését a KOBAS v 2.0 szoftvereszkoz (Xie, et al., 2011) segitségével végeztiik el.
Azokat a génkifejez6déseket és utvonalakat, amelyek korrigalt p-értéke <0,05 volt,
szignifikdnsan  feldusultnak  tekintettiik. A szignifikdnsan  feldusult
anyagcsereutvonalakhoz kapcsolodo géneket a Uniprot adatbazisban (UniProt, 2015)
azonositottuk és az onnan kinyert informaciokat hasznaltuk fel azok funkcidinak
leiraséhoz.

5.12 Hélozatelemzési modszer a metatranszkriptomikai adatok elemzéséhez

A B. cinerea és egyéb kivalasztott gombék Osszes funkciondlis génjének elemzésére,
valamint a funkcionalis gének expresszios szintjének a bogyotextira adatokkal torténd
Osszevetésére a WGCNA R csomag (Langfelder & Horvath, 2008) segitségével
sulyozott gén-koexpresszios halozatelemzéssel (Weighted Gene Coexpression
Network Analyses, WGCNA) vizsgaltuk. Elemzéseinket 100 minimalis
klasztermérettel futtattuk, Pearson korrelaciot alkalmazva. A felskalazas
hatvanykitevdjét 12 értékben hataroztuk meg és a moduldsszevonasi kiiszobértéket
0,25-ben. A klaszterezést haldzati klaszter dendrogramként vizualizaltuk. A mért
texturalis paraméterek esetében Pearson korrelacios statisztikat szamoltunk a gének és
a fizikai paraméterek kozotti szignifikdns korreldciok becsléséhez. Az egyiitt
expresszalodo gének alkotta modulokat a sajatértékproblémajuk megoldasaként adodo
ugynevezett ,,sajatgén”-nel reprezentaltuk. Ez a sajatgén jol jellemzi a modulon beliili
gének egyiittes viselkedését, meghatarozhat6 a sajatgének mintankénti elméleti
abundancigja. A textira paraméterek és a koexpressziés modulok kézotti korrelaciot
¢és szignifikanciaszintet szintén kiszdmitottuk. Azok a meghatarozottt koexpresszalo
modulok amelyek az asziisodas folyamataval valamilyen lisszefliggést mutattak, azaz
a sajatgén mintankénti abundanciaja akar a mintavételi iddpontok akar az aszisodasi
fazisok kozott szignifikansan kiilonbozott NRCM modulnak neveztiik el (1asd 5. abra)
(Noble Rot Connected Modules, NRCM). Az NRCM-ek sajatgén-expresszios
értekeinek felhasznalasaval ANOVA-tesztet végeztiink, hogy az NRCM-eken beliil a
szomszédos fazisok és iddpontok kozotti szignifikdns valtozasokat megtalaljuk.
Ezenkiviil Tukey HSD-tesztet végeztiink a szignifikans novekedés vagy csokkenés
vizsgalatara. Az egyes NRCM-ek szignifikans novekedést és csokkenést mutatd gének
részhalmazat valasztottuk ki a GO és Pathway Enrichment elemzések szamara.
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5. abra: A felso, kékkel jelolt oszlopdiagram egy olyan modul sajatgén expresszio
profiljat mutatja, amely NRCM, az als¢ lazacszinli viszont egy nem NRCM modulét.
A vizszintes tengelyen a mintanevek lathatok, a fliggéleges tengelyen a normalt
elméleti abundancia értékek. A vizszintes tengely felirata a jobb olvashatdsag
érdekében csak minden masodik oszlophoz tartozé mintanevet jelenit meg a
kovetkezd modon: [mintagytijtési honap] [aszisodasi fazis] [ismétlés szdma], ahol
szept szeptembert, okt oktobert, nov novembert jeloli.

Az egyes vizsgalt modulokon belill meghatiroztuk az ugynevezett ,,module
membership” (KME) értéket is, amely az adott gén abundanciaértékeinek ¢és a
sajatmodulnak a korrelacidja. Ez természetesen nem csak arra a modulra értelmezhetd,
amelyikbe beletartozik egy adott gén, hanem barmely masikra is. A modulon beliil
kME érték alapjan sorbarendeztiik a géneket, melyek koziil a legnagyobb értékkel
rendelkezdket ,,hub-géneknek” neveziink. A pontos definicid szerint a kKME > 0,8 és a
legmagasabb 10 %-ba tartoz6 kME értékli gének tekinthet6k hub-génnek. Ez adott
esetben igen sok gén lehet, ilyenkor a szaz legmagasabb kME értékiit szokas valasztani
(Panahi & Mohammad, 2021). Ezeket a kivalasztott hub-géneket funcionélisan is
megvizsgaltuk, hiszen a transzkriptomikai koexpresszids haldzatban ezek fontos
szerepet toltenek be. A gének funkcios azonositdsahoz a Uniprot adatbazist hasznaltuk
(UniProt, 2015).
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6. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE
6.1 A aszus és sziirkerothadt bogydk gombakdzosségének dsszetétele

Ebben a fejezetben az aszus ¢€s sziirkerothadt bogydkon DNS amplikon szekvenalassal
meghatdrozott gombakozdsségeket jellemezziik, mely eredményeket a tovabbiakban
arra hasznaljuk, hogy kivalaszthassuk azokat a legabunddnsabb fonalasgombékat és
¢lesztégombakat amelyek esetében transzkriptomikai elemzést végziink.

A fejezetben a begytijtott 1 és IV fazisu sz6ldbogydkon, valamint a sziirkerothadt
sz0lébogyodkon talalhatdé gombak kozosségi Osszetételét mutatom be. Technikai okok
miatt a sziirkerothadt bogydkra a tovabbiakban VI. fazisti bogyoként hivatkozunk
(azért nem V. fazis mivel mas tanulmanyokban is felhasznéltuk az emlitett mintékat,
amelyek esetében az V. fazis a zold bogyos allapotot jeldlte).

A DNS amplikon szekvencidkat ASV-kre, azaz amplikon szekvencia varidnsokra
(amplikon sequence variant) osztottuk. Az egyedi ASV-ket meghataroztuk, mely
nemzetséghez tartoznak, igy kaptunk egy gombanemzetségekre osztott adathalmazt,
melynek az egyes mintatipusokhoz (rothadasi tipus és mintagytijtési honap) tartozo
abundanciajanak kettes alapt logaritmusat doboz-diagramon abrazoltuk (6. abra). Az
abrarol leolvashato, hogy altalanossagban a harom fézis elkiiloniil egymastdl, az
eloszlasok atlaga vagy szordsa kiilonbdz6 nagysagu, am tobb esetben ez az elkiiloniilés
a Tukey HSD teszt alapjan nem szignifikéns.
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6. abra: A DNS amplikon szekvenalasi adatok soran vizsgalt harom fazis (egészséges
— H, nemesrothadt — N ¢és sziirkerothadt — G) és két honap (szeptember — S és oktober
— O) bogydiban meghatarozott, a nyolc legmagasabb 6sszabundanciaval rendelkez6
nemzetségek abundancia eloszlasa (kettes alapu logaritmikus skéldn dbrazolva). A
dobozok folotti kisbetiik a Tukey HSD teszt soran meghatarozott szignifikancia
csoportokat jeldlik.
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7. abra: A legfontosabb, legmagasabb abundancidjii gombanemzetségek szerinti
ASYV osszetétele a DNS amplikon szekvenalasi adatok sordn vizsgalt harom fazis
(egészséges — H, nemesrothadt — N és sziirkerothadt — G) és két honap (szeptember —
S és oktober — O) esetében. A kiilonbdz6 mintatipusok jo elkiiloniilést mutatnak.

Annak érdekében, hogy lassuk, a vizsgalt legfontosabb nemzetségekhez tartoz6 ASV-
ket figyelembe véve megkiilonboztethetdek-e a mintatipusaink NMDS 4abrazolast
készitettiink mely a 7. abran lathat6. Az elkiiloniilés mértékét a Permanova analizis
jellemzi, mely szerint a fazis 20%-ban magyardzza azt 0,017-es p-értékkel, mig a
mintagyljtés ideje alacsony szazalékban, nem szignifikans mddon jelenik meg az
abrazolasban.

Ezek alapjan oOnkényesen ugy dontdttiink, hogy a Botrytis mellett a késdbbi
transzkriptomikai adatok vizsgalatdhoz kivalasztunk két fonalasgomba és két élesztd
nemzetséget, amelyekbdl megfeleld referencia genom (GTF f4jl) all rendelkezésre
nyilvanos adatbazisokban (NCBI) és abundanciajuk a lehetd legmagasabb. igy esett a
valasztas az Alternaria, Aureobasidium, Epicoccum és Rhodotorula nemzetségekre.
Természetesen mas nemzetségek vizsgalatara is van lehetdség, olyanokéra melyek
példaul szolészeti vagy bordszati szempontbdl fontosak. Ilyen vizsgéalatokat a
késdbbiekben el fogunk végezni, am ez nem képezi e munka targykorét.
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6.2 A Botrytis cinerea génexpresszios profiljanak tulajdonsagai az aszisodas soran

A kovetkezd fejezetekben ratériink a kivont és szekvenalt teljes RNS adatokbol kapott
eredmények targyalasara. Els6 korben az aszusodés folyamatat, tehat az [-IV fazisokat
vizsgaljuk, azon belill is a Botrytis cinerea referenciagenomjahoz annotalt géneket.

Az aszsodas négy fazisdban gyijtott mintdkbol kinyert RNS szekvencidk
tulajdonsagait mutatom be. A transzkriptomikai adatokat el6szér mennyiségi moédon
elemeztiik, majd klasztereztiik és funkcionalis tulajdonséagait vizsgaltuk.

A B. cinerea transzkriptek abundancidjanak és gyakorisaganak eloszlasa szignifikans
novekedést mutatott az aszusodas 1. fazisa (egészséges) és az Gsszes tobbi fazisa (11,
I, TV) kozott, de késobbi fazisok kozott nem volt szignifikans valtozas. Sem az
abundancia, sem a gyakorisag tekintetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az
egyes mintavételi honapok kozott (8. abra). Az NMDS modszerrel abrazolt ordinaciods
diagrammok (9. 4bra) erds elkiiloniilést mutattak az aszusodasi fazisok kozott, mig a
mintavételi idonek kisebb hatasa volt a mintdk kozotti elkiiloniilésre. Ez utobbit a
PERMANOVA-teszt is bizonyitotta, amely azt mutatta, hogy a variancia 26%-at a
fazisok (F = 19,712, P < 0,01, r* = 0,26), mig 6,6%-4at a mintavételi idépont (F = 4,01,
P < 0,01, r* = 0,066) hatarozta meg.
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8. abra: Az abran a Botrytis cinerea expresszalt génjeinek abundancia-0sszegét
lathatjuk a kiilonb6z6 aszisodasi fazisu és mintagylijtési idéponta
mintacsoportokban. Megfigyelhetd, hogy az I. fazis és a tobbi fazis kdzott van
kizarolag szignifikans eltérés, mind az abundanciat, mind a gyakorisagot figyelembe
véve.
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9. dbra: A szeptember-oktober-novemberi kombinalt adatok NMDS-ordinacids
abraja Botrytis cinerea nemes rothadési fazisok (I-IV) funkciondlis génjeinek
kiilonb6z6é honapokban gyiijtott (szeptember, oktdober, november) mintak kozott
megfigyelt abundanciaja alapjan. Az egyes fazisok sikban vett kozéppontjatol mért
egységnyi eltérést abrazolo ellipszisek (centroid) nem mutatnak atfedést, vagy csak
kevés atfedést mutatnak, ami azt jelzi, hogy a kifejezett funkcionalis gének
Osszetételében erds kiilonbség van az asziisodas fazisai kozott, a mintavételi honapok
szerinti elkiiloniilés (adatpontok alakja alapjan) viszont nem mutat ilyen mértékii
elkiiloniilést.

6.2.1 Sulyozott gén-koexpresszids haldzat analizis (WGCNA)

Az alfejezetben az aszusodds sordn expresszalt Botrytis cinerea gének alkotta
koexpresszidés halozat tulajdonsagait ismertetjiik, valamint Osszevetjik azokat a
bogydkon mért textura paraméterekkel.

A Botrytis cinerea altal expresszalt gének alkotta halozat belsd szerkezetének
megismerés¢hez WGCNA klaszterezést végeztiink, hogy a funkcionalis gének egytitt
torténd kifejezdédését modulokba soroljuk. Ezeket a szineket szokdsos moédon angol
nyelven kozoljiik, hiszen a szinnek magénak jelentése nincs, kizarélag a vizualizaciot
segiti. A WGCNA-klaszterezési elemzésekbdl 13 kiilonbdzd, tobb mint 100 tagot
tartalmazé koexpresszidos modult alkottunk (10. abra). Megéllapitottuk, hogy a
bogyohéj atszakitasahoz sziikséges erd (F_sk) negativ korrelacidot mutat a tuquoise,
blue és red modulokkal. Hasonloképpen, a bogyohéj rugalmassagi tényezdje (E_sk)
szignifikans negativ korrelaciot mutatnak a turquoise, yellow, blue, brown és red
modulokkal. A bogyohéj atszakitdsdhoz sziikséges munka (W_sk) szignifikdnsan
pozitiv korrelaciot mutatott a green modullal, de negativ korrelaciot a turquoise, blue
¢és red modulokkal. A bogyok keménysége (BH) szignifikansan pozitiv korrelaciot
mutatott a pink modullal, de negativ korrelaciot a green, turquoise, yellow, blue, brown
¢s red modulokkal. A modulok koziil a turquoise, blue brown és red modulok mutattak
a legjelentdsebb negativ korrelaciot a textura paraméterekkel, amint azt a 10. dbra un.
,hotérképes” része mutatja. A blue, brown, green, pink, red, yellow and turquoise
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modulokat in. NRCM moduloknak nevezziik, amelyek az aszusodési fazisok vagy
mintagyjtési honapok altal meghatarozott, azzal szemléletes modon Osszefliggést
mutatd sajatgén-kifejez0dési profilt mutattak (11. dbra), mig a tobbi hat modul
sajatgén-kifejez0dési profilja elkiiloniilt és nem volt Osszefiiggésbe hozhato. A
Botrytis cinerea gének abundancidja Tukey HSD-teszt alapjan szignifikans
kiilonbséget mutatott az I. és a II. fazis kozott, de nem volt szignifikans kiilonbség a
II. fazis, a III. fazis és a fazis kozott. A 11. abran lathatd NMDS-ordinacids abrazolas
azonban szemléletes elkiiloniilést mutatott a fazisok kozott. Az 1. fazisbol a I1. fazisba
valdé atmeneten beliill a gének 84%-a olyan modulokba klaszterez6dott, amelyek
szignifikans negativ korrelaciot mutattak a bogyotextira paramétereivel.
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10. abra: A Botrytis cinerea gének négy nemes rothadasi fazisaban kifejezett
koexpresszids halozatanak elemzése. A baloldali felsd dbran lathatd hierarchikus
klaszterezési fa a gének korrelacidja alapjan lett konstrudlva, amely alatt a
funkcionalis géneket 13 modulba rendezése talalhatd, 100 vagy annal magasabb
szamu modul nagysaggal €s 0,25 koexpresszids kiiszobértékkel. A texturalis
paramétereknek megfeleld piros savok szignifikans (p < 0,05) korrelaciot jeleznek a
funkcionalis génekkel. A jobb oldali hotérképen a 13 modul sajatgénjének és a
kiilonb6z6 textiara paraméterek (F_sk: bogyohéj keménység, E sk: bogyohéj
rugalmassag, W_sk: bogyohéj atszakitdsahoz sziikséges munka, BH:
bogydkeménység) korrelacidja és zardjelben a hozza tartozo p-értékek lathatok. A
kordiagramok a differencialis génexpresszios eredményeket szemléltetik, azaz hogy
a kiilonb6z6 szomszédos fazisok kozott fel- vagy leszabalyozott funkciondlis gének
milyen aranyban oszlanak meg az egyes NRCM modulok k6zott. Az abra a WGCNA
programcsomag beépitett abrazold szkriptjével lett készitve, melyben nem lehetséges
az angolban hasznalatos tizedespontot tizedesvesszdre lecserélni, igy ezen az dbran a
decimalist tizedespont jeloli.
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11. abra: A B. cinerea génexpresszios haldzatban meghatarozott NRCM modulok
fentrol lefelé, jobbrol balra, rendre: pink, brown, turquoise, green, blue, yellow és
red. A vizszintes tengely feliratai az 5. dbrahoz hasonldan kertiltek feltiintetésre. A
szaggatott fiiggdleges vonalak a mintavételi honapokat valasztjak el az dbrak jobb
attekinthet6sége érdekében.
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12. abra: A modulokhoz tartozo6 sajatgének abundancia értékeinek eloszlasa az
aszusodasi-fazisok (balra) és a mintavételi idépontok (jobbra) kdzott az NRCM
modulok tekintetében egyiranyu ANOVA-modellek alkalmazasaval. Piros nyilak
jelzik a szomszédos fazisok vagy honapok kozotti szignifikans novekedést vagy
csOkkenést.

40



A meghatarozott NRCM modulokhoz tartozo sajatgén expresszids szinteket ANOVA
¢s Tukey HSD teszt segitségével elemeztiik, hogy meghatdrozzuk mely fazisok vagy
mintagyiijtési honapok kozott nd vagy csokken szignifikdnsan ez az érték. Az ilyen
valtozasok az adott modulba tartozé gének halmazat egyiitt jellemzik, igy érdemes
ezeket a mintatipus-parokat dsszehasonlitani differencialis génexpresszids vagy gén-
ontologiai modszerekkel. A 12. abran lathatjuk a meghatarozott szignifikans
novekedést vagy csokkenést a sajatgénexpressziot illetden, melyet a dobozok folotti
piros nyilak jeldlnek.

6.2.2 Differencialt génexpresszios elemzés

A fejezetben az I-1V. aszisoddsi fazisi mintakbol meghatarozott Botrytis cinerea
gének differencialis expresszids tulajdonsagait elemezziik, majd a kovetkezd
fejezetben meghatarozzuk a differencialisan expresszalt gének funkcioit.

A nemesrothadasi folyamat kiilonboz6 fazisai esetén 8089 gént sikeriilt
azonositanunk, melyek valamely két fazis kozott szignifikdnsan kiilonbdzo
abundanciaval fejezédtek ki. Az 1. és II. fazis kozott 1094 gén eltérd kifejezodését
talaltuk, melyek nem mutattak valtozast a II. és III. fazis kozott, de a II. és IV. fazis
kozott lefelé szabalyozodtak. Az 1. és a II. fazis kozott Gsszesen 440 gén volt
differencidlisan expresszalt, amelyek egyik tovabbi fazis kozott sem voltak
szignifikansan kiilonb6zé abundancidjiiak. A II. és III., valamint a IIL. és IV. fazis
kozott 319, illetve 870 egyedi gént talaltunk felfelé szabalyozottnak. Olyan gén, amely
kizarolag a III. és IV. fazis kozott volt lefelé szabalyozott 2932 db-ot talatunk. A
nemesrothadasi folyamat korai szakaszaban (a II. és III. fazis kozott) dsszesen 1126
gén esetében taldltunk lefelé szabdlyozodast. Végiil 344 génrdl deriilt ki, hogy az
aszusodas korai szakaszaiban lefelé szabalyozott, de az utols6 szakaszban felfelé
szabalyozott. A 2. tablazat a differencialis expresszios elemzések Osszes és egyedi fel-
¢s leszabalyozott gének szamossagat mutatja.
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2. tablazat A differencidlisan kifejez6d6 funkcionalis gének megoszlasa az asziisodasi
fazisok kozott. A felfelé mutatd nyilak felszabdlyozast, a lefel¢é mutatdé nyilak
leszabalyozast jeleznek, a zérus jelzi, hogy a fazisdtmenetek tekintetében nincs
kiilonbség az expresszids szintben.

Differencialisan
I-IT Fazis  1I-III Fazis ITI-1IV Fazis expresszalt
gének szama

3

25
19
41
440
1094
3

26
50
167
319
94
870
nem relevans
2932
20
110
137
33
35

5
344
1126
161

13
23

Q
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6.2.3 Gén-ontologia €s a metabolikus utvonalak feldusuldsa

Az 6sszes NRCM valamennyi jelentds fazisatmenetében szamos feldusult gént és
utvonalat azonositottunk. Ezek koziil a legtobb a szénhidrat- és a fehérje-
anyagcseré¢hez kapcesolodott, amelyek mindkettd fontos szerepet jatszik az asziisodas
folyamata soran (3. tdblazat). A brown modul I-11. fazisdban felfelé szabalyozott gének
koziil a 17 feldasult tutvonal kozil a "szénanyagcesere", a '"fruktoz- és
mannozanyagcsere", a "glikolizis" és a "butanoat-anyagcsere" géneket azonositottuk.
A red modulban az I-II. fazisbol felszabalyozott gének jelentdsen feldtsultak a
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"Keményit6- és szacharoz-anyagcsere" esetében. A turquoise modulban az I-II.
fazistol felfelé szabalyozott gének a "Galaktoz-anyagcsere", a "Glikolizis", az "Egyéb
glikan anyagcsere" ¢és a "Keményitd- és szacharéz-anyagcsere" tekintetében dusultak
fel. A szénhidrat-anyagcsere szintén feldusult a III. és a IV. fazis kozott a
botritizalddasi folyamat végén, ahol a green modulban a felszabalyozott gének a 'Szén-
anyagcsere' ¢s a 'Glikolizis', a pink modulban pedig a 'Szén-anyagcsere' és a 'Piruvat-

anyagcsere' génjei dusultak.

3. tablazat: Az NRCM-ek ¢és a szignifikdns fazisdtmeneteknek megfeleld,
szignifikansan feldusult anyagcsere utvonalak listaja.

Blue I-1I felszabalyozott p-érték
peptidaz aktivitas <0,001
szerin-tipusu peptidaz aktivitas <0,001
szerin hidrolaz aktivitas <0,001
katalitikus aktivitas fehérjén <0,001
hidroléz aktivitas <0,001
karboxipeptidaz aktivitas <0,001
szerin-tipust karboxipeptidaz aktivitas <0,001
szerin-tipusu exopeptidaz aktivitas <0,001
exopeptidaz aktivitas 0,002
katalitikus aktivitas 0,004
endopeptidaz aktivitas 0,007
aszparagin-tipust endopeptidaz aktivitas 0,015
aszparagin-tipust peptidaz aktivitas 0,015
ubikvitin-szerii fehérje-specifikus protedz 0,026
NEDD8-specifikus proteaz aktivitas 0,026
Blue I1I-1V leszabalyozott p-érték
szerin-tipusu peptidaz aktivitas <0,001
szerin hidrolaz aktivitas <0,001
peptidaz aktivitas <0,001
hidroléz aktivitas <0,001
katalitikus aktivitas <0,001
karboxipeptidaz aktivitas 0,003
szerin-tipust karboxipeptidaz aktivitas 0,003
szerin-tipusu exopeptidaz aktivitas 0,003
hidrolaz aktivitas, szén-nitrogén 0,006
exopeptidaz aktivitas 0,009
szerin-tipusu endopeptidaz aktivitas 0,012
katalitikus aktivitas, fehérjéhez kotott 0,013
DNS-kotés atiras faktor 0,020
transzkripcio szabalyzas aktivitas 0,041
Brown I-II felszabalyozott p-érték
antioxidans aktivitas <0,001
oxidoreduktaz aktivitas <0,001
peroxidaz aktivitas <0,001
fatty-acyl-CoA” kotés 0,013
hidroximetilglutaril-CoA lidz aktivitas 0,013

Pink I-II leszabalyozott p-érték
szerves aromas kotés <0,001
heterociklikus kotés <0,001
RNS kotés <0,001
nukleinsav kotés <0,001
kotés 0,007
DNS-iranyitott 5'-3' RNS polimeraz 0,014
5'-3' RNS polimeraz 0,014
RNS polimeraz 0,014
aszparagin-tipust endopeptidaz aktivitdss 0,035
aszparagin-tipust peptidaz aktivitas 0,035
purin ribonukleozid trifoszfat kotés 0,041
N-metiltranszferaz aktivitas 0,043
arginin N-metiltranszferaz aktivitas 0,043
protein-arginin N-metiltranszferaz 0,043
Red I-1I felszabalyozott p-érték
transzferaz aktivitas 0,018
NAD+ ADP-riboziltranszferaz aktivitas 0,035
transzferaz aktivités, pent6z 0,035
Red III-1V leszabalyozott p-érték
foszfataz aktivitas 0,001
foszforsavészter-hidrolaz aktivitas 0,001
tirozin foszfataz aktivitas 0,007
hidrolaz aktivitas, észter 0,013
foszfoprotein foszfatdz aktivitas 0,019
Turquoise I-1I felszabalyozott p-érték
kation kotés <0,001
fém ion kotés <0,001
foszfor csatorna kinaz aktivitas <0,001
protein kindz aktivitas <0,001
protein hisztidin kinaz aktivitas <0,001
foszfotranszferaz aktivity, nitrogenous... <0,001
kis molekulaszenzor aktivitas <0,001
kinaz aktivitas 0,001
foszfotranszferaz aktivitas, alkohol 0,003
ion kotés 0,007

43



alanin-glioxilat transzaminaz aktivitas

0,013

transzaminaz aktivitas 0,013
transzferaz aktivitas, nitrogén 0,013
oxalsav -lidz aktivitas 0,013
peroxiredoxin aktivitas 0,013
acil-CoA kotés 0,013
zsirsav szarmazék kotés 0,013
kén kotés 0,013
szén-szén lidz aktivitas 0,026
acetil-CoA C-aciltranszferaz aktivitas 0,038
C-aciltranszferaz aktivitas 0,038
katalitikus aktivitas 0,047
Green II-11I felszabalyozott p-érték
4 vas, 4 kén klaszter kotés 0,026
proteoszoma kotés 0,026
Green III-1V felszabalyozott p-érték
kétszalo RNS kotés 0,003
oxidoreduktaz aktivitas, kén 0,003
oxidoreduktaz aktivitas 0,013
peptidil-prolil cisz-transz izomeraz 0,046
cisz-transz isomeraz aktivitas 0,046
Pink III-1V felszabalyozott p-érték
RNS kotés <0,001
nukleinsav kotés <0,001
szerves ciklikus 0sszetevo kotés <0,001
heterociklikus 0sszetevd kotés <0,001
kotés 0,003
katalitikus aktivitas, RNS 0,004
DNS-vezérelt 5'-3' RNS polimeraz 0,017
endoribonukleaz aktivitas 0,017
ribonukleasdaz aktivitas 0,017
endoribonukleaz aktivitas 0,017
5'-3" RNS polimeraz aktivitas 0,017
3'-tRNS endoribonukleaz aktivitas 0,017
RNS polimeraz aktivitas 0,017
endonukleaz aktivitas, DNS, RNS 0,033
endonukledz aktivitas 0,050
N-metiltranszferaz aktivitas 0,050
arginine N-metiltranszferdz aktivitas 0,050
protein-arginin N-metiltranszferaz 0,050
Yellow III-1V leszabalyozott p-érték
FMN kotés 0,006
hidrolaz aktivitas, éter kotés 0,064

kotés 0,010
transzferaz aktivitas 0,011
katalitikus aktivitas 0,017
sejtvaz fehérje kotés 0,029
ADP kotés 0,041
dsDNS kotés 0,047
dstDNS kotés 0,047
tiol-fliggd ubikvitin-specifikus kotés 0,047
mikrotubulus kotés 0,047
omega peptidaz aktivitas 0,047
tubulin kotés 0,047
tDNA kotés 0,047
ubikvitin hidrolaz aktivitas 0,047
Turquoise III-1V leszabalyozott p-érték
kation kotés <0,001
fém ion kotés <0,001
kotés <0,001
ion kotés <0,001
foszfotranszferaz aktivitas, alkohol <0,001
kinaz aktivitas <0,001
phosphorelay sensor” kinaz aktivitas <0,001
protein kindz aktivitad <0,001
protein hisztidin kinaz aktivitad <0,001
foszfotranszferaz aktivitas, nitrogén <0,001
kis molekula érzékelés <0,001
transzferaz aktivitas <0,001
ADP kotés 0,003
GTPaz aktivator aktivitas 0,004
enzim aktivator aktivitas 0,004
GTPaz szabalyz6 aktivitas 0,006
nukleozid-trifoszfataz szabalyzo 0,006
molekula funcki6 szabalyzo 0,006
enzim szabalyzo aktivitas 0,008
foszfolipid kotés 0,010
foszfat-linozitol kotés 0,010
fehérje dimerizacio aktivitas 0,012
fehérje kotés 0,013
sejtvaz fehérje kotés 0,019
adenil nukleotid kotés 0,039
adenil ribonukleotid kotés 0,039
cink ion kotés 0,044
atmeneti fém ion kotés 0,044
Yellow I-1I felszabalyozott p-érték
aszparagin-tipust endopeptidaz aktivitdss 0,009
aszparagin-tipust peptidaz aktivitas 0,009
transzferaz aktivitas 0,022
endopeptidaz aktivitas 0,027
peptidaz aktivitas 0,048
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A brown modul 1. fazisatol a II. fazisig a fehérje-anyagcserével kapcsolatos, felfelé
szabalyozott génekben olyan feldisult anyagcsereutvonalak taldlhatok, mint az
"Alanin- és aszpartim-anyagcsere", a "Triptofdn-anyagcsere", a "Valin-, leucin- és
izoleucinanyagcsere", valamint az "Ubikvitin kdzvetitette proteolizis". Az aminosav-
anyagcseréhez tartozo utvonalakon kiviil a "ketontestek" utvonal is gazdagodott az I-
II. fazisu brown modul felszabalyozott génjei kozott. A green modul tekintetében a
fehérje-anyagcseréhez tartozd olyan feldasult utvonalakat azonositottunk, mint az
"Alanin és aszpartdm anyagcsere", a "Béta-alanin", a "Cisztein és metionin
anyagcsere" és a "Glicin, szerin és treonin", amelyek a nemesrothadasi folyamatok
késObbi, I1I. és IV. fazisa soran feldusultak.
A szénhidrat- és fehérje-anyagcsere mellett a legtobb modulban a masodlagos
anyagcseretermékek képzddéséért felelés tutvonalakat is kimutattuk. Ezek a
vegyiiletek szerepet jatszanak az aszibogyd borészati jelentdségli kifejlédésében,
példaul az aromas vegyiiletek képzddésében és az antibiotikus aktivitdsban. Példaul a
pink modulban mindkét jelentds fazisatmenet (az 1. fazisbol a 11. fazisba, illetve a II.
fazisbol a III. fazisba felszabalyozott gének) a "kén anyagcseréjéhez" kapcsolodo,
jelentésen feldusult utvonalakat tartalmazott. A brown modulban az "Alkaloid
bioszintézis" Gtvonal az 1. fazisbol a II. fazisba torténd felszabalyozott gének kozott
dusult fel. Ugyanez az utvonal a green modulban a III. ¢és IV. fazis kozott felfelé
szabalyozott gének kozott is gazdagodott. A feldtsult Gtvonalak teljes listdja a 3.
szamu mellékletben talalhato.

6.3 Botrytis cinerea génexpresszio kiilonbségei nemes- és szlirkerothadas esetében

A korabbiakkal szemben a 6.3 fejezetben az aszusodas folyamatdnak vizsgalatarol
ratériink a nemes ¢és sziirkerothadas kozotti kiilonbségek vizsgéalatdra. Ebben a
fejezetben is kizarolag a Botrytis cinerea géneket vizsgaljuk. Az el6zéekhez hasonldan
elészor mennyiségi elemzéseket végziink (ANOVA ¢és NMDS) majd ratériink a
differencialis expresszids, gén-ontoldgiai és tovabbi funkciondlis elemzésekre.

A B. cinerea funkcionalis génjeinek abundancidja a nemesrothadas esetében magasabb
volt, mint szilirkerothadds esetében. Az egészséges sz6ldbogyodbdl izolalt RNS
esetében a Botrytis gének abundancidja mindkét rothadasi tipushoz képest alacsonyabb
volt. Ez a trend igaz a két vizsgalt mintavételi id6pontra, szeptemberre és oktoberre is
(13. abra). Ez azt mutatja, hogy csupén a gének abundancidjanak vagy gazdagsaganak
Osszegét vizsgalva a két rothadasi tipus kozott nem allapithatunk meg kiilonbséget és
a mintavételi honapok kozott sincs szignifikdns eltérés. Ezt a 14. dbrardl leolvashatd
megallapitaist a PERMANOVA teszt is megerdsitette, ahol a B. cinerea funkcionalis
génjeinek abundancidja szignifikansan elkiiloniilést mutatott mind a bogydrothadas
tipusok (beleértve az egészséges esetet is), (F = 8,8097, p < 0,01, r*> = 0,42629), mind
a mintavételi honapok (F =2,0978, p < 0,01, r> = 0,06518) esetében.
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13. &dbra: A B. cinerea funkcionalis gének abundancidjanak és gyakorisaganak
Osszehasonlitisa a bogyorothadas tipusok kozott egészséges bogyo (H),
nemesrothadasu bogy6 (N) és sziirkerothadasu bogy6 (G) esetében szeptember (S) €s
oktober (O) honapokban ANOVA segitségével. A Tukey-féle HSD-tesztekkel
szamitott szignifikans kiilonbségeket a kiilonboz6 latin betiik jelzik.

Botrytis expresszalt gének
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14. abra. A Botrytis cinerea funkcionalis génjeinek NMDS-elemzése egészséges (H),
nemesrothadt (N) és sziirkerothadt (G) bogyodkban, szeptember (S) és oktdber (O)
hénapokban. Az egyes mintatipusok ordinacidjanak kdzéppontjatdl mért standard

eltérést abrazolo ellipszisek nem fednek at, vagy csak kevés atfedést mutatnak, ami a

kifejezett funkciondlis gének Osszetételének erds kiillonbségét jelzi a bogyotipusok €s

honapok kozott.

6.3.1. Differencidlis génexpresszio

A differencialis génexpresszids elemzés esetében a szeptemberben és oktoberben
minden funkciondlis gén esetében meghatarozott expresszios szintet hasonlitottuk
Ossze az adott honapban gyiijtott egészséges sz616bogyd esetében mért expresszios
szinttel.

A szeptemberi nemes- ¢€s sziirkerothadt Gsszehasonlitasban 1606 differencidlisan
expresszalodo gént (DEG, differentially expressed gene) azonositottunk, amelyek
koziil 741 nemes- és 865 volt sziirkerothadas esetében felszabalyozva. Az oktdberi
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Osszehasonlitdsban 6046 DEG-et azonositottunk, amelyek koziil 3031 nemes- és 3015
szlirkerothadds volt. A szeptemberi ¢és oktoberi mintagyljtési idok kozotti
Osszehasonlitdsbol a 15. dbran lathaté eredményeket kaptuk. Ebbdl megéllapithato,
hogy mindkét rothadasi tipus esetén nagysagrendileg hasonld szamu gén
expresszalodik differencidlisan mindkét honapban, am oktdberben tobb DEG-et
talaltunk, mint szeptemberben.

Nemesrothadas

Szeptember Oktdber

Szeptember

Szirkerothadas

Oktdber

15. ébra. VENN-diagram, amely a felszabalyozott Botrytis cinerea gének szamat
mutatja a nemesrothadasos és a sziirkerothadasos bogyokban szeptember és oktober
honapokban a differencidlis expresszids elemzések szerint.

6.3.2. Génontologia és ttvonal feldusulas elemzés

4. tdblazat: A Botrytis cinerea szeptember €s oktoberi szignifikansan kifejez6dd, a
nemesrothadds sordn felszabalyozott génkészletének gén-ontologiai feldusulasa

Korrigalt

GO Szignifikans sziild- szignifikancia
kifejezés Funkcid utdd gének szdma (p-érték)
GO0:0022613 Ribonukleoprotein

komlex biogenezis 7 <0,01
GO:0042254 Riboszoéma biogenezis 7 <0,01
GO:0006364 rRNS folyamat 4 < 0,01
GO:0016072 rRNS metabolikus

folyamat 4 <0,01
GO:0044085 Sejtalkotd biogenezis 15 <0,01
GO:0034470 ncRNS folyamat 5 <0,01
GO:0034660 ncRNS metabolikus

folyamat 5 <0,01
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GO:0051301  Sejtosztodas 2 <0,01
GO:0071840  Sejtalkoto szervezddése 22 <0,01
GO:0006412 Transzlacid 3 0,01
GO:0043043  Peptid bioszintézis 3 0,01
GO:0043604 Amid bioszintézis 3 0,01
GO:0043170 Makromolekula

metabolizmus 48 0,01
GO0:0010467 Génexpresszid 37 0,02
GO:0044267 Sejtalkoto fehérje

metabolizmus 12 0,03
GO:1901566 Szerves nitrogén vegyiilet

bioszintézise 5 0,03
GO:0009987  Sejtszintii folyamat 159 0,03
GO:0019538 Fehérje metabolizmus 13 0,04
GO:0009059 Makromolekula

bioszintézis 15 0,06
G0O:0034645 Sejtszintli makromolekula

bioszintézis 15 0,06

A szeptember ¢és oktober hdnapokban begytijtott bogyomintak esetében gén-ontoldgiai
¢s utvonal feldisuldsi vizsgalatokat végeztiink, mely eredményeket a 4. és 5.
tablazatok tartalmazzdk. A szeptember ¢és oktober kozott megosztott 600
felszabalyozott nemesrothadds esetében azonositott gén alapkészletének 18
szignifikansan feldusult GO-ja koziil egyharmad az anyagcseréhez kapcsolodott,
amelyek kozil néhdny a nemesrothadéds aktivitashoz kapcsolodik, beleértve a
"Cellularis fehérje anyagcsere-folyamat" és a "Fehérje anyagcsere-folyamat" (3.
tablazat). A 628 génbdl allo, felszabalyozott szeptember-oktdberi kozds GR
magprofilban csak harom GO-t taldltunk szignifikansan feldusulva, de ezek koziil
egyiket sem taldltuk olyan anyagcsere- vagy fizikai valtozadsokhoz kapcsolodonak,
amelyek a nemesrothadashoz kapcsolédnak. A felfel¢ szabélyozott Botrytis gének
készletében tobb feldusult tutvonal azonositdsa megfelel tobb GO-kifejezés
azonositdsanak. A B. cinerea nemesrothadas génprofiljaban tobb feldusult Gitvonalat
azonositottunk (3. szamu melléklet). Ezek koziil a harom legjobban feldusult utvonal
a "Riboszémalis folyamatok", a "Metabolikus utvonalak" ¢és a "Masodlagos
metabolitok bioszintézise" volt (16. abra). A GO-gazdagodasi elemzésekhez
hasonléan a felfel¢ szabalyozott GR-gének alapkészlet¢hez nem azonositottunk
feldusult utvonalakat.

48



5. tablazat: A nemesrothadds soran felszabalyozott Botrytis cinerea szeptember-

oktoberi génkészletének funkcionalis titvonalakkal valé gazdagodasa.

KEGG Azonositott  gének
Funkci¢ - Gitvonal azonosito szama az utvonalon  korrigélt p-érték
Riboszoma bfu03010 103 <0,01
Metabolizmus bfu01100 737 < 0,01
Masodlagos metabolitok
bioszintézise bfuOI 110 243 < 0,01
Atibiotikum bioszintézis bfu01130 193 <0,01
Purin metabolizmus bfu00230 42 <0,01
Riboszomalis bioszintézis bfu03008 67 < 0,01
Aminosav bioszintézis bfu01230 91 <0,01
Folat szarmazEk, egyszeres
szénkészlet bfu00670 11 <0,01
Arginin ¢€s prolin bioszintézis bfu00330 18 <0,01
Cisztein és metionin
bioszintézis bfu00270 37 <0,01
Glikolizis bfu00010 29 <0,01
RNS polimeraz bfu03020 26 <0,01
RNS transzport bfu03013 81 <0,01
Szén metabolizmus bfu01200 85 < 0,01
Pirimidine metabolizmus bfu00240 22 < 0,01
Porfirin and klorofill
metabolizmus bfu00860 15 < 0,01
Endoplazmatikus
retikulumban zajl6 fehérje
kapcsolt folyamatok bfu04141 70 0,02
Piruvat metabolizmus bfu00620 25 0,03
Metan metabolizmus bfu00680 17 0,04
Glicin metabolizmus bfu00260 28 0,04

49



6. tablazat: A Botrytis cinerea virulencia génjei a nemesrothadas esetében felszabalyozott
gének kozott vannak jelen.

Rothadas
tipusa Gén azonositd Leiras Funkcié (UniProt)
Nemes- BCIN 09g02390 Mitogén-aktivalt protein ~ MAP kinaz aktivitas
rothadas (Bmp3) kinaz 7
BCIN 03g03390 Szuperoxid diszmutédz Szuperoxid diszmutdz
(Besodl) activity
BCIN 12g02750 Elongator komplex tRNS-ingadozas - uridin
(Bcelp4) modositasa
BCIN 08g04530 Ubikvitinszer(i fehérje Autofagiahoz kot6do
(Bcatg3) aktivalé enzim protein 3
BCIN _05g03080 Peptidil-prolil cis-trans Peptidil-prolil cis-trans
(BcCyp2) Zsomeraz isomeraz aktivitas
BCIN 16g03950 Glucanaz Hydrolaz aktivitas
(BcCBH-b)
BCIN 01g09910 Major facilitator Transzmembran
Sziirke- (Bemfs1) szupercsaladba tartozo transzporter aktivitas
rothadas multidrog transzporter
BCIN 02g07640 Lakkaz Oxidoreduktaz aktivitas
(Bclee7)
BCIN 14g00850 Poligalakturonaz Poligalacturonaz aktivitas
(Bepgl)
BCIN 15g03390 Masodlagos anyagcsere  Sporulacio
(Bevell) szabalyzo
BCIN _01g00060 Poliketid szintaz 3-oxoacil szintaz aktivitas;
(Bcboab) metiltranszferaz aktivitas
BCIN 05g03550 Lakkaz Oxidoreduktaz aktivitas
(Bclce4)
BCIN 12g06380 Citokrom P450 Oxidoreduktaz aktivitas;
(Bcbotl) monooxigenaz monooxigenaz aktivitas
BCIN 01g07190 Lakkaz Oxidoreduktaz aktivitas
(Bclcceh)
BCIN 14g01870 Senzoros hisztidin kindz ~ Foszforil4cio, kinaz
(Bchhk5) aktivitas
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16. abra: A nemesrothadas soran differencidlisan szabalyozott Botrytis cinerea
szeptember-oktoberi génkészletének funkcionalis itvonal szintii feldisulasa. A
kiilob6z6 szinek kiilonbozo funkcionalis génklasztereket jelolnek, a korok mérete
aranyos az adott utvonal esetében azonositott gének szamaval.

A virulencia BLAST elemzések (Cuzick, et. al., 2023) hat virulencia faktor jelenlétét
mutattak ki a nemesrothadas sordn differencidlisan expresszalt génprofilban, mig a
sziirkerothadés esetében kilencet taldltak (6. tablazat) Az azonositott NR virulencia
faktorok kiilonb6z6é mechanizmusokkal, tobbek kozott a novényi gazdaszervezet
védelmi vélaszainak megkertilésével (BCIN 03g03390) jarulnak hozzé a B. cinerea
azon képességéhez, hogy kolonizalja a sz6ldbogyod héjat (Rolke, et al., 2004),
(BCIN _09g02390) (Rui & Hahn, 2007), valamint, részt vesz a sejtfal lebontasdban
(BCIN _08g04530) (Ren, et al., 2018) (BCIN 16g03950) (Peterson & Nevalainen,
2012). A sziirkerothadas virulenciaprofilja féként oxidoreduktazokbdl allt, amelyek
védelmet nyujtanak a  gazdaszervezet védelmi  mechanizmusai ellen
(BCIN_02g07640, BCIN 12206380, BCIN 0503550, BCIN 01g07190), (Yu, et al.,
2020) emellett a membrantranszportban részt vevo gének(BCIN 01g09910) (Hayashi,
et al., 2002), a sejtfal lebontasdhoz hozzéjaruld gének (BCIN 14g00850) (Michel,
2001), valamint a ndvényi szoveteket timado gének, nevezetesen a BCIN 15g03390
(Schumacher, 2012) és a fitotoxin-szintézis génjei BCIN 01g00060 (Colmenares, et
al., 2002), (Tani, et al., 2005) és BCIN 12g06380 (Pinedo, et al., 2020) is
szignifikansan feldusultnak bizonyultak.

6.4 A sziirke- és nemesrothadds soran szerepet jatsz6 egyéb gombak

A 6.4 fejezetben a korabban kivalasztott tovabbi fonalasgombék ¢és élesztdgombak
szerepét vizsgaljuk. A fejezet elsé részében (6.4.1 és 6.4.2) a nemes ¢és a
szlirkerothaddsos mintak kozotti kiilonbségeket elemezziik elészor mennyiségi
szempontbol (ANOVA, NMDS), majd funkciondlis szempontbdl is (differencialis
génexpresszio, Utvonal feldusulas, gomba-novény kapcsolatok).

A sziirke- és nemesrothadés Osszehasonlitasat a szekvenalt transzkriptek abundancia
¢és gyakorisag értékei alapjan tehetjiik meg. Az amplikon adatok alapjan kivalasztott
négy legabundansabb gomba és a Botrytis szerepel ebben az elemzésben.
Megfigyelhetd, hogy mindegyik gomba mindkét vizsgalt mintavételi honapban a
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nemesrothadas esetében mutat legmagasabb abundanciat és gyakorisagot, méghozza
ugy, hogy ezekben a bogyotipusokban viszonylag kicsi a transzkriptek eloszlasanak
szorasa. Alternaria esetében az abundanciat vizsgalva mindharom bogyotipus mindkét
hoénapban elkiiloniil egymastol, mig a gyakorisag eloszlasat vizsgalva az egészséges
bogyd és a sziirkerothadés esetében nem szignifikans ez a kiilonbség. Botrytis esetében
az egészséges bogyo transzkript eloszlasa szignifikdns kiilonbséget mutat mindkét
rothadasi tipussal szemben. Az Epicoccum az Alternariahoz hasonld képet mutat.
Aureobasidium esetében az egészséges bogyokon meghatirozott transzkriptek
kiiloniilnek el jol a két rothadasi tipus esetétdl, mig Rhodotorula esetében a Botrytishez
hasonl6 eloszlasokat kaptunk (17. abra).
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A) Alternaria i Alternaria a
—— 2 3,75 a
g " — 5
50 s e
48
g C
o 46 C
2 o | e S—
SH SN SG OH ON oG SH SN SG OH ON oG
B) Botrytis Botrytis b
. ab a a 3 ab a 8
E = = | b -, T
¢ b & ¢ ‘ ? 3,7 i
o 5 | (_;‘ - [ 9 3 i
B g
SH SN SG OH ON oG SH SN SG OH ON 0G
C) Epicoccum 4 Epicoccum i
B2 e : b = =
5,00 )2
4,75 i * < ; —— *
4,50 d o 9" C
Q 425 d - =28 ——
8" 2
SH SN SG OH ON 0G SH SN SG OH ON 0G
D) Aureobasidiurg Aureobasidium a
a
40 a
= = . = 4 == a T e
a —_—— 38 ab ——"
5,2 g —"— a x :‘ b
= == pilmbm T
SH SN SG OH ON 0G SH SN SG OH ON 0G
E) Rhodotorula a y Rhodotorula -
a
40 . a
— B a — 5 e
A ab —_——  —— 3,8 b ——
52 — abc &7 b = ]
2 50 e Sm— 23 = ==
o L= 815
g S35
SH SN SG OH ON 0G SH SN SG OH ON 0G

17. abra. A fonalas gombak A) Alternaria alternata, B) Botrytis cinerea, C)
Epicoccum nigrum és az élesztégombék D) Aureobasidium pullulans és E)
Rhodotorula graminis transzkript abundancia és gyakorisag értékek dsszehasonlitasa
az egészséges bogyo (H), a nemesrothadt bogyo (NR) és a sziirkerothadt bogyd (GR)
tipusai kozott szeptember (S) és oktober (O) honapokban ANOVA segitségével. A
Tukey-féle HSD-tesztekkel szamitott paros kiilonbségeket a kiilonbozo felsd
indexek, latin kisbetiik jelzik.

Az NMDS-elemzések az A. pullulans esetében a bogyodrothadés tipusaira, az A.
alternata, B. cinerea, E. nigrum és R. graminis esetében pedig mind a bogyorothadas
tipusdra, mind a mintavételi datumra vonatkozoan a funkcionalis génkészletek erds
elkiiloniilését mutattak (18. dbra). Ez utobbit a PERMANOVA statisztikai teszt is
jelezte (7. tablazat).
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7. téblazat: Az Alternaria alternata, Botrytis cinerea és Epicoccum nigrum fonalas

gombdk, valamint

az Aureobasidium pullulans

és

Rhodotorula  graminis

¢lesztdgombak referencia genomjdhoz annotdlt egészséges, nemesrothadasos és
sziirkerothadédsos funkcionalis génkészleteinek permutacids tobbvaltozos ANOVA-
val szamitott F és p-értékei valamint r? értékei.

Gombafaj Rothadas tipusa szerint Mintavétel idéponjta szerint
F p r? F p r?
Alternaria alternata 54045 <0,01 0,15301 59162 0,012 0,1675
Botrytis cinerea 8,8097 <0,01 0,42629 2,0978 <0,01 0,06518
Epicoccum nigrum 5,2547 0,01 0,14848 6,1353 <0,01 0,17336
Aureobasidium pullulans 5,001  <0,01 0,16001 2,2527 0,104  0,07208
Rhodotorula graminis 5,536 0,012 0,14364 9,0039 <0,01 0,23363
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18. abra. A fonalas gombak A) Alternaria alternata, B) Botrytis cinerea C)

Epicoccum nigrum és az élesztdgombak D) Aureobasidium pullulans és E)

Rhodotorula graminis genomjahoz annotalt szeptemberi (S) és oktoberi (O)
expresszios funkcionalis génjeinek NMDS-analizise egészséges (H), nemesrothadd
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(N) és sziirkerothadd (G) bogyokban. Mindkét elemzésben az egyes mintatipusok
kdzéppontjatdl mért standard eltérést abrazolo ellipszisek nem vagy csak kevés
atfedést mutatnak, ami a kifejezett funkcionalis gének Osszetételének erds
kiilonbségét jelzi a bogyodtipusok és honapok kozott.

6.4.1 Differencidlis génexpresszid a rothadasi tipusok esetén

A szeptemberi és oktoberi elemzések sordn a nemes- és a sziirkerothadés esetében
egyedileg szabalyozott géneket azonositottunk az 0sszes élesztd és fonalas gomba
transzkriptom alapjan. Ezen belill az 4. alternata, a B. cinerea, az E. nigrum, az A.
pullulans és a R. graminis esetében rendre 385, 600, 222, 261 és 31 mindkét honapban
egyarant felszabalyozott gént azonositottunk. A szilirkerothadds esetében ezek a
szamok rendre 2, 628, 3, 7, 3 voltak (8. tablazat).

8. tablazat: Az Alternaria alternata, Botrytis cinerea és Epicoccum nigrum fonalas
gombdk, valamint az Aureobasidium pullulans ¢€és Rhodotorula graminis
¢élesztégombak genomjahoz annotalt differencidlis expresszids elemzési eredmények
a nemesrothadds ¢és a sziirkerothadas kozott szeptemberre, illetve oktoberre
vonatkozoan, egyedi felfel¢ szabalyozott géneket figyelembe véve.

Fajok Szeptember Oktéber  Mindkét  Szeptember Oktéber Mindkét
nemesr. nemesr. honap sziirker. sziirker. honap
nemesr. sziirker.

Alternaria 170 140 385 8 14 2
alternata
Botrytis 865 3031 600 741 3015 628
cinerea
Epicoccum 24 110 222 29 19 3
nigrum
Aureobasidium 408 212 261 8 64 7
pullulans
Rhodotorula 51 21 31 17 13 3
graminis

6.4.2 Génontologia, utvonalak gazdagodasa és virulencia BLAST

Az A. alternata, a B. cinerea, az E. nigrum és az A. pullulans felfelé szabalyozott
mindkét vizsgalt honapban differencialisan expresszaléddé nemesrothadt bogyokban
azonositott génkészletben az anyagcseréhez kapcsolddd feldusult génontoldgiai
kifejezéseket azonositottunk, amelyek koziil néhany a nemesrothadas kialakulasdnak
folyamataval és a sejtosztodassal kapcsolatos. Az A. alternata esetében ez hat, foként
a nitrogén-anyagcseréhez kapcsolodo génre, mint példdul a "Peptid anyagcsere-
folyamat", és olyan sejtfolyamatokra, mint példdul a "Transzlaci6”. A B. cinerea
génkészletében 18 génontologiai kifejezést azonositottunk, amelyek egyharmada
metabolikus tevékenységre vonatkozott, beleértve a "Cellularis fehérje-anyagcsere-
folyamat" és a "Fehérje-anyagcsere-folyamat" kifejezéseket. Az E. nigrum esetében is
harom feldusult kifejezést azonositottunk, de ezek fOként olyan cellularis
folyamatokhoz kapcsolddtak, mint példaul a "Sejten beliili transzport". Az 4. pullulans
esetében a tizenkét feldusult kifejezés foként a zsirsav-anyagceseréhez kapcsolodott,
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mint példaul a "Zsirsav-anyagcsere-folyamat", "Zsirsav-bioszintézis-folyamat" és
"Monokarbonsav-anyagcsere-folyamat".

A korabban targyalt GO-terminusokat tiikr6z6, feldusult Gtvonalakat azonositottuk az
Osszes gomba- és élesztofa) felfelé szabalyozott nemesrothadt bogyoban azonositott
génkészletében (19. abra)
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19. dbra. A KOBAS adatbazis alapjan végzett funkciondlis itvonalak feldasulas-
elemzése az A) Alternaria alternata, B) Botrytis cinerea, C) Epicoccum nigrum és az
¢lesztégombak D) Aureobasidium pullulans és E) Rhodotorula graminis
nemesrothadashoz kapcsolodo, felfelé szabalyozott génjei. Minden buborék egy-egy
feldusult funkciodt jeldl, a buborék mérete pedig a szignifikanciaszinttel aranyos. A
buborék szine kiilonb6z6 biokémiai tvonal koexpresszids klasztereket jelol.

Az A. alternata, B. cinerea, E. nigrum, A. pullulans és R. graminis esetében 0sszesen
27, 20, 28, 16 és 18 szignifikdnsan feldasult tvonalat azonositottunk. A virulencia
faktorokat azonosité BLAST-ot tekintve harom gént azonositottunk az A. alternata
felszabalyozott génkészletében, koztik egy 1,3,8-trihidroxi-naftalin reduktazt
(CC77DRAFT 528893), egy 26S proteaszoma-szerll fehérje szabalyoz6 alegységet
(CCT7DRAFT 968321) és egy mitogén-aktivalt fehérje kinazt
(CC77DRAFT 1016542). Mind az 1.3.8-trihidroxinaftalin-reduktaz, mind a Mitogén-
aktivalt protein-kindz segiti a kolonizaciot, mivel mindketté az abiotikus
stresszfaktorokhoz torténd adaptaciot segiti; az 1.3.8-trihidroxinaftalin-reduktdz az
UV-toleranciat segiti elé (Thompson, et al., 2000), (Langfelder, et al., 2003), mig a
MAP a vas anyagcserében jatszik szerepet (Voss, et al, 2020). A B. cinerea
felszabalyozott génkészletében hat virulenciafaktort azonositottunk nemesrothadt
bogyokbol szarmazd gének esetében, mig sziirkerothadt bogyok esetében kilencet. A
nemesrothadasos génkészlet kolonizaciot lehetdvé tevd génekbdl allt, koztiik a sejtfal
lebontasat (BCIN 16g03950) (Peterson & Nevalainen, 2012), az autofagiat
(BCIN_08g04530) (Ren, et al., 2018) a ndvényi gazdaszervezet védelmi valaszainak
kijatszasat (BCIN _03g03390) lehetdvé tevd génbdl (Rolke, et al., 2004). A B. cinerea
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szlirkerothaddssal kapcsolatos génprofiljaban szerepeltek sejtfalbontd enzimek
(BCIN 14g00850) (Micheli, 2001), noévényi szoveteket tamadd enzimek
BCIN _15g03390 (Schumacher, 2012), a névényi védelmi valaszok elleni védelmet
biztositd6  gének  (BCIN 02g07640, BCIN 12g06380,  BCIN 05g03550,
BCIN 01g07190) (Yu, et al., 2020) és a membrantranszportban részt vevd gének
(BCIN _01g09910) (Hayashi, et al., 2002). Harom gént azonositottunk az E. nigrum
felfel¢ szabalyozott nemesrothadasos génkészletében, koztik egy azonositatlan
fehérjét (B5807 08936), egy PKS ER domént tartalmazé fehérjét (B5807 02028),
valamint egy 5-aminolevulinat-szintdzt (5-aminolevulinat-szintaz). Az 5-
aminolevulinat-szintdz sziikséges a hem bioszintézis elsd 1épéséhez (Hunter &
Ferreira, 2009), ezért fontos a proliferacio és a kornyezeti stresszel valé megbirkdzas
szempontjabol. Az utobbi komponensnek olyan elsédleges funkciokban
tulajdonitanak jelentdséget, mint a génszabalyozas, a differencidlodas és igy a
proliferacié (Elrod, et al., 2001), (Ferreira, et al., 1993), (Hamza, 2006), (Panck &
O'Brian, 2002). A PKS ER a poliketid-szintaz enzimek enoilreduktaz doménje (Gu,
et al., 2009). Ez utébbi enzimek olyan masodlagos metabolitok szintéziséért feleldsek,
amelyek a szignaltovabbitasban, a védekezésben ¢€s a toxinok termelésében jatszanak
szerepet (Kiinzler, 2018), (Losada, et al., 2009), (Macheleidt, et al., 2016), (Wakefield,
et al., 2017). Végiil egyetlen virulencia-gént, nevezetesen egy ATP-fiiggd RNS-
helikédzt, az elF4A-t (RHOBADRAFT 46472) azonositottuk az FE. nigrum
felszabalyozott szilirkerothaddsos génkészletében. Az RNS-helikdzok az RNS-t érintd
valamennyi folyamathoz kapcsolodnak a transzkripciotol a bomlasig (Adbelkri, et al.,
2020), igy ennek a génnek fontos szerepe lehet a stresszes kornyezethez vald
alkalmazkodas szabalyozasadban R. graminis esetében.

6.5 Egyéb gombak génexpresszidja az asziisodas soran, hatdsuk a boraromara

Ebben a fejezetben az aszusodas folyamata soran, azaz az I-IV fazisu mintdkban
azonositott géneket vizsgaltuk, méghozzad azokat, amelyeket a kivalasztott 4
gombanemzetség (Alternaria, Aureobasidium, Epicoccum, Rhodotorula) egy-egy
fajanak referenciagenomjahoz annotéltunk. A fejezet masodik szakaszaban (6.5.2) a
funkcionalis elemzések esetén kiemeljiik azokat a feldusult Utvonalakat amelyek
hatéssal lehetnek az aaszubogyokbol késziilt borok aromaanyag Osszetételére.

Valamennyi fonalas gomba ¢és élesztd esetében szignifikdns novekedést figyeltiink
meg az elsd (L. fazis) és az utolso (IV. fazis) fazis kozott, mig a mintagyiijtés idépontja
egyik gomba esetében sem volt jelentds hatissal a gén eléforduldsi gyakorisagi
értekekre. Kiilondsen az 1. és a 1. fazis kozotti ndvekedés volt szignifikans a fonalas
gombak esetében, de az élesztd esetében nem. A I1. és I11. fazis kdzotti novekedés csak
az E. nigrum esetében volt szignifikans, és végiil a I11. és IV. fazis kdzotti novekedés
valamennyi fonalas gomba ¢és ¢élesztd esetében szignifikans volt (9. tdblazat).
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9. tablazat: A négy nemesrothadasi fazis és a harom mintavételi hénap esetében az
annotalt gének abundancia 0sszegének logaritmusanak atlagértékei és zarojelben az
eloszlasok szoérasai. Az egyes oszlopok esetében a kiilonbozd kisbetiik p=0,05
szignifikancidval kiilonbségeket jeleznek a fazisok vagy honapok kozott.

Nemzetség:  Alternaria  Aureobasidium Botrytis  Epicoccum Rhodotorula
4,219 6,322 3,980 3,931
1 fazis (0,160) ® 4,626 (0,236)* (0,077)* (0,153)* (0,196) @
6,470
4,691 (0,014) 4,420 3,950
11 fazis (0,146) ® 4,857 (0,219) 2> ® (0,141)® (0,215)
6,460
4,855 (0,021) 4,599 4,147
111 fazis (0,151)°® 5,100 (0,260)° ©® (0,154) ¢ (0,193)®
6,513
5,171 (0,074) 4,943 4,385
IV fézis (0,270) © 5,894 (0,418)¢ ° (0,162) ¢ (0,217) ¢
4,698 6,439 4,439 4,147
Szept. (0,443) 4,899 (0,495) (0,129) (0,429) (0,323)
4,753 6,423 4,488 4,083
Okt. (0,364) 5,233 (0,548) (0,060) (0,365) (0,221)
4,723 6,456 4,499 4,065
Nov. (0,386) 5,182 (0,590) (0,067) (0,364) (0,269)

Az ANOVA-val 6sszhangban az ordindcios diagramokbdl megfigyelhetd, hogy a
nemesrothadas fazisa minden faj génexpresszigjat elkiiloniti, de a sziiret iddpontjanak
kisebb hatdsa van a transzkriptomikai profilra. A vizsgalt nemzetségek (Alternaria,
Aureobasidium, Botrytis, Epicoccum ¢és Rhodotorula) tazisénak génexpresszios
eloszlasdban az ordinacids abrazolason megfigyelt nemzetségenkénti szignifikans
elkiiloniilés rendre 36%-a, 47%-a, 26%-a, 49%-a és 39%-a magyardzhato a fazissal. A
varianciaanalizishez hasonléan az ordinacios éabrdkon is megfigyelhetd, hogy a
betakaritds idépontja sokkal kisebb mértékben hatdrozza meg a minték elkiiloniilését,
mint a fazis (9. és 20. dbra).
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Alternaria Rsq=0,3615, p < 0,001 Aureobasidium grgq=0,4679, p < 0,001
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20. abra: A vizsgalt nem Botrytis nemzetségek NMDS ordinéacids abréja. A szinek a
nemesrothadasi fazist (I, 11, III, IV) az alakzatok a mintavételi honapot (S —
szeptember, O — oktober, N — november) jeldlik.
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21. abra: A vizsgalt fajok genomjahoz annotalt gének WGCNA klaszter
dendrogramja. A klaszterek szinei a dendrogram alatt vannak feltiintetve, a
szovegben erre a klaszterezésre a szin megnevezése utan irt 2-es szammal
hivatkozunk (példaul: blue?). Az egyes gének azonositott nemzetségét az abra aljan
sziirke vonalak jelzik.
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6.5.1. WGCNA elemzés

A WGCNA Kklaszterelemzések tiz génmodul-klasztert azonositottak (21. dbra). A
megkiilonboztethetéség miatt ebben az elemzésben a modulok neveit egy 2-es
végzOdéssel latjuk el, mint példaul blue2, igy a Botrytis esetében azonositott
génklaszterek megkiilonboztethetok a kombinalt elemzés esetében azonositott
génklaszterektdl. A létrehozott koexpressziés modulok koziil a turquoise?, blue2,
brown2 és yellow2 NRCM-ek a nemesrothadasi fazisok éaltal meghatarozott, annak
minta eloszldsdval parhuzamossdgot mutatd sajatgén expresszios profilt mutattak
(Noble Rot Connected Modules, NRCM), mig a black2, red2, magenta2, greenZ,
pink2 ¢és purple2 modulok sajatgén expresszids profilja nem volt Osszefiiggésbe
hozhat6 a nemesrothadassal (22. dbra). Az 6sszes fajhoz tartozo NRCM génkészletek
kozil a tiirkizkék és sarga modulban hasonld expresszids gyakorisagi mintazatot
jeleztek, ezért a jelenlegi vizsgalat kozéppontjaban ezek az azonositott NRCM
modulok alltak. A furquoise2 modulban 1év0 sajatgének ANOV A-elemzései alapjan a
négy fazis kozott novekedés volt tapasztalhatd, de ez a novekedés csak a III. és IV.
fazis kozott volt szignifikans. A yellow? modulban szignifikdns csokkenés volt
tapasztalhaté az 1. fazistol a I1. fazisig, majd tovabbi csokkenés a III. fazisig, végiil
novekedés a IV. fazisig (22. 4bra).
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22. abra: A kiilonbozo génexpresszids modulok faziseloszlasa, a szignifikans
kiilonbségeket kis betiikkel jeloljiik, a modulok szinei az egyes abrak alatt

szerepelnek.
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6.5.2. Differencidlis génexpresszios és utvonal feldiisulas elemzések

A négy aszusodasi fazisban rendre 1765, 348, 1599 és 293 gén differencidlisan
fejez6dott ki az 4. alternata, az E. nigrum, fonalasgombak, illetve az A. pullulans és a
R. graminis élesztégombak esetében. Mivel a nemesrothadds bomlasi folyamatat
alapvetden a Botrytis hatarozza meg, ezért sokkal tobb gén differencidlisan
kifejez6dott, mennyiségileg 11246. Az aszisodasi folyamat egyes fazisai kozotti DE-
elemzések sordn olyan géneket azonositottunk, amelyek egyértelmiien szabalyozottak
¢és kozosek voltak az egyes fazisok kozott. A negyedik fazisban felfelé vagy lefelé
szabalyozott egyedi gének tobbnyire a legnagyobb prevalenciaval rendelkeztek az
Osszes, egy fazisra jellemzd gén koziil. A B. cinerea esetében a negyedik fazisban
felfel¢ szabalyozott egyedi gének szama (874) 58%-at tette ki az Osszes felfelé
szabalyozott DE-génnek, mig a IV. fazisban lefelé szabalyozott egyedi gének szama
(800) 73%-at tette ki az Osszes lefelé¢ szabalyozott DE-génnek. Ez a tendencia az A.
alternata [(54) 90%; (648) 78%], E. nigrum [(79) 96%; (97) 72%], A. pullulans [(384)
89%; (467) 92%] ¢és R. graminis [(136) 97%; (10) 50%] esetében is megfigyelhetd
volt.

10. tablazat: Az egyes WGCNA-modulok kifejezett génjeinek megoszlasa a
megfigyelt nemzetségek kozott.

Modul  Alternaria  Aureobasidium Botrytis Epicoccum  Rhodotorula
red?2 1 0 520 0 1
purple2 22 7 42 25 57
pink2 0 0 452 0 0
magenta2 437 2 3 1 0
black2 1 0 484 0 0
turquoise2 3191 9914 1013 888 279
green? 14 1 592 1 0
blue?2 4 0 2660 4 4
brown2 0 0 2148 1 2
vellow2 22 40 682 6 4

A honapok kozotti DE elemzéseket tekintve a novemberre jellemzd fel- vagy
leszabalyozott géneknek volt a legmagasabb a prevalencidjuk az 0sszes, egy egyedi
honapra jellemzd gén koziil. A B. cinerea esetében a novemberre egyedileg felfelé
szabalyozott gének szama (553) 86%-at tette ki az Osszes, egy honapra egyedileg
jellemzd felfelé szabalyozott DE-génnek, mig a novemberre egyedileg szabalyozott
lefelé szabalyozott gének szama (867) 82%-at tette ki az 6sszes, egy honapra egyedileg
jellemzd lefelé szabalyozott DE-génnek. Ez a tendencia az A. alternata [(553) 86%;
(3) 33%], az E. nigrum [(36) 77%; (3) 43%], az A. pullulans [(195) 37%; (250) 60%]
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esetében is megfigyelhetd volt, és az R. graminis esetében egyetlen gén sem volt
novemberre jellemzden fel- vagy leszabalyozva.

A turquoise2 modulban 47, 7, 50, 21 és 21 feldusult utvonalat azonositottunk az A.
alternata, B. cinerea, E. nigrum, A. pullulans és R. graminis esetében. Ezen titvonalak
koziil tobb olyan ttvonalat azonositottak, amelyek olyan enzimeket tartalmaznak,
amelyek hozzéjarulnak a bor stabilitdsahoz és mindségéhez, illetve amelyek a borban
1évé aromas vegyiiletek képzddésének prekurzorai, kiilondsen az aminosav-
anyagcseré¢hez (Callejon et al., 2010), a szénhidrat-anyagcseréhez (Han et al., 2020),
a lipid-anyagcseréhez, valamint a masodlagos metabolitok képzddésében részt vevo
enzimekhez kapcsoléddan. A B. cinerea kivételével, amely esetében csak egy
"masodlagos metabolitok" utvonalat azonositottunk, az aminosav-anyagcseré¢hez
kapcsolodd utvonalak voltak a legelterjedtebbek: 11, 14, 6 és 4 utvonalat
azonositottunk az A. alternata, az E. nigrum, az A. pullulans és a R. graminis esetében.
Ezt kovette a szénhidrat-anyagcsere, ahol az utobbi fajok esetében rendre 4, 9, 5 és 6
feldasult Utvonalat azonositottunk. A "masodlagos metabolitok" utvonala volt a
legkevésbé eléforduld az A. alternata (4), az E. nigrum (3), az A. pullulans (2) és a R.
graminis (1) esetében. A borok érzékszervi és mindségi paramétereihez hozzajaruld
géneket ezekbdl a feldusitott utvonalakbdl azonositottuk, tovabba a WGCNA
klaszterezett modulokbdl hasonld funkci6ji hub géneket azonositottunk, ezeket a 4.
szamu mellékletben mutatjuk be részletesen.
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7. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

7.1 A Botrytis cinerea génexpresszidja az aszisodds soran

Az aszus bogyok bizonyos vizudlis és mérhetd fizikai-kémiai tulajdonsagaiban
mutatkozo kiilonbségek, amelyeket a folyamat kiilonboz6 fazisainak meghatarozasara
hasznaltunk (Hegyi-Kalo, et al., 2020), (Carbajal-Ida, et al., 2016), implicit médon azt
sugalltak, hogy ezeket a valtozasokat legalabb részben a B. cinerea szdmos, még
ismeretlen, funkcionalis génje okozza. Tudomasunk szerint kevés olyan tanulmany
késziilt, amely megvilagitja a B. cinerea funkcionalis génprofiljdnak mindségi és
mennyiségi kiilonbségeit a szabadfoldi koriilmények kozott természetesen eléforduld
aszubogyo fejlddése soran, és azt, hogy ezek a funkcionalis gének valosziniileg hogyan
jérulnak hozza a botritiszes sz0l6bogyok fizikai-kémiai véltozasaihoz, ami fontos
kovetkezményekkel jar a bordszok szdmara. A borédszati gyakorlatban a bogyd
texturaja fontos tényezd, mivel nagyban befolydsolja a maceraciot, amely
meghatdrozza a bogyoban 1év0 polifenolok felszabaduldsat. A borok polifenol
tartalma nemcsak érzékszervi tulajdonsagaikra, hanem eltarthatésdgukra is nagy
hatassal van. Bar a Botrytis elvékonyitja a héjat, a ndvényi valaszreakciok a polifenol-
koncentracié novekedését okozhatjak, ami a nemesrothadas soran sajatos polifenol-
Osszetételt eredményez (Magyar, 2011), (Fournier, et al., 2013), (Magyar & So6s,
2016), (Rolle, et al., 2012).

7.1.1. A Botrytis funkcionalis génjeinek expresszios dinamikaja a nemesrothadas
soran

Az a tény, hogy a B. cinerea funkciondlis génatiratainak mennyisége és gazdagsaga
jelentésen megnd az elsd fazisbol a masodik fazisba vald atmenet soran, de ezt
kovetéen nem valtozik szignifikdnsan, a B. cinerea jelentds gombafiziologiai
valtozasara utal, amelyet a metabolikus aktivitds megugrasa jellemez az aszisodas
kezdetén. A B. cinerea funkciondlis génjeinek abundancidjaban és eldfodulasi
gyakorisagaban bekovetkez jelentds novekedés az egészséges bogyoktol a
nemesrothadt bogyokig dsszhangban van azzal a tanulménnyal, amely a sziiret utani
mesterségesen eldidézett botritizalodast vizsgalja (Lovato, et al., 2019), mig a jelenlegi
tanulmany, amelyben az aszisodds minden fazisat vizsgaltuk, azt mutatja, hogy a
kifejezett funkciondlis gének szdmanak novekedése mar a folyamat kezdetén
bekovetkezik. A B. cinerea funkcionalis génjeinek a nemesrothadas folyamat korai
szakaszaban jelentett jelentds felszabalyozottsaga megerdsiti, hogy a B. cinerea az
egészséges, €rett bogyodkban is tobbnyire inaktiv (Lovato, et al., 2019). Ahogy az
aszusodasi folyamat elindul, feltehetéen a kornyezeti jelzésekre adott valaszként,
metabolikusan aktivabba valik, és olyan géneket fejez ki, amelyek a proliferacioban
vesznek részt, valamint olyanokat, amelyek a sz616n6vény sejtszintli strukturaiban az
aszusodashoz kapcsolodo valtozasokat inditanak el, mint példaul a bogyd héjanak
lebomlésa (Hegyi-Kalo, et al., 2020), valamint a ndvényvédelmi valaszok és a fenolos
érés aktivalasa (Aguedo-Romero, et al., 2015). A B. cinerea nemesrothadasos
génexpresszios profiljanak altalanos hasonlosaga a vizsgalt honapokban azt mutatja,
hogy a B. cinerea nemesrothadasban kifejez6d6 génjeinek Osszetétele idOben
viszonylag stabil, ami egyfajta kiszamithatosagot feltételez. Ez utdbbit az NMDS-
elemzések is megerdsitették, amelyek az 6sszes honapot dsszevonva a I1., II1. és IV.
fazis egyértelmi elkiiloniilését mutattdk, ami megerdsiti varakozasainkat. Ez utobbi
donto jelentdségli a boraszok szdmara.

Megallapitjuk tehat, hogy az aszusodas folyamata sordn expresszalt Botrytis cinerea
gének a mintavételi idével nem valtoznak, és ugyan a II-IV fazisban magasabb totalis
abundanciat mutatnak az egészséges bogyon is magas gyakorisdggal vannak jelen.
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7.1.2 A bogyo6héj lebontdsdban részt vevd Botrytis funkciondlis gének a
nemesrothadas soran

A Vitis vinifera sz6l0bogyd héja foként szénhidrat-alapti vegyiiletekbdl, példaul
cellulozbol, arabindnbol, mannanbdl, galaktanbdl, xilanbol és xilogliikanbdl, lignin
szerkezetli fehérjékbdl és proantocianidinekbdl all (Apolinar-Valiente, et al., 2017).
Az NRCM modulokon beliil szdmos olyan differencidlisan expresszalodd gént
azonositottunk, amelyek szignifikdnsan korreldltak a textira paraméterekkel, ami a
bogyohéj lebontasaban szerepet jatszd funkcionalis ttvonalak feldisulasara utal a
botritizalddasi folyamat soran. Az ANOVA ¢és a Tukey-tesztek alapjan a WGCNA
modulok sajatgén expresszidja alapjan azt talaltuk (8-10. abrak, 3. tablazat), hogy az
egészséges bogyokrol a II. fazisi bogydkra vald atmenet soran differencidlisan
kifejez6d6 gének voltak atipikus aszafejlédésben szerepet jatszd, mas
tanulmanyokban is leirt gének (Magyar, 2011) (Hegyi-Kalo, et al., 2020)
(Kallitsounakis & Catarino, 2020). Ennek oka az volt, hogy ebben a szakaszban a
bogyo6héj rugalmassagi modulusénak jelentds valtozasat (E-drop) figyelték meg, ami
arra utal, hogy a sejtfal lebomlésa elsésorban az aszisodds e korai szakaszaban
torténik. A szénhidrat-anyagcserében szerepet jatszo enzimeknek a bogyohéj fizikai
paramétereinek valtozasaval vald megfigyelt korrelacidja a jelenlegi vizsgéalatban
megerdsiti, hogy azok aktiv szerepet jatszanak az aszsodas soran bekdvetkezd
bogydtextira valtozasokban. A szénhidrat-aktiv (CA) enzimek, amelyek kdzvetleniil
vagy kozvetve részt vesznek a szénhidratok szintézisében és/vagy lebontdsaban,
kiilondsen érdekesek a bogyok héjanak modosulasa szempontjabol. Szamos, az 1. és
II. fazisnak, azaz az aszisodas kezdetének megfeleld, differencidlisan expresszalodo
CA-enzimet azonositottunk a brown, red és turquoise modulokban. Ez megerdsiti
feltételezéslinket, miszerint a sejtfal katabolikus enzimek kiilondsen fontosak a
nemesrothadas folyamat korai fazisaiban. A horwn modulban azonositott CA enzimek
a bogyohéj elézetes puhuldsdhoz kapcsolodhatnak, mivel ezek tobbnyire kozvetve
vesznek részt a szénhidrat lebontasi folyamatokban. Ilyen enzim példaul a gliik6z-6-
foszfaz izomeradz (BCIN 15g04970), amely a glikolizis alfolyamataban vesz részt
(Mojzikova, et al., 2018). A brown modullal ellentétben a red és turquoise modul
olyan enzimeket tartalmazott, amelyek kozvetlenill részt vesznek a szénhidratok
lebontasaban, a szénhidrat polimer szerkezeteken beliili kotéseket hasitjak. Példaul az
alfa-amildz (BCIN 02g01420) a polimer szubsztratot rovidebb oligomerekre hasitja,
katalizalva az alfa-1,4gliikan kotések hidrolizisét (Dona, et al., 2010). A legtobb ilyen
enzimtipust a turquoise modulban talaltuk, amely a legmagasabb negativ korrelaciot
mutatja a bogyohéj rugalmassagaval, ami az aszusodas kezdetét jelzi (Hegyi-Kalo, et
al., 2020).

7.1.3 A Botrytis génfunkcioi a nemesrothadéas egyéb biokémiai folyamataiban

A nemesrothadds soran szamos biokémiai valtozds megy végbe, amelyeket a
szakirodalom alaposan leirt (Kallitsounakis & Catarino, 2020) (Magyar & So6s,
2016). A bogyohéj szerkezeti valtozasai mellett a fentiekben leirt szénhidratbonto
enzimek a cukortartalom ndvekedéséhez is vezethetnek. A jelenlegi vizsgalat ravilagit
arra, hogy a szénhidratbont6 enzimek leginkébb a korai aszls fazisokban aktivak (3.
tablazat). A szénhidrat-anyagcsere mellett a fehérje-anyagcserét érintd, feldusult
utvonalak is talsulyban voltak az adott modulokban. A sz616bogy6 héjanak szerkezeti
jellegli lebontdsa mellett a nitrogéntartalmu vegyiiletek metabolizmusa, mint az
aminosavak, peptidek és nukleinsav-szarmazékok fontos szerepet jatszanak a B.
cinerea anyagcseréje szempontjabol (Lacroux, et al., 2008). Példaul a fertézés soran
szdmos metabolikus Gtvonalhoz hasznal felvehetd nitrogénforrasokat (Thakur, et al.,
2018). Valoszinlileg ez magyardzza az olyan nitrogén-felszabadité enzimek
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azonosithatdsdgat, mint az omega-amidaz (BCIN 14g01750), amely a brown
modulban az 1. és II. fazis kozott felfelé¢ szabalyozott, a feldisult alanin-aszpartdm
utvonal (Slocum, 2005) részeként, valamint a green modulban a II1. és IV. fazis kozott
felfel¢ szabalyozott, a feldusult alanin-aszpartim utvonalhoz tartoz6 glutamat-
dehidrogenaz (BCIN 03g07670). A "ketontestek" feldisult utvonal azonositdsa
szintén a ketontesteket tartalmaz6 aminosavak lebontasara utal. A jelenlegi tanulmany
ramutat a fehérjék fontossdgdra az aszsodott bogydkban végbemend szerkezeti
valtozasokban. Ezen tilmenden megmutatja a B. cinerea aktiv szerepét a nitrogén
felszabaditasdban az asziisodas soran, de azt is bizonyitja, hogy ez a folyamat mar a
nemesrothadas korai szakaszaban is bekovetkezik.

Az aszusodas soran tehat a korai fazisokban azonositottunk szignifikdnsan feldusult
szénhidrat anyagcserét, kiilonos tekintettel a sejtfalbontd folyamatokra. A folyamat
késdbbi szakaszaban jelentds nitrogén anyagcsere Utvonal feldusulast kaptunk, amely
esetében a konnyen felvehetd nitrogén eldallitasaval kapcsolatos géneket talaltuk
aktivnak.

7.1.4. Masodlagos anyagcseretermékekhez kapcsolodo funkcionalis gének

Szdmos tanulmany megmutatta, hogy a B. cinerea a legnagyobb biomasszat képezd
gomba az aszisodds soran (Bene & Magyar, 2004) (Blanco-Ulate, et al., 2015), ami
arra utal, hogy bizonyos versenyelénye van més mikroorganizmusokkal szemben a
sz0l6bogyd mikrokornyezetében, amelyet a vizveszteségbdl és a cukortartalom
novekedésébdl eredd novekvd ozmotikus stressz jellemez. Aszisodd széldbogyd
esetén az ozmotikus jellegli kémiai-fizikai stressz mellett a szdlészeti gyakorlatban
jelentds kénvegyiiletek is fontos stresszfaktorok, mivel kéntartalmt vegyiiletekkel
permetezzilk a sz6lotokéket a novényi korokozok eldfordulasanak csokkentése
érdekében. E vegyiiletek azonban olyan mértékben felhalmozddhatnak a bogyodkon,
hogy az a B. cinerea és mas gombdk szdmara még az aszisodasi folyamat
bekovetkezésekor is toxikus lehet. A kén anyagcseréje €s az azt kdvetd méregtelenités
ezért fontos a novény-gomba kolcsonhatasi modellben a nemesrothadéas folyamat
soran (Griffith, et al., 2015). A pink modulban a kén anyagcsere utvonala az 1. és a II.
fazis, illetve a II1. és a IV. fazis kozott feldusult (3. tablazat). A korai fazisokban (I-1I)
harom, a feldasult szulfat-tvonalhoz tartozd enzim, nevezetesen a szulfat-
adenililtranszferaz ~ (BCIN 01g04340) lefel¢  szabalyzott, foszfoadenozin-
foszfoszfoszulfat-reduktaz (BCIN 01g04230) és szulfit-reduktaz (BCIN 13g03450),
amelyek a proszfoadenozin-foszfoszfoszulfatbol (PAPS), a PAPS-bdl szulfitba, illetve
a szulfitbol hidrogén-szulfidba torténd redukceiot katalizaljak (Chartron, et al., 2007),
mig a késébbi nemesrtohadt fazisokban (III-IV.) a foszfoadenozin-foszfoszfoszulfat-
reduktaz (BCIN_01g04230), szulfitreduktaz (NADPH) hemoprotein béta-komponens
(BCIN _12g03740) és az O-acetil-homoszerin/O-acetilszerin-szulfthidrildz
(BCIN _04g0077), amelyek a szulfatban gazdag utvonalhoz tartoznak és a PAPS-ot
szulfitra, szulfitot szulfidra, szulfidot L-ciszteinné alakitjak, illetve felszabalyozodtak.
Erdekes médon a yellow klaszterben a B. cinerea glutation-anyagcsere utvonala
(bfu00480) a korai fazisokban (I. és II.) nagymértékben felfelé¢ szabalyozodott, de a
késobbi stadiumokban (III. és IV.) az utvonal lefelé szabalyozodott. Amint korabban
emlitettiik, a szulfit a kén metabolikus utvonalon keresztiil L-ciszteinre bomolhat. Ez
utébbi vegyiilet a cisztein és metionin anyagcsere-utvonalon keresztiil nagy
sebességgel alakithatd at glutationna (bfu00270). Ez utdbbi vegyiiletnek fontos
szerepe van a sejtfunkcidkban, a mitokondriumok szerkezetében, a
sejtdifferencialodasban, valamint a sejtfejlodésben (Cantu , et al., 2008). Emellett
fontos szerepet jatszhat a biotikus és abiotikus oxidativ stresszre adott valaszokban,
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mint példaul a hdsokk és az ozmotikus stressz (Kumar, et al., 2016). A Botrytis cinerea
képes a kénvegyiileteket redukalni, ezéltal e vegyliletek mennyiségét a talélésé¢hez
megfeleld szintre csokkenti. Tovabba képes ezeket a vegylileteket mas masodlagos
metabolitokka alakitani, amelyek elénydsek a szaporodasa szempontjabol. Amellett,
hogy a B. cinerea a szaporodasat el0segité metabolitokat termel €s alakit at, olyan
vegyiileteket is azonositottunk, amelyek antagonista hatissal rendelkeznek mas
mikroorganizmusokkal szemben. A brown modulban a katalaz enzimet
(BCIN_03g01920) azonositottuk, amely az 1. és II. fazis kozott felfelé szabalyozott
"mésodlagos metabolitok" Utvonalhoz tartozik. Ez az enzim tobb gazdagitott Gitvonal,
példaul a glioxilatokkal gazdagitott utvonal részét képezi, de az alkaloidok
szintézisében is kulcsfontossagu enzim. Ez utdbbi csoportba olyan antagonista hatasa
vegyiiletek tartoznak, mint példdul a sziderofor ferrikrocin (Chowdhury, et al., 2020).
A green modulban a 3-dehidrokindz (cDHQ4z) (BCIN 09g00160) és az 5-
aminolevulinat-szintdz (BCIN 10g03090) enzimeket a III. és IV. fazis kozott
felszabalyozott, feldusult "masodlagos metabolitok" utvonalhoz tartozé enzimként
azonositottuk. A cDHQ enzim felelds a 3,4-dihidroxibenzoat szintéziséért a shikimat-
utvonalon keresztlil, és a B. cinerea fertézés egyik markere, amely mas
mikroorganizmusokkal szemben ismert antagonista tulajdonsagokkal rendelkezik
(Lattanzio, et al., 2006). Az 5-aminolevulinat-szintdz enzim (BCIN_10g03090) képes
porfirin-tartalmt vegyiileteket, példaul protoporfirin-IX-et képezni, amely varhatoan
szintén antagonista hatast, mivel a porfirin-tartalmia vegyiiletek antibiotikum
alternativaként valo felhasznalasat mar bizonyitottak (Ptaszynska, et al., 2018). Ezek
a vegyliletek in vitro hatasosak a baktériumok, virusok, gombdk és protozoonok
fotodinamikus inaktivalasdban, amely a reaktiv oxigén gyokok képzddésén alapul
(Trytek, et al., 2013). Fontos megjegyezni, hogy a Botrytis éltal termelt porfirin-
tartalmt vegyliletek magat a gombat is karositjak, ez az enzim azonban a kdrnyezeti
tényezOk valtozdsaihoz, példaul a magas cukorszinthez valé alkalmazkodasban is
szerepet jatszhat a hem-szintézis révén, ezért tovabbi, metabolomikai vizsgélatok
szlikségesek annak megvalaszoldsdhoz mi ennek a vegyiiletcsoportnak a pontos
szerepe ¢s hatdsa a nemesrothadasban. A B. cinerea antagonista aktivitasa a korai és a
késoi fazisokban hozzajarul ahhoz, hogy a folyamat sordn dominalni tudjon. A B.
cinerea antagonista faktor termelését a késobbi aszsodasi fazisok sordn mindmaig
kevéssé vizsgaltak. A B. cinerea altal termelt antimikrobialis anyagok megerdsitik azt
a feltételezésiinket miszerint ez a faj olyan adaptiv tulajdonsédgokkal rendelkezik,
amelyek lehetéveé teszik szamara, hogy az aszisodds sordn teljes mértékben
dominaljon.

7.2 A Botrytis cinerea ¢és a legjelentdsebb vizsgilt gombanemzetségek
génexpresszidjaban megfigyelt kiilonbségek sziirke- és nemesrothadas esetében

A 7.2 fejezetben az aszusodas és a szilirkerothadds kozotti kiillonbségek vizsgélata
sordn kapott eredményeket értelmezziik. A 7.2.1 és 7.2.2 alfejezetekben a Botrytis
cinerea altal expresszalt génekre fokuszalunk, mig a 7.2.3 alfejezetben ratériink a
kivalaszott tovabbi gombdk 4ltal expresszalt gének funkcionalis elemzésére.

Vizsgélataink szignifikans kiilonbségeket mutattak ki a kifejez6dé gének
Osszetételében sziirke- és nemesrothadt bogyok esetében, valamint a kiilonbdz6 sziireti
idépontok kozott is. Az itt bemutatott adatok tovabba azt mutatjadk, hogy a
differencidlis expresszalodo gének koziil tobb olyan folyamatnak felel meg, amelyek
hozzajarulnak az aszibogyodkban végbemend biokémiai folyamatokhoz és az ebbdl
eredd érzékszervi és fizikai valtozadsokhoz, ami dontd jelentdséggel bir a boraszok
szamara.
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7.2.1 Botrytis cinerea transzkript gyakorisag ¢s abundancia

A B. cinerea funkciondlis génatiratainak gyakorisdgaban és abundancigjaban
megfigyelt valtozdsok a harom Osszehasonlitott bogyorothadas-tipus és a két
mintavételi idépont koézott koncepciondlisan Osszefiiggésbe hozhatok a bogydk
fizikai-kémiai jellemzdiben megfigyelt valtozasokkal (Kelleniemi, et al., 2015)
(Hegyi-Kalo, et al., 2020). Azok a megfigyelések, amelyek szerint a B. cinerea
transzkriptek teljes abundancidja és gazdagsaga magasabb volt a rothadt bogyodkban,
mint az egészséges bogyodkban, altalaban megerdsitik feltételezéseinket, bar a
kiilonbségek nem minden esetben voltak statisztikailag szignifikansak. Ez azt jelzi,
hogy a B. cinerea, egy tulnyomorészt nekrotrof életmdodu gomba, a tiinetmentes, érett
bogyokban még tobbnyire inaktiv a szaporodas szempontjabol, amit Lovato és
munkatarsai (Lovato, et al., 2019) a sziiret utani nemesrothadés esetében kimutattak.
A bogyok fizikai-kémiai jellemzdinek dinamikus valtozésai az asziisodas kezdete
soran, példaul a bogyohéj lebomlésaval (Hegyi-Kald, et al., 2020), a ndvény
védekezési valaszok beinduldsaval és az éréssel (Aguedo-Romero, et al., 2015)
kapcsolatos valtozasok megfelelnek a B. cinerea fokozott metabolikus aktivitdsanak a
nemesrothadas soran. Ez 6sszhangban van azokkal a mikrobiologiai vizsgalatokkal,
amelyek a B. cinerea dominancidjat mutatjdk az aszibogyokban a minta
grammonkénti koloniaképzd egységeinek szama alapjan (Bene & Magyar, 2004)
(Blanco-Ulate, et al., 2015). Erdekes médon a sziirkerothadasos fertézést a B. cinerea
funkcionalis gének abundancidjanak novekedése jellemezte a nemesrothadashoz
képest, ami részben a B. cinerea nagyobb micélium biomasszajaval magyarazhato.
(Danko, 2021).

Mind az ANOVA-, mind az NMDS-elemzések betekintést nyujtottak a B. cinerea
expresszalt génprofiljanak mennyiségi ¢és mindségi kiillonbségeibe a vizsgalt
kiilonbzd rothadasi tipusu sz6lébogyok kozott (13-14 abra), valamint abba, hogy
ezeket hogyan befolyasolja a mintavétel idopontja. Az éghajlat, a fajta, a termesztési
gyakorlatok, az évjarat és a bogydmikrobiom kombinalt hatasat Ribéreau-Gayon és
munkatarsai (Ribéreau-Gayon, et al., 2006), valamint Blanco-Ulate és munkatarsai
(Blanco-Ulate, et al., 2015) bizonyitottdk. A Tokaj-hegyalja borvidéken a megfeleld
iddjarasi koriilmények gyakrabban fordulnak elé az ¢sz masodik felében (Bene &
Magyar, 2004). A B. cinerea kevésbé agressziv elszaporodasa ezért valosziniileg
sikeresebb nemesrothadasi folyamattal jar egyiitt. Ez utobbi esetleg lehetévé teheti,
hogy az aszisodas soran szintén megjelend egyéb gombak nagyobb iitemben
szaporodjanak, ¢és az egyiittes hatas esetleg kedvezébb metabolikus kimenetelii
eredményhez vezethet. Az egyéb mikrobak tarsult anyagcsere-hozzdjaruldsa még
nagyrészt ismeretlen teriilet és tovabbi kutatdsokra van sziikség azok részletes
leiraséhoz.

7.2.2. Botrytis cinerea nemesrothadas és sziirkerothadas soran expresszalt génjeinek
funkcionalis elemzése

A B. cinerea kifejezett funkcionalis génjeinek Osszetételében jelentds kiilonbségeket
talaltunk a bogyodrothadas tipusai kozott, ami Osszhangban van a feltételezéseinkkel
(4-5 tablazat). A mintavétel idOpontja is erds korrelacidt mutatott a kifejezett
géndsszetétellel minden bogyorothadas tipusban, ami azt jelzi, hogy a sziiret idépontja
szignifikans hatassal van a bogyok fiziologiai és biokémiai folyamataira. Mig ezek az
iddbeli kiilonbségek varatlanok, kiillondsen a sziirkerothadt bogyok esetében, addig a
nemesrothadt bogydk esetében Osszhangban vannak a Hegyi-Kalé és munkatérsai
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(Hegyi-Kalo, et al., 2020) altal a kiilonb6z6 sziireti idopontokra vonatkozoan jelentett
kémiai kiilonbségekkel (pl. cukortartalom, titralhaté savassag), viszont ellentétesek a
7.1 fejezetben leirt kiilonbségekkel. Ez az ellentét ugyanakkor érthetd, hiszen ott nem
vettiik szamitasba a szilirkerothadt bogydkat, viszont vizsgaltuk az aszasodas II. és I11.
fazisat. Igy kijelenthetd, hogy amennyiben az aszisodas és a sziirkerothadds kozotti
kiilonbségekre és hasonlosagokra koncentralunk, ugy a mintavételi iddpont nagyobb
jelentdséggel bir, mintha kizdrdlag az aszisodas kiilonbozd fazisait vessziik
figyelembe.

Osszehasonlitva az egészséges bogyoval, a B. cinerea felfelé szabalyozott génjeinek
funkcionalis eltérései a nemesrothadas esetében sokkal szignifikdnsabbak voltak, mint
a sziirkerothadas esetében, kiilondsen az anyagcsere tekintetében. A jelenlegi
vizsgalatban szamos, a sejtaktivitashoz kapcsolodd GO-terminus azonositasa, mint
példaul a "sejtalkotd biogenezis" és a "sejtosztodas", a B. cinerea soran bekdvetkezd
tanulmanyaban is nyilvanval6 volt, ahol szamos, a sejtndvekedéshez és a gazdaszoveti
szervezddéshez kapcsolodo feldusult gént azonositottak. Hasonloképpen, a Lovato és
munkatarsai (Lovato, et al., 2019) is jelentdsen feldusult, a sejtburjanzassal
kapcsolatos GO-terminusokat, nevezetesen a "cellularis bioszintetikus folyamat" és a
"transzlacid" kifejezéseket azonositottdk a sziiret utdni nemesrothadast mutatd
bogydkban.

Az aszusodas folyamata sordn végbemend biokémiai valtozasokat tobb tanulmany is
attekintette (Magyar & So6s, 2016), (Thakur, et al., 2018), (Kallitsounakis & Catarino,
2020). Az egyik jelentds valtozas a bogy6 cukortartalmanak ndvekedése, amelyet a
tanulmanyok szerint nem csak a vizvesztés okoz, hanem a B. cinerea szénhidrat
lebont6 aktivitdsa is, amely magyardzza a szén-, glikolizis ¢és piruvat
anyagcsereutvonalak megfigyelt feldiisuldsat is, amelyek szamos szénhidrat lebonto
enzimet tartalmaznak, koztiik a fruktdz-biszfoszfat aldolaz (BCIN 07g03760) és az
aldolaz 1-epimeraz (BCIN 02g07210). Erdekes megjegyezni, hogy Lovato és
munkatarsai (Lovato, et al., 2019) a szénhidrat-anyagcserében szerepet jatsz6 géneket
a sziiret utani nemesrothadas sordn lefel¢ szabalyozottnak talaltak. Ennek oka lehet az
aszubogyok eltéré mintavételi idépontja és/vagy az, hogy a természetes, a sz616t6kén
végbemend aszisodas, mint ebben a vizsgalatban, és az indukalt, betakaritas utani
nemesrothadas kozott fontos kiilonbségek lehetnek az anyagcsere-folyamatokban.
Amellett, hogy fontos szerepet jatszanak az aszibogyok biokémiai véltozasaiban, a
poliszacharid-anyagcseréhez tartozo feldusult utvonalak valoésziniileg fizikai
valtozasokat is okoznak a bogydban a folyamat soran. A bogydk sejtfalai az
energiaban gazdag cukrok fontos forrasa, és olyan szénhidratokbol allnak, mint a
glikéz, fruktdz, celluldz, xiléz, xiloglikdn, arabinan, 1. és II. tipusu (arabino)-
galaktanok, xilan és mannan (Apolinar-Valiente, et al., 2017). A nemesrothadés soran
a szO6lobogyok a fertézés végsd stadiumaban jobban kiszaradnak, amit a
kutikularétegek repedései okoznak (Magyar és Bene, 2006). Hasonl6 eredményekre
jutottak Blanco-Ulate és munkatérsai (Blanco-Ulate, et al., 2015) is, akik az aszisodo
sz6l6bogydk kezdeti fazisaiban a sejtfal lebontdsara szolgalod gének (pl. endo-fB-1,4-
glilkandzok) feldusulasat azonositottak. Ezen kiviil a B. cinerea sejtfalbont6 enzimeket
(CWDE) kodold génjeinek expresszids profiljat vizsgéaltuk, és nagy diverzitast
talaltunk CAZ-imeket, amelyek tulnyomorészt poliszacharid szerkezeteket tamadnak,
amelyek valosziniileg hozzajarulnak a bogyok keménységének ¢€s a héj
rugalmassaganak fent emlitett valtozasaihoz.

A glikolizis és a piruvat-érzékeny ttvonalakon beliil az aldehid-dehidrogenaz (NAD+)
(BCIN_03g01130) és az alkohol-dehidrogenaz, propanol-preferaldo (BCIN_01g02880)
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enzimeket azonositottuk, amelyek az acetatot és az etanolt acetaldehiddé alakitjak
(Jelski & Szmitkowski, 2008). Ez utobbi vegyiilet az egyik legfontosabb karbonil
vegyiilet, és a borban taldlhat6 6sszes aldehid tobb mint 90%-at teszi ki. Rendkiviil
reaktiv, és képes egyes aminosavakhoz vagy fehérjékhez k6tédni, igy sokféle aroma-
¢s szagvegyliletet képezhet, elsdsorban gyiimolcsos, érett almara emlékeztetd illati.
Ezen enzimek igazoljak feltételezéseinket bar aromak képzddéséhez vezetnek, ezek
altalaban a borokhoz, és nem kifejezetten az aszusodott bogyokhoz kapcsolodnak.

A nemesrothadds soran a fehérjékbdl és mas nitrogénvegyiiletekbdl, mint aminosavak,
peptidek, ammoniumsok és nukleinsav-szarmazékok, kiilonboz6
nitrogénkomponensek szabadulnak fel. A Botrytis cinerea a felszabaduld nitrogént a
fert6zés soran kiilonbozé anyagcsere-folyamatokhoz hasznalja fel (Thakur, et al.,
2018). Emellett a B. cinerea szdmos aminosavat szintetizal a sejtmiikodéshez. A
felszabalyozott Botrytis gének GO-profilja a "fehérje-anyagcsere-folyamat" ¢és a
"sejtfehérje-anyagcsere-folyamat", és kiilonosen az "arginin- és prolin-anyagcsere", a
"cisztein- és metionin-anyagcsere", valamint a "glicin-, szerin- és treonin-anyagcsere"
utvonalakra vonatkozdéan gazdagodott. A génfunkcidés profilban az aminosav-
anyagcserében részt vevd, azonositott, feldusitott Gitvonalak koziil néhany enzim az
aminosavak lebontasaért felelds, mint példaul az argindz (BCIN _07g00340), amely az
"arginin- és prolin-anyagcsere" feldusitott utvonalhoz tartozik, amely az arginint
ornitinné ¢és karbamidda alakitja.

A fent emlitett feldusitott sejtfalbontd enzimek jelenlétén kiviil a BLAST-elemzések
alapjan azonositott, felszabalyozott génprofilban tobb mas azonositott virulenciafaktor
el6fordulasa is lehetové teszi a B. cinerea kolonizéacidjat és az azt kdvetd aszusodas
kialakuldsat (6. tablazat). Példaul a BCIN 09g02390, egy mitogén-aktivalt protein-
kindz fehérje, fontos a gazdaszervezetbe vald behatolas és az azt kdvetd kolonizacid
szempontjabol (Rui & Hahn, 2007). Emellett a BCIN 08g04530 (ubikvitinszerii
fehérje-aktivald enzim), BCIN 05g03080 (peptidil-prolil cisz-transz izomeraz),
BCIN 12g02750 (elongator komplex fehérje), amelyek mind megtaldlhatok a
nemesrothadt bogyok génprofiljaban, szerepet jatszanak e korokozd vegetativ
fejlodésében a fertézés soran (Gioti, et al., 2006). A BCIN 03g3390 (szuperoxid-
dizmutdz) el6forduldsa a reaktiv oxigéngyokok metabolizmuséaért és a gazdaszervezet
védelmének kijatszasaért felelds, az aszlisodas korai szakaszaban fejezddott ki
(Blanco-Ulate, et al., 2015). Erdekes médon Lovato és munkatarsai (2019) a fenti
enzimrdl megallapitottak, hogy Osszefiiggésbe hozhatd a sziirkerothadasos tiinetek
megjelenésével, bar 6k csak a sziiret utdni nemesrothaddst vizsgaltdk, és a
szlirkerothaddsra vonatkozd kovetkeztetéseiket a kordbban kozzétett adatok
metaanalizise alapjan vontak le.

Az '"antagonista metabolitok bioszintézise" feldisult utvonal azonositisa a
nemesrothadt bogyok felszabalyozott génjeiben arra utal, hogy a B. cinerea
antagonista aktivitassal rendelkezik mdas mikroorganizmusokkal szemben, ami
lehetdséget ad a szaporodasra és a dominancidra. Ez genetikai magyarazatot ad korabbi
megfigyeléseinkre, miszerint az aszusodds soran, mas fonalas gombak
visszaszoruldsaval a B. cinerea dominanssa valik az asza bogyokban. Ez az
antibiotikum utvonal nem dusul a sziirkerothadasban, igy az antagonista aktivitast
kifejez6 gének ebben a rothadastipusban nem szignifikdnsan aktivak. Valoészintileg ez
az oka annak, hogy a ndvénypatogén gombak a sziirkerothadds alatt kezdenek
dominalni és diverzifikalddni (Barata, et al., 2012). Ezért a B. cinerea azon tal, hogy
biokémiai és fizikai szempontbol hozzajarul a nemesrothadashoz, ugy tiinik, hogy
aktiv szerepet jatszik az aszibogyok gombakdzosségének szabédlyozasaban. A mas
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gombakkal szemben antagonista aktivitassal rendelkezd enzimre j6 példa a
katabolikus  3-dehidrokindz (cDHQ4z) (BCIN 09g06570), amely a 3,4-
dihidroxibenzoat bioszintézisében vesz részt. Ez utobbi termék antagonista aktivitassal
rendelkezik mas gombakkal szemben, és a B. cinerea fertézés markere (Lattanzio, et
al., 2006). Az uroporfirinogén III dekarboxildz enzimet (BCIN 06g06300) a
feldusitott "masodlagos metabolitok" Gitvonalban azonositottuk, az uroporfirinogén III
atalakitasaért felelés koproporfirinogén III-4, amely szdmos porfirin-tartalmu
vegyiilet, példaul a protoporfirin-IX szintézisének prekurzora.

A felszabélyozott sziirkerothad4dsos bogydk génprofiljaban oxidoreduktazokat
talaltunk, nevezetesen BCIN 02g07640, BCIN 05g03550, BCIN 12g06380 ¢és
BCIN 01g07190 gének, amelyek jelentds szerepet jatszanak a patogenitasban és a
gazdaszervezet védekez0 mechanizmusai elleni védelemben (Yu, et al., 2020). Ez
Osszhangban van Lovato és munkatarsai (Lovato, et al., 2019) eredményeivel, akik
két, a B. cinerea virulencidjahoz sziikséges NADPH-oxidazokat kodolo gént, a
BcenoxA-t és a BenoxB-t talaltak kulcsfontossagunak. Emellett a jelenlegi vizsgélatban
azonositottuk a BCIN 15g03390 gént is, amely a ndvényi szovetek lebontdsdhoz
kapcsolodik  (Schumacher, 2012). A BCIN 01g00060 ¢és BCIN 12g06380
fitotoxinokat termelé gének azonositasa a felszabalyozott génprofilban, amelyek a
botcinsav, illetve a botrydial fitotoxinok szintéziséért felelések, megfelel a Lovato és
mtsai. (2019) eredményeinek. Az utdbbi tanulmanyban mindkét fitotoxin szintéziséért
felelds gének lefelé¢ szabalyozodtak a nemesrothadds sordn, mig a botinsav gének
felfelé szabalyozodtak, a botrydial gének pedig nem modulalddtak a sziirkerothadas
soran.

Szamos virulenciafaktort azonositottunk mind a sziirke-, mind a nemesrothadasos
bogyokban felszabalyozott génkészletekben. Bar mindkét adathalmazban
azonositottunk olyan virulenciafaktorokat, amelyeknek atfedd funkcionalis szerepiik
van a virulencidban, a mas mikrobakkal szemben antagonista aktivitassal rendelkezd
virulenciafaktorokat kizarolag az aszsodéas soran azonositottuk, mig a fitotoxikus
aktivitasi gének csak a sziirkerothadas soran voltak jelen, ami megerdsiti
feltételezéseinket.

A fejezetben tehat jellemeztiik a sziirke és nemesrothadas sordn expresszalt gének
funkcioit. Ezek kozott a szénhidratanyagesere a fehérjeanyagesere ¢és az
antimikrobialis anyagok bioszintézise esetében kaptunk szdmos aktiv gént, melyek
szerepét részletesen ismertettiik.

7.2.3. Mas vizsgalt gombanemzetségek potencialis szerepe

Tudomésunk szerint a mi tanulméany az elsdé, amely a B. cinerea mellett a fonalas
gombak ¢és ¢lesztégombak funkcionalis génexpresszids profiljat is elemzi sziirke- és
nemesrothadt bogyokban, és bemutatja, hogy ezek a gombak milyen mértékben
jérulhatnak hozza a két rothadds soran bekovetkezd fizikai-kémiai valtozdsokhoz.
Ujszerii betekintést nyajtunk tovabba a dominans gombak lehetséges kolcsonhatasi
dinamik4jaba és szukcesszidjaba az aszisodas sordn, beleértve bizonyos antagonista
mikroba-mikroba és mikroba-ndvény gének termelédését. Osszességében az itt
bemutatott adatok azt sugalljak, hogy mig a B. cinerea dominal mind a nemes-, mind
a sziirkerothadas esetében, mas gombak ¢és élesztok eldéfordulasa is egyedi modon
jérulhat hozzéd a teljes transzkriptomhoz, ami fontos kovetkezményekkel jarhat a
boraszok szamara.
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A vizsgalt fonalas gombafajok ¢s élesztégombafajok transzkript abundancidja mind a
nemesrothadt, mind a sziirkerothadt bogyotipusok esetén gyakoribb volt
Osszehasonlitva az egészséges bogyoval, mely megerdsiti feltételezésiinket, miszerint
a kiilonbozo jelenlévé gombafajok egészséges bogyodk esetében kisebb élettani
aktivitast mutatnak (17-18. abra). Ezt korabbi tanulmanyok a B. cinerea esetében mar
igazoltdk sziiret utani kisérletekben (Lovato, et al., 2019), valamint jelent
tanulmanyban szabadf6ldon (Otto, et al., 2022). Ez utdbbi arra utal, hogy ezek a
mikrobdk az egészséges, tlinetmentes szOlobogydkon tobbnyire inaktivak a
proliferacié és a metabolizmus szempontjabol, majd a B. cinerea megjelenésével
megnovekszik a funkcionalis gének expresszidja, amelyek fizikai-kémiai valtozasokat
inditanak el. Példdul a szénhidrat-anyagcserében szerepet jatszo utvonalak
aktivalodéasa (Otto, et al., 2022), (Hegyi, et al., 2022) hozzajarul a bogy6 héjanak
lebomlasahoz és szamos biokémiai véltozashoz (Hegyi-Kalo, et al., 2020), valamint
beinditja a ndvényvédelmi valaszmechanizmusokat (Aguedo-Romero, et al., 2015). A
fonalas gombdk ¢és élesztdgombak transzkript abundanciaja kismértékben tér el a
sziirke- és nemesrothadést 0sszehasonlitva, mégpedig ez el6bbi esetében alacsonyabb
értékli. A Botrytis esetében korabban megfigyelt gazdag micéliumnovekedés a
sziirkerothadéds sordn (Barata, et al., 2012) nem feltétleniil altalanos jelenség mas
fonalasgombdk esetében is, vagy nem feltétleniil jelzi a funkcionalis gének magas
expresszios szintjét.

Az ANOVA- ¢s NMDS-elemzések betekintést nyujtottak abba, hogy a gombafajok
mindségi és mennyiségi génexpresszids profilja hogyan valtozott mind a mintavételi
hoénap, mind a sz6l6bogy6 rothadastipusa szerint. Kordbban kimutattdk (Ribéreau-
Gayon, et al., 2006), (Blanco-Ulate, et al., 2015) az éghajlat, a fajta, a miivelésmaod és
az ¢évjarat kombindlt hatdsat a szO6l6bogyd mikrobiomjara. Emellett korabbi
tanulmanyok (Bene & Magyar, 2004) azt is igazoltak, hogy a tokaji borvidéken az sz
masodik felében gyakrabban fordulnak el6 az aszis fejlédéséhez megfeleld iddjarasi
koriilmények. Az 6sszes fonalas gomba ¢€s €lesztdgomba funkcionélis génexpresszios
profiljaban kifejezett Osszetételbeli kiillonbségeket taldltunk az egyes szdlébogyod-
rothadastipusok kozott, ami megfelel feltételezéseinknek. A mintavétel hoénapja
azonban erds korrelacidt mutatott az expresszios génprofillal minden sz6l6bogyo-
rothadastipusban, ami ravilagit arra, hogy a sziiret idépontja (kora vagy késd 6sz) erds
hatéassal lehet a nemesrothadas folyamatara és kisebb mértékben sziirkerothadés soran
lejatsz6do biokémiai és fizikai folyamatokra. Ez a megallapitds dsszhangban van a
sz0lébogyok kiilonbozd sziireti iddépontokban leirt kémiai kiilonbségeivel (pl.
cukortartalom, titralhat6 savtartalom) (Hegyi-Kalo, et al., 2020).

A vizsgalt gombafajok koziil a B. cinerea funkciondlis génkészletében a legnagyobb
szamu a kiilonb6zd rothadastipusokban, mindkét vizsgélt mintavételi idépontban
differencidlisan expresszalt gén, amely bizonyitja a két sz616bogyd-rothadastipusban
valo tulstlyat. Ez nem meglepd, hiszen B. cinerea éltal fert6zott sz6lobogyodkat
gytjtottiink. A nemesrothadasban differencidlisan kifejez6dé gének szdma (>31) a
tobbi fonalas gomba és élesztd esetében a sziirkerothadéassal szemben (<5) arra utal,
hogy ezeknek aktivabb szerepiik lehet az aszus bogyo6 kialakuldsdban, mint a
szlirkerothadasban.

7.2.4. A vizsgalt gombafajok génexpresszios profiljai €s a nemesrothadas ¢€s sziirke-
rothadas soran

Jelentds kiilonbséget taladltunk a fonalas gombédk és élesztdgombak mindségi és

mennyiségi génexpresszios profiljaban sziirke- €s nemesrothadas esetében (8. tablazat,
19. ébra). Az A. alternata, B. cinerea, E. nigrum, A. pullulans és R. graminis GO
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elemzése és Utvonal feldisulds elemzése sokkal aktivabb génexpresszids profilt
mutattak az aszusodas esetében, mint a sziirkerothadas esetén, kiilondsen az
anyagcsere ¢és a transzporttal és proliferacioval kapcsolatos sejtaktivitas tekintetében.
Az A. alternata és a B. cinerea felfelé szabalyozott génprofiljaban a sejtproliferaciohoz
kapcsolodo, feldusult GO-terminusok azonositasa megfelel Blanco-Ulate és mitsai.
megallapitdsainak  (Blanco-Ulate, et al.,, 2015), akik szintén feldusult,
sejtfolyamatokhoz kapcsolddd utvonalakat talaltak, mint példaul a "sejtndvekedés".
Hasonloképpen, a feldusult GO-terminusokat, koztikk a sejtszintli bioszintetikus
folyamat és a 'Cellularis komponens biogenezis' kifejezéseket (Lovato, et al., 2019),
illetve (Otto, et al., 2022) azonositottdk. A sejtburjanzasban részt vevo szamos gén
azonositdsa valosziniileg 0sszefliggésbe hozhatd a sejtbiomassza novekedésével az
aszusodott bogydk esetében minden itt elemzett gombafajnal.

Az aszGsodas soran szamos fizikai ¢és biokémiai valtozds megy végbe a
szO0lébogyokban, amelyeket részletesen attekintettiink (Kallitsounakis & Catarino,
2020), (Magyar & So6s, 2016). P¢éldaul a tokaji régidban a sz616bogyok cukortartalma
a botritizalodas soran akar 350-700 g/l-re is emelkedhet. A nemesrothadés soran a B.
cinerea szamos olyan gént expresszal, amelyek a szénhidrat-anyagcserében vesznek
részt (Hegyi, et al., 2022). A B. cinerea szénhidrat-anyagcseréje is Osszefiigg a
sz016bogyd sejtfalaban a korai fazisok soran végbemend valtozasokkal, mivel az olyan
szénhidratokbol all, mint a gliikkdz, fruktdz, celluldz, xildz, xilogliikan, arabinan, I. és
II. tipust (arabino)-galaktanok, xilan és mannan (Apolinar-Valiente, et al., 2017).
Hasonloképpen (Blanco-Ulate, et al., 2015) tobb CAZymet azonositottak, mikézben a
sejtfalbontd enzimek (CWDE) jelenlétét vizsgaltak, amelyek valdsziniileg részt
vesznek a bogyohéj rugalmassagénak és keménységének megvaltoztatisaban. A
jelenlegi vizsgéalatban szerepld fonalas gombdk ¢és élesztéfajok szintén
hozzajarulhatnak a cukortartalom ndvekedéséhez €s a bogyohéj fizikai valtozasaihoz,
mivel szdmos szénhidrat-anyagcseréhez kapcsolodo, dusitott ttvonalat talaltunk,
amelyek szamos olyan szénhidrat-aktiv (CA) enzimet tartalmaztak, amelyek
kozvetleniil vagy kozvetve szénhidratokat bontanak le. Ami a kdzvetett lebontasban
részt vevd enzimeket illeti, valamennyi fonalas gombaban ¢és élesztétorzsben tobb
enzimet azonositottunk. Példaul gliikdz-6-foszfat izomerazt, amely a glikolizis
alatjdban vesz részt (Mojzikova, et al., 2018) azonositottuk a B. cinerea
(BCIN 15g04970), az A. alternata (CC77DRAFT 636933), az E. nigrum
(B5807 _07479), az A. pullulans (M438DRAFT 297371) és a R. graminis
(RHOBADRAFT 32461) esetében. Az A. alternata esetében
(CC77DRAFT 1006243) csak egy olyan enzimet azonositottunk, amely kozvetlentil
részt vesz a szénhidratpolimerek lebontdsaban (Li, et al., 2021), nevezetesen egy
gliikkédn endo-1,3-béta-D-gliikozidazt.

Az alkoholanyagcseréhez kapcsolddd szénhidrat-enzimek tekintetében egy aldehid-
dehidrogenazt kodolo gént azonositottunk az A. alternata
(CC7T7DRAFT _mRNA1019268), a B. cinerea (BCIN 03g01130), az E. nigrum
(B5807 _03687) ¢s az A. pullulans (M438DRAFT 291551) glikolizis és piruvat
utvonalakkal dusitott glikolizisében. Ezen kiviil egy alkohol-dehidrogendzt kodold
gént taldltunk az 4. alternata (CC77DRAFT 1049514), a B. cinerea
(BCIN 01g02880), az E. nigrum (B5807 08512) ¢és az A. pullulans
(M438DRAFT 342985) dusitott glikolizis utjaban. Az aldehid-dehidrogenaz és az
alkohol-dehidrogendz felelds az acetat, illetve az etanol felcserélhetd atalakitdsaért
acetaldehiddé¢ (Jelski & Szmitkowski, 2008). E gének jelenléte tehat hozzdjarulhat a
fokozott érzékszervi szdjmelegitd hatassal jaré alkoholképzddéshez, valamint a
nemesrothadt sz616bdl késziilt borok esetén nagy jelentdségili aldehidtartalomhoz is.
Az acetaldehid masrészt erdsen reaktiv, és nitrogéntartalmt vegyiiletekkel, példaul
fehérjékkel és aminosavakkal reagdlva kiilonféle aromas vegyiileteket képezhet.
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Az A. alternata, az E. nigrum és az A. pullulans esetében a TCA-ciklus és az
oxokarboxil-utvonal, valamint az A. alternata és az E. nigrum esetében a glikoxilat-
¢s dikarboxilat-anyagcesere felerdsodése valdszintileg a szerves savak szintéziséhez
kapcsolodik. A szerves savak a borok stabilitdsanak fontos Osszetevdi, ezért a
borokban torténd elemzésiikre a mindségellendrzéshez sziikség van (Robles, et al.,
2019). A szerves savakrol feltételezik, hogy antioxidans tulajdonsadgokkal
rendelkeznek, amelyek egészségiigyi elonyokkel jarnak, és az élelmiszerekben 1évo
kérokozok jelenlétének korlatozasara is hasznaljak dket. A TCA-ciklus kozvetleniil
részt vesz a legtobb koztes karbonsav, példaul a malat, a citrat és a borostyankdsav
szintézisében (Stubbs, et al., 2020). A jelenlegi vizsgéalatban szamos més TCA enzim
mellett egy fumarat-hidrataz, egy maldt-dehidrogenazt kodold gént azonositottunk,
amelyek az (S)-malat, illetve az oxalacetat szintézisében vesznek részt, az A. alternata
(CC77DRAFT 946367, CC77DRAFT 1005031), E. nigrum (B5807 04743,
B5807 10373) €s A. pullulans (M438DRAFT mRNA334283;
M438DRAFT mRNA347257) esetében. Ezenkiviil tobb, ehhez az utvonalhoz tartozo,
a szerves savak kozotti atalakulasért felelds enzimet is azonositottunk, amelyek koziil
az A. alternata (CC7T7TDRAFT 1066078), az E. nigrum (B5807_05176) és az A.
pullulans  (M438DRAFT 341850) esetében azonositottunk egy aszpartat-
aminotranszferazt kodolo gént, amely kifejezetten az oxalacetat és az aszpartat kozotti
reverzibilis interkonverzidért felelés (Sookoian & Pirola , 2012). A glioxilat utvonal
szorosan kapcsoloédik a TCA-ciklushoz, és leginkdbb akkor aktiv, amikor az acetat
oxidalodik. A glioxilat-titvonal fontos a TCA-ciklus altal felhasznalt szén folyamatos
aramlasa szempontjabol, mivel potolja a TCA-ciklus anaerob reakcidkhoz hasznalt
koztitermékeit (Wendisch, et al., 2006). Az A. alternata dusitott glikoxilat itvonalaban
azonositottunk egy citrat-szintazt kodolé gént (CC77DRAFT _1005031), amely az
acetatbol képzddd acetil-CoA-t citrattd alakitja/metabolizalja. A citratos erjedés
diacetil termelédéséhez vezet, amely a bor vajas aroméjaért felelés (Belda, et al.,
2017).

Az aszusodas soran a sz616bogyok felvehetd nitrogéntartalma megnd, mivel a nitrogén
nitrogéntartalmu vegyiiletekbdl, példaul peptidekbdl és aminosavakbol nitrogén
szabadul fel. A felszabaduld nitrogént késébb a B. cinerea hasznositja a fert6zési
folyamat sordn (Thakur, et al., 2018), és valdsziniileg mas gombdk is felhasznaljak azt.
Valoszintlileg ezt tiikkrozi, hogy a fonalas gombak ¢és élesztéfajok esetében szamos
feldasult GO-terminust és tutvonalat azonositottunk, amelyek az anabolikus és
katabolikus nitrogénanyagcseréhez kapcsolodnak. A nitrogén katabolizmus
tekintetében a B. cinerea esetében egy arginazt (BCIN 07g00340) azonositottunk,
amely a feldusitott "Argnin és prolin metabolizmus" utvonalhoz tartozik. Ez utobbi
enzim az arginin ornitinné és karbamidda torténd atalakitdsaval a kdnnyen felvehetd
nitrogéntartalom novekedését eredményezi. Az A. alternata 'Cisztein és metionin
metabolizmus' utvonalon beliil két enzimet, nevezetesen egy aszpartat-
aminotranszferdzt ~ (CC77DRAFT 1066078) ¢és egy  malat-dehidrogenazt
(CC77DRAFT 9369630) talaltunk, amelyek képesek az L-ciszteint piruvatta
lebontani, amit kovetden ammonia szabadul fel (Hildebrandt, et al., 2015). Az utdbbi
két enzimnek szintén a "Cisztein és metionin metabolizmussal" dusitott utvonalhoz
tartozo ortologjait talaltuk meg az E. nigrum (B5807_05176; B5807 _01092) és az A.
pullulans (M438DRAFT 271592; M438DRAFT 315011) esetében is.

A sz6lobogyok kiszaradasaval €és a cukorkoncentracid novekedésével a gombaknak
egyre nagyobb kornyezeti stresszel kell megbirkozniuk. Ez valosziniileg 6sszefiigg a
stressztiiréssel kapcsolatos gének jelenlétével, amelyeket a virulencia BLAST-
analizisek alapjan azonositottunk az adott gombafajok felszabalyozott génkészletében,
mint példdul az 1.3.8-trihidroxinaftalin-reduktdz (CC77DRAFT 528893) az A.
alternata esetében, amely UV-rezisztenciat kolcsonoz (Langfelder, et al., 2003), a
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BCIN_08g04530 a B. cinerea esetében, amely lehetové teszi az autofagiat (Ren, et al.,
2018), és az S-aminolevulinat-szintaz (B5807 11545) az E. nigrum esetében, amely a
hem bioszintézis elsé 1€péséhez sziikséges (Hunter & Ferreira, 2009).

A borban a legfontosabb illattal kapcsolatos termékek a magasabb rendii alkoholok és
a zsirsavak (Styger, et al., 2011). Az E. nigrum génkészletében azonositottuk a
feldasult "propanoat" utvonalat. Tobbek kozott a dihidrolipoamid-dehidrogenaz
enzimet (B5807_05535) azonositottuk, amely ehhez az utvonalhoz tartozik, é¢s amely
a dihidrolipoamid E-t lipoamid E-v¢ alakitja. Ez utébbi vegyiiletet ezt kdvetden egy
reakcidsorozat soran propanoil-CoA-va alakul at, amely az észter-propanoat
képzddésének prekurzora (Wongkittichote, et al., 2017). Az észterek a borban talalhato
fontos illékony vegyiiletek, amelyek kellemes gylimolcsds aromakkal tarsitunk. Az A.
alternata esetében az alkohol-dehidrogenaz enzimet (B5807 00377) a feldusitott
"Zsirsav-metabolizmus" enzimben azonositottuk, ami hozzajarulhat az alkohol és mas
targyaltuk. Az A. alternata (CCTTDRAFT _928877) és az E. nigrum (B5807 _00377)
esetében egy zsirsavszintdz enzimet taldltunk. Ez az enzim szdmos zsirsav
szintézisében vesz részt (Jensen-Urstad & Semenkovich, 2012), mint példaul a
propansav, amely megtalalhatd az aszu borokban, ¢€s gyiimdlesds, tejes izzel tarsul
(Barata, et al., 2012). A fentiekbdl tehat egyértelmii, hogy minden fonalas gomba és
¢élesztd valosziniileg hozzajarul az asziisodas soran végbemend fizikai €s biokémiai
valtozasokhoz, bar egyesek jobban, mint masok, ami megerdsiti a feltételezéseinket.

A fejezetben tehdt meghataroztuk azokat a szignifikdnsan feldasult anyagcsere
utvonalakat, amelyek a B. cinerea mellett vizsgalt tovabbi kivélasztott gombak
aktivitasat jellemzi. Azt talaltuk, hogy ezek a gombdék az aszubogydkon aktivabbak és
valtozatosabb anyagcseremiikodés jellemzi azokat, mint a szlirkerothadt bogyokon,
mely folyamatokat az elézéekben részletesen leirtunk.

7.2.5. A génexpresszidés profilok és a mikroba-mikroba vagy mikroba-névény
kolesonhatasok kozotti kapesolatok a nemesrothadas és a sziirkerothadés soran

Az antagonista metabolit bioszintézis feldusult tvonalainak azonositésa, valamint a
virulencia BLAST segitségével meghatarozott faktorokhoz kapcsolédd gének
azonositdsa a vizsgalt gombafajok felszabalyozott, nemesrothadassal Osszefiiggd
génjeinek vonatkozéasdban tobb esetben is mikrobidlis kolcsonhatasokra utal (8.
tablazat). A fajok egyiittes konkurens jelenléte valoszinilisiti az antagonista
kolesonhatasokat, mivel a gombak egymassal és a prokariotakkal is versengenek az
élettérért és a taplalkozasi eréforrasokért. Az aszisodott bogyok esetén az ,,antagonista
metabolitok bioszintézise” utvonalat egyik fonalas gomba- vagy élesztéfaj sem
expresszalta szignifikdnsan feldasult modon ellentétben a sziirkerothadds esetében
tapasztaltakkal, ami részben magyardzatot adhat a fonalas gombdk bdséges
micéliumos novekedésére a sziirkerothadés soran, ahogyan azt mar masok is (Barata,
et al, 2012) megfigyelték. Ezért amellett, hogy a tobbi gomba- és élesztdfaj
valészinlileg hozzajarul a nemesrothadds soran végbemend fizikai-kémiai
valtozasokhoz, aktiv szerepet jatszhatnak a mikrobidlis kozosség szerkezetének
alakitasaban is.

Példaul a katabolikus 3-dehidrokindz (cDHQ4z) (BCIN 09g06570) ¢s az
uroporyphyrinogen III dekarboxilaz (BCIN 06g06300), amelyek mindketten
gombaellenes aktivitassal rendelkeznek (Lattanzio, et al., 2006), a B. cinerea aszis
felfelé szabalyozott génkészletében azonositottuk a feldusitott "antagonista
kolcsonhatas génjeinek bioszintézise" utvonalban. A katabolikus 3-dehidrokindz
(BCIN_09g06570) a 3,4-dihidroxibenzoat bioszintézisében vesz részt (Lattanzio és
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mtsai. 2006), mig a 3-dehidrokindz (BCIN 09g06570) az uroporfirinogén IlII-at
alakitja at koproporfirinogén I1I-4, amely a porfirintartalmt vegyiiletek szintézisének
prekurzora. Az A. alternata  esetében egy C-4 metilszterol-oxidazt
(CC77DRAFT 1078410) azonositottunk, amely akaddlyozza a gombamembran
szintézisét a feldusitott "Bioszintézis antagonista interakcids gének" utvonaldban.
Hasonloképpen, az E. nigrumban azonositottunk egy zsirsav-hidroxildz domént
tartalmaz6 fehérjét (B5807 00281), amely részt vesz a C-4 metil-szterol-oxidaz
aktivalasaban (Jordd & Puig, 2020). Az A. pullulans esetében egy alkohol-
dehidrogenazt (M438DRAFT 326255) azonositottunk a feldusitott " antagonista
kolcsonhatas génjeinek bioszintézise" utvonalban, amely az alkoholtermelésben
jatszik fontos szerepet, felvaltva alakitja at az acetatot és az etanolt acetaldehiddé
(Jelski & Szmitkowski, 2008). Amellett, hogy a kordbban targyaltak szerint hozzajarul
a bor érzékszervi tulajdonsagaihoz, az alkoholt fontos tényezonek tartjak, amellyel az
¢lesztOk az asziisodas soran a fonalas gombakat kontrollaljak (Freimoser, et al., 2019),
¢s ez lehet az oka annak, hogy a késdébbi fazisokban az élesztdk dominalnak (Blanco-
Ulate, et al., 2015), (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). Mind az Aureobasidium, mind a
Rhodotorula valéban nagyobb transzkriptgazdagsagot mutat, mint az Alternaria és az
Epicoccum a mi vizsgéalatunkban.

Az antagonista metabolitok szintéziséhez kapcsolddd enzimeket is azonositottunk,
amelyek az A. alternata és az E. nigrum esetében a feldusult "antagonista kdlcsonhatas
génjeinek bioszintézise" Utvonalban olyan vegyliletek szintéziséért feleldsek,
amelyeknek kellemetlen érzékszervi tulajdonsagot kolcsondzhet a bornak, beleértve a
szulfidot és a ként (Goode et al. 2008). Az A. alternataban talaltunk szulfat-
adenililtranszferdzt (CC77DRAFT 951586), amely a szulfatbol torténd
szulfitszintézisért felelds, egy olyan vegyiiletért, amelyet altaldban élelmiszer
tartositoszerként haszndlnak, valamint szamos nem Saccharomyces ¢éleszto,
tejsavbaktérium (LAB) és ecetsavbaktérium (AAB) szaporoddsdnak visszaszoritasara
a bortermelés soran (Patro, et al., 2017). Hasonloképpen, az E. nigrum esetében
azonositottak egy ATP  adenozin-5'-foszfoszfoszulfat  3'-foszfotranszferazt
(B5807 _08270), amely a kénképzddésért felelds, amely jol ismert a fungicid
tulajdonsagair6l (Huang, et al., 2020).

Mas fonalas gombakkal és élesztdkkel ellentétben, amelyek antagonista kdlcsonhatas
génjeit csak az aszsodott bogyok esetében fejezték ki, a B. cinerea tnraszkriptjaban
antagonista kolcsonhatasi faktorokat azonositottunk mindkét rothadasi tipus esetében
(a feldusitott "Az antagonista kolcsonhatas génjeinek bioszintézise" és virulencia
gének). Az a tény, hogy a feldusult "Antagonista metabolitok bioszintézise" utvonal
jelen volt az 0Osszes fonalasgomba és az A. pullulans nemesrothadt bogyokbol
szarmazé génkészletében, kiemeli, hogy feltehetden ebben a fazisban zajlé komplex
kolesonhatasi dinamika jellemzi a mikrobiotat. Ez ellentétben all a szilirkerothadasos
esettel, ahol a B. cinerea elleni antagonizmus hianya mas mikrobak részérdl, valamint
a kedvezébb ozmotikus koriilmények valdsziniileg lehetdvé teszik a B. cinerea
nagyobb dominanciajat, ami nemkivéanatos fiziologiai valtozasokhoz vezet, ami a
terméskiesést okozza.

A B. cinerea altal felszabalyozott sziirkerothadasos génprofilban csak a
gazdaszervezet-korokozo interakcids gének voltak azonosithatok, amelyek tobbsége
gazdaszervezet-interakcids gén, arra utalhat, hogy a B. cinerea a GR okozoja. A gazda-
patogén interakcios gének kozé olyan gének tartoztak, amelyeknek jelentds szerepiik
van a gazdaszervezet védelmi valaszanak kijatszasdban és a patogenitdsban, mint
példaul a BCIN 02g07640, BCIN 05g03550, BCIN 12g06380 ¢s BCIN 01g07190,
(Yu, et al., 2020), valamint a ndvényi szovetek elpusztitasaval és lebontasaval
kapcsolatos gének, mint a BCIN 15g03390 (Schumacher, 2012), valamint a
BCIN_01g00060 és BCIN 12g06380, amelyek a botcinsav és a botrydial fitotoxinok
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szintéziséért felelések. Ez utobbi eredmények megfelelnek (Otto, et al., 2022)
megallapitasainak, amelyek szerint ezek a gének jelen vannak a B. cinerea felfelé
szabalyozott szilirkerothaddsos génkészletében, valamint (Lovato, et al., 2019),
feltételezéstlinkkel, miszerint mindkét gén szintézise lefelé szabalyozott az asziisodas
soran.

A fejezetben tehat ismertettiik a nemesrothadt ¢s sziirkerothadt bogyokon azonositott
mikrobidlis kolesonhatasokkal kapcsolatos géneket. Azt taldltuk, hogy mig a B.
cinerea gének mind a két tipus esetében mutat antagonista viselkedést, addig ezek a
folyamatok a tobbi gomba esetében csak az aszibogyokon volt szignifikansan
feldasulva.

7.3 Az egyéb vizsgalt gombafajok potencialis hatdsa az asziiborok aromajara

A jelen tanulmdny - tudomdasunk szerint - az elsd, amely a B. cinerea mellett
azonositott fonalasgombdk ¢€s élesztégombak aktiv metabolikus szerepét vizsgalja az
aszusodas sordn, valamint arrol, hogy ezek hogyan jarulnak hozza az aszsodas
folyamatéhoz, kiilonosen a sz6l6 és boraromak, az aroméval kapcsolatos vegyiiletek
¢s azok prekurzorainak kialakulasahoz, amelyek befolyasolhatjdk az érzékszervi
tulajdonsagokat és a bor altalinos mindségét. Betekintést nyujtunk abba, hogy a
nemesrothadashoz kapcsolodo fonalas és élesztdgombak funkciondlis génexpresszids
profiljai hogyan véaltoznak a folyamat soran, ahogyan azt a nemesrothadasi fazis ¢s a
mintagytjtési honapok befolyasoljak, ami dontd jelentdséggel birhat a boraszok
szamara.

Mind a fonalasgombék, mind az élesztégombak transzkript abundancia novekedése az
aszisodas soran vizsgalataink eredménye alapjan ellentétben all az irodalombol
ismertekkel, nevezetesen, hogy a fonalas gombdk a folyamat elején jelennek meg,
szemben az élesztdgombakkal, amelyek a késébbi szakaszokban dominalnak (Li, et
al., 2021) (9. tdblazat, 20. abra). Ez az ellentétes trend valosziniileg az aszisodas négy
szakasza soran novekvd funkciondlis szerepét tiikrozi, kiilondsen a jelenlegi
vizsgalatban az aromaval kapcsolatos prekurzorok esetében. A WGCNA klaszterezett
turquoise modulhoz tartozo sajatgén jelentdés novekedése a II-III. fazisatol a IV.
fazisaig, valamint a legnagyobb szamu egyedileg felszabalyozott gén el6forduldsa az
Osszes fonalas ¢és élesztdgomba esetében a negyedik fazisban kvantitativ moédon azt
jelzi, hogy ebben a fazisban a mikrobidta mas, a bor izét és aromajat érintd egyiittes
mikrobidlis hatds az aszusodas késébbi fazisaiban torténik. Az aroma kialakuldsahoz
kapcsolodd szamos feldusult Gtvonal és gén, pl. az aminosav- és lipidanyagcserében
részt vevo utvonalak eléforduldsa jelezte az aroma kialakulasadban betoltott kozvetlen
¢s kozvetett szerepliket. A B. cinerea-t6l eltérd, aszusodashoz kapcsolddo
fonalasgombakbol és élesztégombakbdl szarmazd szamos enzim azonositasa a B.
cinerea fontos &m nem egyediili szerepére utal az utdébbi vonatkozasban (10. tdblazat
¢s M4 melléklet). Bar a B. cinerea a domindns gomba az asziusodas mind a négy
szakaszaban, Uigy tlinik, hogy 6 funkcionalis szerepe a folyamat korai szakaszaban (1.
¢s 1I. fazis) a bogyohéj szerkezeti valtozasaiban van, amint azt korabbi
tanulmanyunkban (Hegyi, et al., 2022) kimutattuk. A mintavételi hoénap
fonalasgombdk és ¢élesztdgombak expresszids profiljara gyakorolt hatdsanak hianya
(nem szignifikdns hatasa), ahogyan azt az NMDS-elemzések mutattdk, megfelel
korabbi eredményeinknek, ahol hasonlé eredményeket talaltunk a B. cinerea
funkcionalis génexpresszids profiljanak harom honap alatt térténd elemzésekor. Ez azt
mutatja, hogy az elsdsorban a B. cinerea-hoz tarsuld fonalas és élesztdgombak
funkcionalis génprofilja viszonylag allando.
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Az aromaval kapcsolatos aminosav-anyagcsere enzimek tekintetében az azonositott
enzimek tobbsége aminosavak szintézisére vonatkozott, amelyek koziil néhany
aromas, valamint aminosavbol szdrmaz6 konjugatumok. Ezen aminosavak késObbi
lebontdsa vagy tovabbi metabolikus modositasa az aromavegyiiletek kialakuldsahoz
kapcsolodik (Ardo, 2006). Az E. nigrum esetében példaul azonositottunk egy
pentafunkcionalis aroma-polipeptidet (B5807 03777), amely részt vesz az aromas
aminosavak szintézisében. Ezenkiviil aromas aminosav-transzferazt azonositottunk A.
pullulans esetében (M438DRAFT 343791), amely katalizdlja az aromas aminosavak
transzaminacidjat a megfeleld alfa-ketosavakkd. Konkrétan egy tirozin: fenilpiruvat
aminotranszferazt azonositottunk az A. alternata (CC77DRAFT _1066078) ¢s egy
aszpartat aminotranszferdzt az A. pullulans (M438DRAFT 279163) esetében,
amelyek az aromas aminosavak fenilalanin (Qian, et al., 2019) ¢és tirozin
bioszintézisében vesznek részt. A fenilalanin szdmos kellemes tonust aromavegyiilet
szintézisének eléanyaga, mint példaul a virdgos tonusu 2-fenilacetat. Tovabba a
fenilalanin a fenilpropanoidok prekurzora, és az A. alternata expresszalt
génkészletében taldlhaté cinnamilalkohol-dehidrogendz (CC77DRAFT _404246) a
fahéjalkoholt cinnamilaldehiddé alakitja, amely édes cseresznye jellegli aroméaval
rendelkezik (Budrock, 2016). A tirozin lebontdsa kellemes aromak, példaul viragos
aromak, valamint kellemetlen aromdk, koztik kémiai anyagokhoz tarsitott,
ugynevezett vegyszeres aromak kialakulasahoz vezethet (Ardo, 2006). A fenilalanin
¢s aromds szadrmazékainak szintézise mellett az enzim felelds az oxalacetat és az
aszpartat kozotti reverzibilis interkonverzioért is. Tovabba egy 3-izopropilmalat-
dehidrogenazt (M438DRAFT 313770) ¢és egy szacharopin-dehidrogenazt
(M438 DRAFT 353262) talaltunk az 4. pullulans esetében, amelyek a leucin-, illetve
a lizin bioszintézisben vesznek részt. A leucin kozismerten gylimolcsos jelleget
kolcsondz a bornak ¢és mas alkoholos italoknak. A szacharopin-dehidrogenéz
kifejezetten a 2-oxoglutarat képzédéséért felelds, amely a bor f6 karbonilvegyiilete
(Herzan, et al., 2020).

Az aminosavval kapcsolatos szarmazékok tekintetében egy glutation-hidroléz
(M438DRAFT 280042) és egy laktoilglutation-lidz (B5807 09934) volt jelen az A.
pullulans és az E. nigrum génexpresszios profiljadban. A glutation-hidrolaz a 3-
merkaptohexdn-1-ol eldanyaga, amely a bor tropusi vagy citrusos gyiimolesos
aromdjahoz tarsul. A laktolilglutation-lidz egy aldoketo reduktdzzal konjugéalva
detoxikalja a metilglioxalt. Ez utdbbi vegyiilet részt vesz a metilbutanal szintézisében,
amely a mérsékelten amilas aromaért felelds. Végil az A. pullulans esetében
azonositottunk egy antranildt-metabolizmusban részt vevd antranilat-szintizt
(M438DRAFT 335458), amely a narancsvirag aromaju metil-antranildt molekulat
szintetizalja (Li, et al., 2021).

A lipidanyagcseréhez ~ kapcsolodd ~ enzimek — tobbsége,  akarcsak @ a
nitrogénanyagcseré¢hez kapcsolodd enzimek, az aromavegyiiletek prekurzorainak,
nevezetesen a zsirsavaknak, szarmazékaiknak (észtereknek) és szteroloknak a
szintéziséhez kapcsolodik. A zsirsavak €s a hozzdjuk kapcsolodd szarmazékok
szintézisével kapcsolatban az A. alternata esetében egy hosszi szénlanct zsirsav-CoA
ligazt (CC77DRAFT 1033357) ¢és egy zsirsavszintdz béta alegységet
(CC77DRAFT 928877) talaltunk, mig az E. nigrum génkészletében egy
zsirsavszintaz alfa alegységet azonositottunk (B5807 00377) (Baekdal, et al., 2012).
A zsirsavanyagcsere szerepléi mellett egy tiolészter-dehidrataz-izomerazt
(M438DRAFT 310991), egy az észterek szintéziséért felelds pantotenat-kinazt
(M438DRAFT 366935) (Cordente, et al., 2007), egy az észterek lebontasaért felelds
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karboxil-észter-hidroldzt (M438DRAFT 363842) azonositottunk, valamint egy
feruloilészterazt (M438DRAFT 347279), amely részt vesz a hidroxifahéjsavak
felszabaditasdban észterezett formdajukbol, majd ezt kovetden illékony fenolokka
alakul, és igy hozzdjarul az aromaprofilhoz (Pérez-Jimenez, et al., 2019). Az A.
alternata  esetében (CC77DRAFT 1019990) ¢és az A. pullulans esetében
(M438DRAFT 265955) megtalalhatd mevalonat-kindz a szterolok, valamint a
terpének, példaul a geranil-difoszfat, a farnezil-difoszfait és a diterpének
geranilgeranil-difoszfat szintézis¢éhez kapcsolodik (Wedler, et al., 2015).
Hasonloképpen, az A. pullulans génkészletében taldlhaté geranil-difoszfat-szintaz
(M438DRAFT 273287), maleilacetat-reduktaz ~ (M438DRAFT 268034)  és
monoterpenil-glikozilteranszferaz (M438DRAFT 316845) is részt vesz a terpének
szintézisében (Li, et al., 2017). A terpének az illékony vegyiiletek egyik legfontosabb
csoportja, amelyek hozzajarulnak a borsz6ld jellemzd aromaprofiljahoz. Az Osszes
lipidanyagcseréhez kapcsolddd enzim koziil csak egy enzim, nevezetesen az A.
pullulans-bol szarmazé ERG20 farnezil-difoszfat-szintaz (M438DRAFT 269366)
jérul hozzéd kozvetleniil az aromahoz a rotundon, egy borsszerli aromaval térsitott
vegyiilet képzddésével (Siebert, et al., 2008).

Az aminosav- ¢és lipidanyagcserével kapcsolatos enzimekhez hasonldan a szénhidrat-
anyagcserével kapcsolatos enzimeket is azonositottunk, amelyek hatdssal vannak az
aroma prekurzor vegyiiletek képzddésére, nevezetesen egy glikozid-hidrolazt
(M438DRAFT 317847), piruvatdekarboxilaz (M438DRAFT 346971) és piruvat-
dehidrogenaz (M438DRAFT 348965), valamint prefenat-dehidrataz
(M438DRAFT 326681) az A. pullulans esetében, valamint egy foszfogliikomutaz
(B5807 _00578) az E. nigrum esetében. A glikozidhidroldz glikozidokat képez,
amelyek az aroma ilyen jellegli kémiai tartalékait képezik. A piruvat-dehidrogenaz
acetatot képez, amelyet a piruvatdekarboxilaz acetaldehiddé alakit at (Neuser, et al.,
2000), amely vegyiilet a bor teljes aldehidtartalmanak 90%-at teszi ki, és gytimdlcsds
aromaval tarsul. A prefenat-dehidrataz a prefenatot fenilpiruvatta alakitja at, amely ezt
kovetden 2-feniletanolla alakul, amely az erjesztett élelmiszerek virdgos és mézes
aromdjaért felelds. Kimutattdk, hogy a Saccharomyces cerevisiae génexpresszids
profilja alkoholos erjedés kdzben a foszfogliikomutdz katalizalja a hex6z anyagcsere
egyik kulcsfontossagt 1épését, amely fontos illdanyagok prekurzorai lehetnek,
amelyek az alkoholos erjedés soran fontos hozzajarulast jelenthetnek a bor
aromdjahoz. Az illésavak azonban tilzott mennyiségben kellemetlen, ecetszerti illatot
okoznak (Reiter, et al., 2021).

A szénhidrat-anyagcseréhez kapcsolodd, aromaval kapcsolatos enzimek koziil a
jelenlegi vizsgélatban tobb olyan enzimet azonositottunk, amelyek részt vesznek a
citrat-anyagcserében ¢és a kapcsolddé malolaktikus erjedésben, nevezetesen egy citrat-
szintazt az A. alternata  (CC77DRAFT 250650), az A. pullulans
(M438DRAFT 294441), az E. nigrum (B5807 _06716), emellett egy I-laktat-
dehidrogendaz az A. alternata (CC77DRAFT 285449) ¢és az A. pullulans
(M438DRAFT 292234), és egy malat-dehidrogenaz (B5807 02946), malanenzim
(B5807_05369) acetolaktat-szintaz az A. alternata (CCT7TDRAFT 285449) és az A.
pullulans (M438DRAFT 292234), valamint egy malat-dehidrogenaz (B5807 _02946),
malanenzim (B5807_05369) acetolaktat-szintaz az A. pullulans
(M438DRAFT 264767) ¢és E. nigrum (B5807 00488), illetve egy aldehid-
dehidrogenaz az A. pullulans (M438DRAFT 282832) és E. nigrum (B5807 0481)
esetében. A citrat és a malolaktikus erjedéshez kapcsolédd enzimek diacetilhez és
diacetilszarmazékokhoz kapcsolédnak, amelyek fontos aromavegyiiletek, ¢és
hozzajarulnak a bor "vajas" aromajahoz (Bartowsky & Henschke, 2004). Amellett,
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hogy hozzdjarulnak a borok altaldnos aroma- és izprofiljahoz, a szerves savak és
karbonsavszarmazékaik anyagcseréje hatdssal van a bor eredd Osszes sav-bazis
kémidjara és pH-janak valtozasara (Vicente, et al., 2022), alkoholtartalmara, szinére
¢és stabilitdsara, ami befolyasolja a bor érzékszervi tulajdonsagait és altalanos
mindségét. Tovabba a szerves, illetve a karbonsavak antioxidans tulajdonsagokkal is
rendelkeznek, amelyek jotékony hatdssal vannak az emberi egészségre, ¢és segitenek
megvédeni a bor aromds vegyiileteit az oxidaciotol és az azt kovetd iz- és
aromavesztéstol (Papadopoulou & Roussis , 2008). A korabban emlitett, a szerves
savak metabolizmusaban részt vevé enzimek mellett egy izocitrat-dehidrogenazt
(CC77DRAFT 1056855) és egy izocitrat-liaz (H) (M438DRAFT 343020) enzimet
azonositottunk az A. alternata (CC77DRAFT 1056855) ¢és az A. pullulans
(M438DRAFT 343020) esetében, mindkettd antioxidans hatast (Benhar et al., 2012),
amely védi a bor aromas vegyiileteit az oxidaciotol.

Az antioxidéns tulajdonsagok tekintetében az A. pullulans esetében glutamat-cisztein-
liazt (M438DRAFT 342907) ¢és hidroxi-acilglutation-hidroldz/glioxildaz ~ II-t
(M438DRAFT 273852), gamma-glutamil-ciklotranszferazt (M438DRAFT 323211)
azonositottunk, amelyek a glutation-anyagcseréhez tartoznak. A glutamat-cisztein-
ligz a glutation-bioszintézis sebességkorlatozd enzime, a hidroxi-acilglutation-
hidrolaz/glioxilaz II katalizalja az S-D-laktoilglutation hidrolizisét glutationbol és d-
tejsavbol (Junior, et al.,, 2021), a gamma-glutamil-ciklocikotranszferazok pedig
szamos, glutationhoz konjugélt vegyiilet katabolizmusaban vesznek részt. Erds
antioxidans képességeit kiegészitve a glutationrdl kimutattak, hogy gatolja szamos
illoanyag, példaul az izoamil-acetat, etil-hexanodt, etil-oktanoat, etil-dekanoat és a
linalool csokkenését a Debina borban a tarolas soran (Papadopoulou & Roussis ,
2008). Tovabba a sauvignon blanc borokban jelen 1€vé szdmos jellegzetes iz- és
illatanyag a C5/C6- glutation-konjugatumokbol vagy azok katabolizalt
szarmaz¢kaibol ered.

A borok alkoholkoncentracidja dontd jelentdségii. Jelen tanulmanyban egy galaktoz-
oxidazt (M438DRAFT 276942) azonositottunk az 4. pullulans génkészletében, amely
katalizélja a primer alkoholok oxidéciojat tobb vegyiiletté, koztiikk aldehidekké. Ez
utdbbi folyamat amellett, hogy fontos hatdssal van az alkoholkoncentraciora, a bor
aromajanak ¢és izének kialakulasaban is fontos szerepet jatszik. Hasonloképpen, egy
glicerin kinazt és egy 6-foszfogliikonolaktondzt (B5807 08165) talaltunk az A.
alternata (CCTTDRAFT 76448) és az E. nigrum (B5807 _01031) fajok esetében,
amelyek a glicerin metabolizmuséért/lebontasaért felelések (Wang, et al., 2020).
Szamos olyan enzim mellett, amelyeknek az aroméhoz és az antioxidans aktivitashoz
vald hozzéjaruldson kiviil mas funkcionalis szerepiik is van, azonositottunk néhany
olyan enzimet, amelyek a borban 1évé potencidlisan mérgezd vegyiiletek
méregtelenitésében és az izek megoérzésében jatszanak szerepet. Az A. alternata
(CC77DRAFT 1003962) és az E. nigrum (B5807 _08147) génkészletében talalhato S-
formilglutation-hidroldz hozzéjarul a formiat-szarmazék vegyiiletek képzddéséhez,
amelyeknek oxidalt almas jellegli aromaja van (Kelebek & Selli, 2011), de a bor
méregtelenitésében is szerepet jatszanak, a formaldehidet formiatta alakitva. Tovabba
az A. pullulans-bol szdrmaz6 kynureinaz (M438DRAFT 265743) felelds a kynurenin
antranilsavva torténd lebontasaért, €s a bornak tipikusan hibas "6regedd" izt kdlesonodz
(Hoenicke, et al., 2002).

A fejezetben tehat részletesen elemeztiik azokat a feldiisult anyagesereutvonalakat,
amelyek hatassal vannak a boraromat meghataroz6 bogyodsszetevd komponensekre.
Szamos ilyen folyamatot azonositottunk amelyekrdl az M4 melléklet tartalmaz egy
részletes tablazatos Gsszesitést.

78



8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Tudomésom szerint, a jelen doktori értekezésem és a hozzéa kapcsolodo publikaciok
azok az els6 tanulmanyok, amely részletesen leirjak a B. cinerea és az aszibogyon
megtalalhatd mas gombak hatdsdt a sz6ldbogyd fizikai, kémiai és biologiai
tulajdonsagaira a gombak altal expresszalt funkcionalis géneken keresztiil, szabadfoldi
koriilmények kozott. Kutatdsom részletesen vizsgalta azt, hogy a Botrytis cinerea
sziirkerothadds €és nemesrothadas esetén milyen lebontd folyamatok altal képes
megvaltoztatni a sz616bogyd texturdjat és hogyan jarul hozza a sz6l6bogyodk kémiai
Osszetételéhez. Vizsgaltam a Botrytis okozta nemesrothadds folyamat kiilonbdzo
fazisaiban megjelend legfontosabb funkcionalis gének szerepét és dinamikéjat. A
Botrytis cinerea mellett megjelend legfontosabb fonalasgomba és ¢lesztéfajok
szerepét is elemeztem sziirkerothadasos és nemesrothadasos bogydk esetén. Emellett
vizsgaltam azt, hogy ezek a gombak miként jarulnak hozza a sz616bogy6 boraromat
meghataroz6 0sszetevdinek valtozasahoz. Munkdm sordn a kdvetkezd ) tudomanyos
eredményeket fogalmaztam meg:

1. tézis

A nemesrothadas ¢és sziirkerothadés sordn a B. cinerea a bogyofertdzés elsd 1épéseként
a szO0lébogyo héjanak lebontasaért felelds géneket fejezi ki, majd a koérokozo
dominancidjat és a bogy6 feliiletének és belsd szoveteinek kolonizacidjat eldsegitd
géneket expresszalja. Ezek a gének nemesrothadas esetében aktivabbnak,
szignifikdnsan nagyobb abundancidjinak hatdroztam meg, mint sziirkerothadas
esetében.

2. tézis

A Botrytis cinerea expresszalt funkciondlis génjei, nemesrothadds soran
szignifikdnsan feldusult utvonalakat mutattak olyan, az aszisodds szempontjabol
elény0s biokémiai valtozasok esetében, mint a cukor- és fehérjetartalom novekedése,
valamint az Gn. botritiszes boraromat meghataroz6 prekurzor molekulak bioszintézise,
mig szlirkerothadds esetében, €s a novényi védekezési valaszok kijatszdsara és
fitotoxikus vegytiletek eldallitasara szolgald géneket fejez ki.

3. tézis

A Botrytis cinerea altal expresszalt gének az aszisodds kezdeti szakaszaban a
szénhidrat lebontashoz kapcsolddd utvonalak lebontd 1épései szignifikansan
feldisulnak, amelyek a bogyohéj szerkezetének valtozdsdhoz jarulnak hozza, mig az
aszusodas késobbi szakaszdban feldisult anyagesere Uitvonalak lehetdvé teszik, hogy
a Botrytis cinerea kolonizalja a sz6l6bogyot (,,szulfat anyagcsere”, lebontds) és
dominaljon annak mikrobidtajaban (,,antimikrobialis anyagok bioszintézise”).

4. tézis

Munkdm soran az aszibogyoén a B. cinerea mellett legnagyobb gyakorisdggal
eléforduld gombdk metabolikus aktivitasat vizsgaltam, Ggy, mint az A. alternata, E.
nigrum fonalasgombdak, valamint az A. pullulans és R. graminis élesztok.
Megmutattam, hogy a nemesrothadés soran ezeknek a mikrobaknak jelentds szerepiik
van az aszusodas folyamatdban mivel nagyszamu gént felszabdlyozottan
expresszalnak (899 gén), mig sziirkerothadas soran joval kevesebbet (15 gén).

79



5. tézis

Tanulmanyom soran leirtam az A. alternata, A. pulullans, E. nigrum €s R. graminis
altal expresszalt legfontosabb aminovas-, lipid- és szénhidratanyagcseréhez tartozo
feldisult utvonalakat, melyek olyan prekurzormolekuldk szintézisét aktivaljak,
amelyek hozzajarulnak az asziiborok érzékszervi tulajdonsagaihoz, valamint azok
¢lelmiszeripari mindségéhez ¢és biokémiai stabilitasahoz.

80



9. OSSZEFOGLALAS

A célkitlizések két alfejezetet tartalmaz. Az elsé alfejezet a Botrytis cinerea
aszusodasban és sziirkerothadasban bet6ltott szerepét taglalja, mig a masodik alfejezet
a Botrytis mellett megtalalhat6 egyéb gombak jelenlétét és hatdsukat vizsgélja. Az elsd
alfejezet nyolc, mig a masodik hét hipotézist tartalmaz.

Az irodalmi attekintésben bemutatasra keriilt a B. cinerea bioldgidja, taxondmiai
besorolasa, é¢letciklusa, fertézési utvonala. A fejezetben a koérokozd patogenezise
altalinos modon keriilt bemutatasra. A fejezet foglalkozik a Botrytis cinerea
fenotipusos valtozatossadgaval is. Bemutatésra keriil az asziisodas négy fazis modellje,
a vilag nemesrothadassal érintett borvidékei, kiemelten a Tokaj-hegyalja borvidék és
az ott termelt aszuborok. A bioldgiai modszertani fejezetben a kiilonbozé a kutatés
soran alkalmazott molekularis bioldgiai médszerek altaldnos bemutatasaval és azok a
jelenkori gyakorlatban torténd alkalmazéasaval foglalkozunk.

Az irodalmi attekintésben kitériink a Botrytis mellett megtaladlhatdé egyéb
mikroorganizmusokra, azok bogydmikrobidtdban betoltott lehetséges szerepére,
valamint azokra az eredményekre, amelyet a Botrytis cinerea patogenezis proteomikai
¢s transzkriptomikai markereirdl kozoltek, valamint olyan transzkriptomikai
tanulmanyok kozolt eredményeire is, amelyek a kiilonboz6 torzsek tulajdonsagait
vizsgaljak.

Az ,,Anyag és modszer” cimil fejezetben bemutattam a mintavételi helyet és a
mintagyljtés modjat, az alkalmazott laboratoriumi moddszereket, a DNS ¢és RNS
kivonatoldsanak modszertanat. A kovetkezd szakaszban a bioinformatikai
modszertant részletezziik, majd a fejezet utolsod részben a haldzatelemzési modszer
részletei keriilnek kifejtésre és bevezetésre keriil egy 1j fogalom az NRCM modul
kifejezése.

Az eredményeket bemutat6 fejezetben részletesen kifejtésre kertil a szlirkerothadas és
nemesrothadas kozotti, a bogyd mikrobiotdjaban megmutatkozo kiilonbség. Ez alapjan
valasztottuk ki azokat a Botrytis-t0l kiillonboz6 nemzetségeket, amelyeket a késébbi
fejezetben vizsgalunk a tekintetben, hogy hogyan jarulnak hozza az Botrytis cinerea
patogeneziséhez és a sz016bogyo kémiai Gsszetételéhez. A gének mennyiségi leirasan
tul azok biokémiai szerepiikre is kitériink, méghozza a szénhidrat-, lipid- és fehérje
anyagcserét illetben, valamint a masodlagos metabolitok bioszintézisének
vonatkozasaban. A kdvetkez0 alfejezet a nemesrothadés négyfazis modelljén alapulo
leirasat transzkriptomikai szemszogbdl vizsgalja. Az aszGsodas folyamatanak
szakaszaiban expresszalt gének funkcioi, és azok kapcsolata a sz616bogydk fizikai és
kémiai tulajdonsagaival keriilnek targyalasra. Bevezetésre és meghatarozasra keriilnek
az NRCM modulok és kimutatjuk azok kapcsolatit az asziisodas folyamataval. A
kovetkezd alfejezetben a széles korben elterjedt és hasznalatos bioinformatikai
modszerek segitségével elemezziik az aszsodas folyamatat és meghatarozzuk a
szignifikansan feldusult biokémiai Utvonalakat. A kovetkezd alfejezet a sziirke és
nemesrothadas tipusok kozotti funkciondlis génprofilban talalhato kiillonbségeket
részletezi, mégpedig leirja a feliil és alulszabalyozott Gitvonalakat a két rothadastipus
¢s a vizsgalt két mintagyiijtési honap (szeptember és oktdber) kozott, valamint
meghatdrozza az ezekben szignifikansan jelenlévé GO terminusokat is.

Az eredményeket leird fejezet kovetkezd szakaszéban ratériink a Botrytis cinerea
mellett eléforduld legjelentdsebb gombak szerepére, amelyek transzkriptomikai
profiljat el6szor mennyiségi statisztikai szempontok szerint elemezziik. Annotalasra
keriilnek a kivalasztott gombanemzetségeket beliil elérhetd egy-egy jO mindségii
referenciagenommal rendelkezd faj esetében, és az igy meghatarozott géntablazat
alapjan vizsgaljuk, hogy a nemes- és a sziirkerothadas kozott milyen kiillonbségeket
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talalunk. A kovetkezd alfejezet a sziirke- és a nemesrothadds kozotti funkcionalis
kiilonbségekkel foglalkozik e négy egyéb faj esetében, valamint virulencia blast,
génontologia és utvonal feldusulas elemzés segitségével irjuk le ezeknek a gombéaknak
a funkciobeli kiilonbségeit a kiilonb6zd rothadéas tipusok és vizsgalt mintavételi
honapok kozott.

A kovetkezd szakaszban az aszisodas négy fazisa soran meghatdrozott, a kivalasztott
egyéb gombdk 4ltal expresszalt gének mennyiségi statisztikai elemzését kozoljiik,
melyben soran egyértelmii és fontos eredmény az, hogy ezek a mikrobdk az asziisodas
késoi szakaszaban jatszanak fontos szerepet. A tobbi referenciagenomhoz annotalt
gének bevondsaval is elvégezziikk a koexpresszios héalozatelemzést, &m ebben az
esetben ez a modszer nem segit a funkciondlis gének kisebb klaszterekbe valo
rendezésében, ugyanis az egy¢b gombak altal expresszalt gének joforman egy nagy
klasztert alkotnak. Ezutdn az altalanosan hasznalt differencidlis génexpresszios
elemzés, génontoldgiai elemzés €s Gtvonal feldusulési elemzés eredményeit kozoljiik.
Az értekezés egy nagyon fontos eleme a vizsgalt gombak boraroméra gyakorolt
hatasanak vizsgalata, melyet transzkriptomikai mddszerekkel ugyan csak feltételesen
tehetiink meg, am ezek az eredmények szdmos tovabbi proteomikai vagy
metabolomikai kutatds kiindulopontjaul szolgdlhatnak. Az értekezésben kozoljiik
azokat a szignifikansan feldusult tvonalakat és hub-géneket, amelyek feltételezhetéen
hatassal vannak az aszibogy6 kémiai Osszetételére és ezaltal a beldle késziilt bor
aromdjara is. Az eredmények kozlésekor kitériink a feltételezheté biokémiai
folyamatra és arra, hogy az miként érinti az asziborok aromajat.

A kovetkeztetések cimill fejezetben az elsd szakaszban a Botrytis cinerea
génexpresszid bogyofizikai és kémiai paraméterekre gyakorol lehetséges hatasat
vizsgaltuk. Olyan a bogyohéj lebontidsaban szerepet jatszd enzimeket taldltunk,
amelyek az asziisodas ¢és a sziirkerothadas soran kiilonb6zé modon fejezddnek ki, igy
kiilonboz6 fizikai valtozasok mennek végbe a két rothadasi tipusu bogydkon. A
kovetkezd szakaszban a poliferacioval foglalkoztunk, majd azoknak a géneknek a
szerepét irtuk le, amelyek a szénhidratanyagcserében és a fehérjeanyageserében
jatszanak szerepet. Részletesen foglalkoztunk a masodlagos metabolitokkal, amelyek
a szulfat anyagcsere koztes termékei és az oxidativ stresszre adott mikrobidlis valaszt
kédold gének funkciondlis leirdsat tartalmazza. Boraszati szempontbdl kiemelt
fontossagu a glutation termelés, amely nem csak a sejtosztddas esetén jelentds, hanem
szabad forméban vald jelenléte hozzajarul a borok érzékszervi tulajdonsagaihoz.
Fontos, a bogyomikrobidtat erésen befolydsold tényezé a pofirinvegyiiletek és az
antimikrobialis vegyiiletek bioszintézise, amelyet ebben a fejezetben targyaltunk.

A kovetkez6 alfejezet a Botrytis cinerea génexpresszids eredményeinek értelmezését
targyalja kiilonboz6 rothadési tipusok esetében. Varakozéasaink szerint azt talaltuk,
hogy a sziirkerothad4sos bogyok valamivel magasabb abundanciat mutattak, mint a
nemesrothadasos bogyok, am ez valdszinlileg a nagyobb biomassza tomegnek
koszonhetd. Amennyiben a teljesen aszusodott bogyoallapotot, azaz a IV. fazist
hasonlitjuk 6ssze kiilonbozé honapok esetében azonositott szignifikdnsan feldusult
utvonalakat azt kapjuk, hogy a vizsgalt honapok kiilonbséget mutatnak, méghozza
oktdber esetében tobb olyan utvonalat azonositottunk, amely az antagonista
virulenciafaktorokhoz, a borészatilag fontos poliszaharidok lebontasdhoz, a fehérje
anyagcseré¢hez és a masodlagos anyagcseretermékek bioszintéziséhez kothetd. Ebben
a fejezetben foglalkozunk a poliszaharid anyagcsere esetében azonositott feldusult
utvonalakkal, az acetat és etanol biokémiai szerepével a virulenciafaktorok részletes
leirasaval és az antimikrobialis hatasii metabolitok esetleges szerepével. Ez utobbi a
nemesrothadas esetében van jelen, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ebben a
rothadasi tipusban az egyszerli termésvesztést 0kozo teljes ndovényiszovet lebontéstol
¢s felhasznalastol eltérd, komplexebb viselkedést mutat a Botrytis cinerea.
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A kovetkezd alfejezetben a Botrytis cinerea mellett, a DNS vonalkddelemzés alapjan
azonositott legfontosabb gombanemzetségek génexpresszidjat vizsgaltuk, egy-egy jol
dokumentalt referencia fajon keresztiil. Ezek a fajok az Alternaria alternata, az
Aureobasidium pulullans, az Epicoccum nigrum €s a Rhodotorula graminis voltak. Az
alapvetd statisztikai eredményekbdl levonhato legfontosabb kovetkeztetés az, hogy
ezek a gombak leginkabb a IV. fazisban vannak jelen, itt aktivak, igy az aszsodas
korabbi fazisaiban szerepiik elhanyagolhatonak tekinthetd. Funkciodikat tekintve
alapvetd jelentdségli a poliferaciojuk, a szénhidratanyagcserével kapcsolatos
aktivitasuk, amelyek koziil legjelentdsebbek az acetat, a glioxilat és az oxalacetat
anyagcsereutvonalak funkcionalis génjei. A hozzajuk kapcsolodd fehérjeanyagcsere
esetében a piruvathoz ¢és argininhez kotheté tUtvonalak mutattak szignifikans
feldasulast.

Ennek a fejezetnek az egyik legjelentdsebb témakore a sz6ldben taldlhatod
aromaanyagokkal kapcsolatos funkcionalis gének jellemzése. Szamos olyan ezekhez
a gombakhoz tartozo feldusult utvonalat azonositottunk, amely hozzajarulhat az
aszusodott borok aromdjahoz, am transzkriptomikai elemzésrdl 1évén szé ezek
tényleges mennyisége a modszeriink alapjan nem meghatarozhatd. A legjelentdsebb
feldusult utvonalak az észter-propanoat prekurzorok bioszintézisét eredményezdk, a
zsirsav szintézis és az antagonista interakcios gének klasztere voltak. Ellentétben mas
gombafajokkal Botrytis cinerea esetében kizarolag gazdandvény-gomba interakciods
utvonalakat azonositottunk szignifikdnsan feldiisultnak, mig a tobbi vizsgalt gomba
esetében a mikroba-mikroba kdlcsonhatast kodold gének is szignifikansan feldiisultak
voltak.

A fejezet tovabbi részében konkrétan kitériink a vizsgélt gombak boraromara hatast
gyakorlo funkciondlis génjeinek targyaldsara, melyek koziil els6ként az aminosav
anyagcserében szerepet jatszd legfontosabb utvonalakat részletezziik. Kitériink az
aromas aminosavak szintézisére, az aminosav transzferazok szerepére. Jelentds lehet
a fenilalanin anyagcsere esetében azonositott cinnamilalkohol bioszintézis utvonal,
valamint a tirozin €s leucin anyagcsere, amely kiillonb6zd virdgos és gyiimolesos
aromak megjelenésében jatszanak szerepet a bordszatban. Az aminosav anyagcsere
egyik eleme az antranilat metabolizmus, amely narancsvirag illattal azonosithat6 a
borokban.

A lipidanyagcsere koztitermékei is fontos aromaképzd vegyiilet prekurzorai, melyek a
kiilonbozd észterek ¢és szterolok. Ezekkel a lehetséges aromaprekurzorokkal
kapcsolatos feldusult utvonalakat irtunk le ebben a fejezetben. A lipidanyagcsere
esetében fontos megemliteni a rotundont tartalmazé anyagcsereutvonalat, amely
borsszerli aromat ad a borokhoz.

A kovetkezd szakaszban a gombafajok szénhidratanyagcserével kapcsolatos
funkciodival foglalkoztunk, amelyek koziil a malolaktikus fermentacidval kapcsolatos
gének jelentdsek, melyek aktivitdsa megnovelheti a diacetil jelenlétét a borokban,
mely vajas izt eredményez. A pozitiv érzékszervi tulajdonsdgot add Osszetevok
bioszintézisét eredményezd feldisult Utvonalak mellett borhibdkat eredményezd
utvonalakat is talaltunk, mint példaul a formiat szintézis, amely oxidalt izt
eredményezhet.

A kovetkezd fejezetben az értekezés uj tudomanyos eredményei keriiltek bemutatasra,
amelyeket Ot tézis formajaban kozliink. Az értekezés tovabbi részét képezik az
Osszefoglalas magyar és angol nyelven, a hivatkozéasok listdja, az egyéb mellékletek
¢és végiil a kdszonetnyilvanitas.
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10. SUMMARY

The objectives are presented in two sub-chapters. The first sub-chapter discusses the
role of Botrytis cinerea in grey rot and noble rot, while the second sub-chapter
examines the presence and impact of other fungi besides Botrytis. The first subchapter
contains eight hypotheses, while the second subchapter contains seven hypotheses.

In the literature review, the biology, taxonomic classification, life cycle and infection
pathways of B. cinerea are presented. The pathogenesis is presented in general terms
in this chapter. The chapter also deals with the phenotypic diversity of Botrytis cinerea.
The four-phase model of noble rot is presented, the wine regions of the world affected
by noble rot, with special emphasis on the Tokaj-Hegyalja wine region and the asza
wines produced there. In the chapter on biological methodology, a general introduction
to the various molecular biological methods used in research and their application in
current practice is given.

In the literature review, other microorganisms besides Botrytis, their possible role in
the berry microbiota, the results published on proteomic and transcriptomic markers
of Botrytis cinerea pathogenesis, and the published results of transcriptomic studies
on the properties of different strains are discussed.

In the chapter "Materials and methods", I describe the sampling site and method of
sample collection, the laboratory methods used, the methodology for DNA and RNA
extraction. In the next section, the bioinformatics methodology is detailed, and in the
last section of the chapter, the details of the network analysis method are explained
and a new concept of the NRCM module is introduced.

In the next section of the chapter describing the results, we turn to the role of the most
important fungi besides Botrytis cinerea, whose transcriptomic profiles are first
analyzed from a quantitative statistical point of view. Annotations are made for the
selected genomes available within each of the selected genomes for a species with a
good quality reference genome, and the resulting gene table is used to investigate the
differences between the noble and the grey rot. The next subsection will address the
functional differences between grey and noble rot in these four other species, and use
virulence blast, gene ontology and pathway enrichment analysis to describe the
functional differences of these fungi between the different rot types and sampling
months studied.

In the next section, we report quantitative statistical analysis of the genes expressed by
selected other fungi during the four stages of the rot, with the clear and important result
that these microbes play an important role in the late stages of the rot. Co-expression
network analysis is also performed by including genes annotated to other reference
genomes, but in this case this method does not help to sort functional genes into smaller
clusters, since genes expressed by other fungi form a large cluster. We then report the
results of the commonly used differential gene expression analysis, gene ontology
analysis and pathway enrichment analysis.

A very important element of the thesis is the investigation of the effect of the fungi
studied on wine aroma, which can only be done conditionally by transcriptomic
methods, but these results could serve as a starting point for many further proteomic
or metabolomic studies. In this thesis, we will identify significantly enriched pathways
and hub genes that are thought to affect the chemical composition of aszl1 berries and
thus the aroma of the resulting wine. The results will be reported in the context of the
putative biochemical process and how it affects the aroma of aszli wines.

In the conclusions section, the possible impact of Botrytis cinerea gene expression on
berry physical and chemical parameters was firstly discussed. Enzymes involved in
the degradation of the berry skin were found to be expressed differently during noble
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and gray rot, resulting in different physical changes in the two types of berries. In the
next section, we dealt with proliferation and then described the role of genes involved
in carbohydrate metabolism and protein metabolism. Secondary metabolites, which
are intermediates of sulphate metabolism and genes encoding the microbial response
to oxidative stress, were discussed in detail. Of particular importance from an
oenological point of view is the production of glutathione, which is not only important
for cell division, but its presence in free form contributes to the organoleptic properties
of wines. An important factor strongly influencing the berry microbiota is the
biosynthesis of porphyrin compounds and antimicrobial compounds, which is
discussed in this chapter.

The next subchapter discusses the interpretation of Botrytis cinerea gene expression
results for different rot types. As expected, we found that the grey rot berries showed
slightly higher abundance than the noble rot berries, but this is probably due to the
higher biomass mass. If we compare the significantly enriched pathways identified for
the fully matured berry stage, i.e. phase IV, for different months, we find that the
months studied show differences, with more pathways identified for October, which
are related to antagonistic virulence factors, degradation of oenologically important
polysaccharides, protein metabolism and biosynthesis of secondary metabolites. In this
chapter, we address the enrichment pathways identified for polysaccharide
metabolism, the biochemical role of acetate and ethanol in virulence factors with a
detailed description of the potential role of antimicrobial metabolites. The latter is
present in the case of noble rot suggesting that in this type of rot Botrytis cinerea
exhibits a more complex behavior than the simple breakdown and utilization of whole
plant tissue causing yield loss.

In the following subsection, the gene expression of the most important genomic
associations identified by DNA barcoding analysis, in addition to Botrytis cinerea, was
investigated using a well-documented reference species. These species were
Alternaria alternata, Aureobasidium pulullans, Epicoccum nigrum and Rhodotorula
graminis. The main conclusion to be drawn from the basic statistical results is that
these fungi are mostly present and active in stage IV, so that their role in the earlier
stages of enrichment can be considered negligible. In terms of their functions, their
proliferation and carbohydrate metabolism activities are of fundamental importance,
the most significant being the functional genes for the acetate, glyoxylate and
oxaloacetate metabolic pathways. For their associated protein metabolism, the
pyruvate and arginine pathways showed significant enrichment.

One of the most important topics of this chapter is the characterization of functional
genes related to aromatic compounds in grapes. We have identified several enriched
pathways associated with these fungi that may contribute to the aroma of the aszu
wines, but as a transcriptomic analysis, the actual amount of these pathways cannot be
determined by our method. The most significantly enriched pathways were those
leading to biosynthesis of ester-propanoate precursors, fatty acid synthesis and a
cluster of antagonist interaction genes. unlike other fungal species, only host-fungus
interaction pathways were identified as significantly enriched in Botrytis cinerea,
while genes encoding the microbe-microbe interaction were also significantly enriched
in the other fungi studied.

In the remainder of this chapter, we will discuss specifically the functional genes of
the fungi studied that affect wine aroma, firstly the most important pathways involved
in amino acid metabolism. The synthesis of aromatic amino acids and the role of amino
acid transferases will be discussed. The cinnamyl alcohol biosynthesis pathway
identified for phenylalanine metabolism, as well as tyrosine and leucine metabolism,
which play a role in the appearance of various floral and fruity aromas in wine, may
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be of importance. One element of amino acid metabolism is anthranilate metabolism,
which is identified in wines with orange blossom aroma.

Intermediates of lipid metabolism are also important flavor precursors, which are
various esters and sterols. Enriched pathways related to these potential aroma
precursors have been described in this chapter. In the case of lipid metabolism, it is
important to mention the metabolism pathway involving rotundone, which adds a
peppery aroma to wines.

In the next section, the functions of fungal species related to carbohydrate metabolism
were discussed, of which the genes related to malolactic fermentation are significant,
whose activity can increase the presence of diacetyl in wines, resulting in a buttery
taste. In addition to the enriched pathways leading to biosynthesis of compounds with
positive organoleptic properties, we also identified pathways leading to wine defects
such as formate synthesis, which may result in oxidized flavors.

In the next chapter, the new scientific results of the thesis are presented in the form of
five theses. The rest of the thesis includes a summary in English and Hungarian, a list
of references, other appendices and finally the acknowledgements.
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M2. Az RNS kivonatoldsi protokoll részletes leirasa

- A sz6l6bogyd-mintat kerdmia mozsarral poritsuk be folyékony nitrogén
fuirdében, fazisonként az alabbiak szerint:

1.fazis: 0,8g
2.fazis: 0,6g
3.fazis: 0,4g
4. fazis és sziirkerothadt minta: 0,2g

- Egy 50 ml-es centrifugacsében adjuk a mintahoz az elémelegitett (65 °C)
2%-0s CTAB extrakcids puffert: 20 ml

2%-0s CTAB extrakcids puffer 6sszetétele (500 ml oldathoz):
- CTAB (cetiltrimetil-ammoénium-bromid) : 10 g

-2M NaCl : 58,45 g

- 100 mM Tris-HC1 : 7,875 g

- 20 mM EDTA (etiléndiamintetraecetsav) : 3.75 g

- 2,5 % PVP-40 (polivinil-pirrolidon) : 12,5 g

- Allitsuk be a pH-t 8-ra | M NaOH-val

- Spermidin : 0,25 g

- Adjunk hozzé 10 % (2 ml) merkaptoetanolt.
- Inkubaljuk 65 °C-on 10 percig - percenként roviden vortexeljiik.

- Adjunk hozza azonos térfogatt (20 ml) kloroformot:izoamilalkoholt (24:1),
és tobbszor rovid ideig vortexeljiik.

Kloroform / izoamilalkohol (24:1 v/v) dsszetétele (500 ml oldathoz):
- 480 ml kloroform
- 20 ml izoamilalkohol

- Centrifugaljuk 4 °C-on 21 000 g-n 30 percig.

- A feliiliszobol 10 mL-t tegylink at egy uj 50 ml steril centrifugacsdbe, €s
adjunk hozza ugyanannyi (10 mL) kloroform:izoamilalkohol (24:1)
keveréket, majd tobbszor rovid ideig vortexeljiik.

- Centrifugaljuk 4 °C-on 21 000 g-n 30 percig.

- A feliiliszobol 5 ml-t tegyiink at egy 0j centrifugacsébe. Adjunk hozza 500 pl
(1:10 natrium-acetat 3M NaOAc) oldatot. Adjunk hozza 3 mL -20 °C-os
60%-o0s izopropanol oldatot. Roviden vortexeljiik, és 30 percig taroljuk -80
°C-on.

- Centrifugaljuk a nukleinsav (RNS) pelletek dsszegytijtéséhez 4 °C-on 21 000
g-n 30 percig.

- Tavolitsuk el a feliilisz6t (pipetta segitségével) teljesen, és mossuk ki a
megmaradt nukleinsav pelleteket 5 mL (80 %-os) etanollal.
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- Centrifugaljuk 4 °C-on 21 000 g-n 15 percig.

- Téavolitsuk el (pipettaval) a feliiltiszot teljesen.

- A csapadékot steril fiilke alatt szaritsuk meg.

- Oldjuk fel a szaritott csapadékot 800 ul TE-pufferben. Az RNS a
centrifugacsd falahoz tapadhat. Kaparjuk a pipetta hegyével a centrifugacsé
faldhoz, hogy levaljon. Pipettazzunk tobbszor, hogy homogenizalja az

elegyet. Toltsiik at egy 01j 2 ml-es eppendorf-csdbe.

- Adjunk hozzé azonos térfogatt, 800 ul 8M LiCl-t (16,96 g poritott LiCl 50
ml-re feloldva vizzel), és taroljuk egy éjszakan at - 20 °C-on.

- Centrifugaljuk 4 °C-on 21 000 g-n 45 percig.
- Dobjuk el (pipetta segitségével) a feliiluszot.

- Mossunk 500 pl 80 %-o0s -20 °C-os etanollal, és centrifugaljuk 4 °C-on 21
000 g-n 5 percig.

- Téavolitsuk el a maradék alkoholt, centrifugaljunk még egyszer, és tavolitsuk
el a maradék alkoholt (pipetta segitségével).

- Széritsuk meg a csapadékot steril fiilke alatt.

- Szuszpendaljuk a pelletet 175 ul RNazmentes vizben, és melegitsiik két
percig 50 °C-on.

- Adjunk hozza 20 ul DNéaz puffert (RDD) és 5 ul DNasel-t, vortexeljiik és
forgassuk meg.

- Inkubaljuk 37°C-on 20 percig.
- Adjunk hozzé 200 pl izopropanolt, majd vortexeljiink és forgassuk dssze.
- Taroljuk 60 percig -20°C-on

- Centrifugaljuk 4°C-on 21 000 g-n 50 percig, és dobjuk el a feliilluszot (pipetta
segitségével).

- Mossunk 500 pl 80%-0s -20 °C-os etanollal és centrifugaljunk 21000 g-n 5
percig.

- Téavolitsuk el az alkoholt, és ismételjilk meg a 28. 1épést.
- Széritsuk meg a csapadékot steril fiilke alatt.

Szuszpendaljuk a pelletet 27 ul RNazmentes vizben.
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M3. Az asziisodas négy fazisa soran azonositott feldusult Botrytis cinerea anyagcsere
utvonalak teljes listdja

A melléklet az alabbi helyrdl tolthetd le:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1 gwI31Bg0X6p7nu7EMSHV ge2Fmol0c8gx/
edit?usp=share link&ouid=105143242300507799512&rtpof=true&sd=true

M4. A borok érzékszervi és mindségi paramétereihez hozzdjaruld gének részletes
listaja, amely vagy szignifikansan feldusult itvonalbol, vagy a koexpresszios elemzés
esetén azonositott hub-génbdl szarmazik

A melléklet az alabbi helyrdl tdlthetd le:
https://docs.google.com/document/d/10TbNvIzgwo7eL3D5tJV8yMyuNGB2WKsh/e
dit?usp=share_link&ouid=105143242300507799512&rtpof=true&sd=true
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12.  KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném kifejezni kdszonetemet mindazoknak, akik segitették kutatoi
tevékenységemet:

Dr. Vaczy Kalman Zoltannak, témavezetdémnek, aki tAmogatta, iranyitotta, segitette
kutatdémunkamat €s az értekezés felépitését.

Dr. Cserhati Matyasnak, témavezetdmnek, aki segitette munkdmat ¢és az értekezés
megirdsa soran tamogatott.

Tovabbi kiemelt kdszonetemet fejezem ki az atfogd szakmai segitségiikért:
Dr. Geml Jézsefnek
Dr. Margo Otto-nak

Koszonettel tartozom egykori és jelenlegi kollégaimnak a laboratériumi munkéim
sordn nyujtott segitségiikért:

Dr Pogany Miklésnak, Geiger Adrienn-nek, Golen Richardnak, Thomas Cels-nek,
Dr. Gomba-Toth Adrienn-nek, Szabadi Kriszta Lillanak, Dr. Zsofi Zsoltnak,
Lovas Miklésnak, Dr. Kun Joézsefnek, Dr. Gyenesei Attilanak, Rian Pierneefnek,
Markovics Gyorgyné Gabriellanak.

Koszonettel tartozom a vizsgalatokhoz kijeldlt mintagytijtési teriiletek biztositdsaért
¢s a gyakorlati hasznossag megallapitasahoz adott segitségért a Szepsy Pincészetnek.

Halaval és koszonettel tartozom feleségemnek, gyermekeimnek ¢s édesanyamnak
az elfogado tiirelmiikért és tAmogatasukért.

106



