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Kutatési és Fejlesztési Kozpont

A doktori iskola- és a témavezetok jovahagyo alairasa:

A jelolt a Magyar Agrar — és Elettudoméanyi Egyetem Doktori
Szabalyzataban eldirt valamennyi feltételnek eleget tett, a
mihelyvita sordn elhangzott észrevételeket és javaslatokat az
értekezés atdolgozasakor figyelembe vette, ezért az értekezés
védési eljarasara bocsathato.

Az iskolavezet6 A témavezeto A témavezeto
jovahagyésa jovahagyasa jovahagydasa



A MUNKA ELOZMENYEL CELKITUZESEK

A Botrytis cinerea egy jol ismert novénypatogén gomba, tobb
mint ezerkétszaz kiilonb6z6 gazdandvényt képes fertdzni, ezért
jelentds gazdasagi karokat okozhat a mezdgazdasagban. A szdl6
(Vitis vinifera L.) esetében kétarcti gombaként is emlegetik, hiszen
korokozoként az egyik legjelentésebb széldpatogén, emellett
viszont a Botrytis cinerea-nak koszonhetdéen jon létre a
nemesrothadas, melynek eredményeként késziilhet el példaul a
Tokaji asziibor, amely a legkorabbi eredetvédett boraszati termék
a vilagon. A Tokaji aszibor egyediségét a szemenként sziiretelt
aszuszemekbdl késziild magas mindségli alapanyag adja.
Hazankban aszuszemnek a teljesen toppedt, ugyanakkor husos
textaraju, lilas szinli, a bogyofelszinen nem mutatkoz6 gomba
hifdkkal atszott szOlészemeket nevezi a szdlészeti-bordszati
gyakorlat.

A jelenleg érvényben 1év0 szabalyozas alapjan a Tokaj-Hegyalja
borvidéken hat szdl6fajtdbol csaknem tiz kiilonb6z6é boraszati
terméket lehet eldallitani, amelybdl hét termék részben vagy
teljesen aszisodott alapanyagbdl késziilhet.

Léteznek olyan borvidékek azonban, mint példaul Champagne
Franciaorszagban, ahol a Botrytis legesekélyebb mértékii
megjelenése is nagyban rontja az ott késziilt termék, a pezsgo,
érzékszervi tulajdonsagait, ezért a gazdak sokszor gyakorlatilag a
szlirkepenész megjelenéséhez igazitjak a sziiret idépontjat.

Az a tény, hogy a Botrytis cinerea megjelenése a vilag kiilonb6zo
borvidékein ennyire valtozatos megitéléssel talalkozik arra
sarkallja a kutatokat, hogy minél részletesebben tanulmanyozzak
a gomba fertézési folyamatat és a kornyezeti tényezdkkel valo
kapcsolatat. Jelenlegi ismereteink alapjan a sziirke- ¢és
nemesrothadas kozotti kiilonbségek a folyamat koriilményeiben
rejlenek, a nemesrothadast a gomba metabolizmuséanak biokémiai
folyamatai és a sz616 toppedésének fizikai véltozasai egyiittesen
eredményezik (Magyar, 2011), (Fournier, et al., 2013) (Blanco-
Ulate, et al., 2015).

A B. cinerea sz610bogyon kialakulo fertézési folyamatat altalaban
a kovetkezd szakaszokra bontjdk: behatolds a gazdaszervezet
feliiletére, a gazdaszdvet elpusztitasa/elsddleges 1ézi6 kialakulésa,
a 1ézi6 kiterjedése/szoveti maceracido és sporulacido (van Kan,
2006). Nekrotrof és polifag korokozoként a B. cinerea nem
specifikus fitotoxinokat vélaszt ki, amelyek a ndvények széles
spektrumanak sejtjeit pusztitjdk el. A fermentacios tapkozegbdl
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izolalt szamos metabolit koziil (Collado, et al., 2007) a
legismertebb a szeszkviterpén botrydial, ami a ndvényi fertézés
soran termelddik, (Deighton, et al., 2001) klorézist é&s
sejtosszeomlast idéz eld, ami a jelek szerint megkonnyiti mind a
penetraciot, mind a kolonizaciét (Colmenares, et al., 2002).

A szarazfoldi életk6zosségek mikrobialis diverzitasa rendkiviil
komplex nagymértékben megneheziti az atfogd ismeretanyag
megszerzését annak kolcsonhatasarol és a novényekkel vald
kapcsolatukrol (Francioli, et al., 2018). A talajmikrobiom mellett
kiemelt jelentéségli a novényeken €16 mikrobioldgiai
¢letk6zosség tanulmanyozasa, foként az olyan allo kultarak
esetén, mint a szO0l6 vagy egyéb fas szari éveld novények. A
novényeken megtaldlhatdé mikrobak tanulmdnyozésa lehetdvé
teszi azok noOvényre gyakorolt hatdsdnak megismerését ¢&s
bizonyos a ndvény életében jelentds valtozads indikatoraként is
szolgalhatnak, mely ndvényvédelmi és novényegészségiigyi
jelentdsége mellett a klimavaltozds novényekre gyakorolt
hatasanak részletei is feltarja a kutatok eldtt (Francioli, et al.,
2021).

A lektoralt szakirodalom (Crandall, et al., 2020) ma tele van
izgalmas 0j eszkozokkel és technikakkal, amelyeket a biologia és
az orvostudomany minden teriiletén alkalmaznak. A
transzkriptomika, a proteomika és Gjabban a metabolomika harom
olyan technika, amely hatassal van a gombdk ndvénykortani
jellemzésére. Egyenként alkalmazva e technikdk mindegyike
olyan adathalmazt generalhat, amely akar évekig lefoglalhat egy
kutatocsoportot, emellett kombindltan alkalmazva lehetdségiik
van egy rendszer transzkripcios és transzlacids szintli atfogd
vizsgalatara. A transzkriptomika, vagyis a kvantitativ
génexpresszios profilok készitése vitathatatlanul a legszélesebb
korben hasznalt technika a gombadk ndvénypatoldgiai
szempontbol torténd jellemzésére.

A Botrytis altal kivaltott ndvénybetegségeket az elmult 50 évben
tobb tanulmany ¢és 6sszefoglald mi is részletesen ismertette (Elad,
et al., 2004). A védekezéssel kapcsolatos szakirodalom egy igen
jelentds része a bioldgiai védekezés, amely biologiai ¢s 6kologiai
hatdsdnak teljes megértése esetén hatékony védekezési
stratégidkat dolgozhatunk ki a korokozoval szemben.

A legtijabb laboratoriumi technologidk alkalmazéasaval a kutatok
szamos olyan Un. ,,omikai” eszkozt fejlesztettek ki a B. cinerea
elleni novényi valaszok és a gomba virulencidjdnak molekuldris
jellemzésére, amelyek a transzkriptomikai (kodol6 és nem kodolod
RNS-ek teljes halmaza), proteomikai (genombol szarmazéd
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fehérjék) és metabolomikai (sejtben, szovetben vagy szervben
talalhatd Osszes metabolit) modszereken alapulnak és a nagy
ateresztoképességli DNS ¢és RNS szekvendldssal valamint
nagyfelbontasu tomegspektrometriai és magneses
magrezonanciaval (NMR) alkalmazva lehetévé teszi az ilyen
adatok rendszerbiologiai szintre vald fejlesztését (AbuQamar, et
al., 2016).

A Botrytis cinerea altal megfert6zott szO0l6bogyod felszinének
tanulmany vizsgalta (Viannini & Chilosi, 2013), (Magyar, 2011).
A fonalasgombdk és élesztok mellett az egyik leginkdbb emlitésre
méltd eredmény a Starmerella bacillaris (kordbban Candida
zemplinina) ~ azonositasa  Tokaji ~ mintdkrél  szdrmazo
aszubogyokrol gyljtott izolatumok esetében, mely élesztofajt
azOta a boraszati gyakorlatban is hasznaljadk kofermentacios
fajként (Englezos, et al., 2017).

A nemesrothadas sordn két fontos tényezé hatarozza meg a
sz6l6bogyd kémiai Osszetételét. Az egyik a viz elparolgasabol
Botrytis  cinerea  masodlagos  anyagcseretermékeinek  a
megjelenése ¢és felhalmozodasa. A két tényezdt egészitik ki a
sz0lébogyon ¢l6 egyéb mikrobak anyagceseretermékei, amelyek
szintén jelentOsek, gondoljunk csak az Acetobacter fajok altal
termelt ecetsavra vagy a Penicillium fajok okozta keserli izt
eredményezd borhibakra.

Jelen munka soran felvetett kérdések és a megallapitott tézisek a
témateriilet  ismeretanyagat 1j, gyakorlati  jelentdségii
eredményekkel egészitik ki, valamint kutatocsoportunk és a
tudomanyos kozosség tagjai szdmara 0j kutatasok alapjaul is
szolgalhatnak.

Az az egyediség amely, a Botrytis cinerea és a borszolo (Vitis
vinifera L.) kapcsolatat jellemzi, miszerint vilagszerte az egyik
legnagyobb termésvesztést okozd patogén, am ezzel szemben,
bizonyos specidlis kornyezeti feltételek mellett kiemelkedd
mindségli, magas hozzaadott értékkel bird bordszati alapanyagot
képes  létrehozni, lehetdéséget ad a  novény-gomba
kapcsolatrendszer komplexebb vizsgalatara igy tobb részletre
kiterjedé képet kaphatunk a fert6zési folyamat mikrobioldgiai,
fiziologiai, fizikai és kémiai lépéseir6l. Munkank sordn tobb
egyszerll hipotézist allitottunk fol annak érdekében, hogy ezek
igazolasa vagy céafolata lépésrdl lépésre adjon informéciot a
szlirkerothadds és az aszusodas elemeirdl, igy megérhetévé valnak
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nem csak a mikrobiologiai €s novényfizioldgiai dsszefliggések,
hanem az azokat meghatarozo kiilsé koriilmények is.

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

1) Az aszlsodas ¢€s a sziirkerothadas, a két ellentétes kimeneteli
folyamat kozti transzkriptomikai kiilonbségek meghatarozésa

2) A sz6ldbogyo textira és a Botrytis cinerea altal expresszalt
szénhidratbont6 gének kozti 6sszefiiggések elemzése

3) A Botrytis mellett tovabbi mikrobdk szerepének leirdsa az
aszusodas ¢és a sziirkerothadas soran

4) Ezen mikrobdk hatdsdnak meghatdrozdsa az aszuborok
aromaanyag-oOsszetételére



ANYAG ES MODSZER

A mintavétel a Tokaj-Hegyalja borvidéken talalhatd6 Mad kozség
hatardban fekvé Betsek diilében helyezkedik el. A dilé a Mad
hatardban taldlhatd 42 elsd osztalya dialé kozil az egyik
legkivalobbként van szdmontartva.

A mintavételi teriiletek két sz6l6tablaban helyezkedtek el, melyek
koziil az északabbra fekvo tablaban furmint, még a délebbre fekvo
tablaban harslevelll sz6l6fajta talalhat6. Mindkét szdldteriilet 3 m
x 1 m térallasban lett telepitve Teleki-Kober 5BB rezisztens
alanyfajtara. A furmint fajta T85 klontipusu a harslevelit T311
tipusu. Mivelésmodjat tekintve mindkét tadbla kdzépmagas
kordonmiivelésti 4-5 termdalappal, melyek mar tobb évre
visszamendleg alakitottak ki és 2 riigyes csapmetszéssel
dolgoznak rajta.

A mintavétel tobb id6pontban és tobb vizsgalati célra tortént, két
évjarat folyaman gytjtottink mintat 2016-ban és 2017-ben.
Fontos azt kiemelni, hogy a mintagyijtési iddpont
megvalasztdsakor még nem lehetiink biztosak abban, hogy az
adott évjaratban egyaltalan lesz e megfeleld mennyiségli és
mindségli aszisodas, igy a sziikségesnél tobb mintagyiijtési
iddponttal szamoltunk, amelyet az iddjaras alakuldsdval minden
esetben aktualizaltunk. A pontos mintagytijtési idépontokat az 1.
tablazat tartalmazza.



1. tablazat: a mintagyljtések pontos datuma, a gyiijtott
mintak tipusai és azok felhasznéldsa

Mintagyij- Pontos Gytjtott Ismétlések szama
tések datum mintatipus

ok
2016

5-5 biologiai ismétlés
RNS és DNS amplikon
I, II, III, szekvenalashoz, 100
szeptember v, VI ismétlés textara
szeptember 8. fazis elemzéshez
5-5 biologiai ismétlés
RNS és DNS amplikon
I, II, III, szekvenalashoz, 100
v, VI ismétlés textlra
oktober oktober 11. fazis elemzéshez
5-5 biologiai ismétlés
RNS és DNS amplikon
I, II, III, szekvenalashoz, 100

november | AYA VI ismétlés textara
november 10. fazis elemzéshez
2017
5-5 biologiai ismétlés
RNS és DNS amplikon
I, II, III, szekvenalashoz, 100
szeptember v, VI ismétlés textara
szeptember 7. fazis elemzéshez
5-5 biologiai ismétlés
RNS és DNS amplikon
I, II, III, szekvenalashoz, 100
v, VI ismétlés textlra
oktober oktboer 10. fazis elemzéshez
5-5 biologiai ismétlés
RNS és DNS amplikon
I, II, III, szekvenalashoz, 100
november 1V, VI ismétlés textara
november 14. fazis elemzéshez

A sz0lébogyok textira tulajdonsagainak méréséhez a TAxT2i
tipusu (Stable Micro System, Surrey, Egyesiilt Kiralysag)
textiraelemzd késziiléket hasznaltunk HDP 90-es platformmal és
30 kg-os maximalis terheléssel.

A begylijtott és mélyfagyasztva tarolt sz6ldbogyokat sterilizalt
kerdmia dorzsmozsarban folyékony nitrogén fiirdében porra
oroltiik, majd a porokat mintanként 2 ml-es eppendorf csében a
felolvadas elkeriilésével visszahelyeztiik -80 °C-ra. A mintak
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ledrlését kovetden a teljes DNS-t egy novényi DNS kivonasara
fejlesztett kivond készlettel, Qiagen DNEasy Plant mini kit-tel
(Qiagen Gmbh., Hilden, Németorszag) kivontuk.

A teljes RNS kivonashoz egy kevésbé korszeri am nagyon
hatékony modszert fejlesztettiink tovabb, amellyel viszonylag
hatékonyan ¢és j6 mindségben tudtunk RNS-t kivonni mintainkbol.
Az RNS kivonatolas fobb Iépései a kovetkezdk voltak:

- Cetromo6nium-bromidos (CTAB)
extrakcid Polivini-pirrolidon (PVP-40) és
spermidin adalékkal

- Merkaptoetanolos denaturacio

- Kloroformos izoamilalkoholos extrakcio
- Natriumacetatos tisztitas

- TE-pufferes tisztitas

- Litium-kloridos tisztitas

- DN-azos emésztés

A kivont DNS-t tUjgeneracidos amplikon szekvenalassal egy
megbizas alapjan a go6dolléi Eurofings BIOMI Kft. végezte. A
kivont RNS-t ujgeneracios metatranszkriptomikai szekvenélassal
egy megbizds alapjan a debreceni UD Genomed Kft végezte,
[llumina NextSeq500 platformon, 14 Mread/minta biztositasaval.
A nyers DNS-szekvencidkat az R szoftverkdrnyezetben (R
Development Core Team 2023) implementalt dada2 csomaggal
(Callahan, et al., 2016) dolgoztuk fel, amelyet a DNS-szekvenciak
Az RNS read-ek mindségét a FastQC v0.11.5 (Babraham
Bioinformatics, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) segitségével
értékeltiik. Ezutan a szekvenalasi read-eket a mindségiik szerint
szlrtiik a FASTX-TOOLKIT segitségével. Ezt kovetéen a nagy
lefedettségli read-ek alacsony abundancidju fragmentumait a
eltavolitottuk. Az igy kapott j6 mindségii 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 verzidjat hasznalva (Patro, et
al., 2017) a megfeleld génekre szabdaltuk. Az alapvetd statisztikai
elemzéseket a R programkornyezetben R Studio felhasznaléi
feliileten végeztiik (R version 4.2.0, R Studio ,,Prairie Trillium”
2022.02.1). A funkciondlis géndsszetétel valtozasainak
Osszehasonlitdsdra az aszls fazisok kozott paros differencialis
expresszios (DE) elemzést végeztiink az 1.-11., a IL-IIL., illetve a
IIL.-IV. fazisok kozott a DESeq2 R csomag segitségével (Love, et
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al., 2014). Az expresszalt géneket tartalmazd adatsort
haloézatelemzési modszerrel modulokba soroltuk. A B. cinerea és
egyéb kivalasztott gombak Osszes funkcionalis génjének
elemzésére, valamint a funkcionalis gének expresszios szintjének
a bogyotextira adatokkal torténd Osszevetésére a WGCNA R
csomag (Langfelder & Horvath, 2008) segitségével sulyozott gén-
koexpresszids halozatelemzéssel (Weighted Gene Coexpression
Network Analyses, WGCNA) vizsgaltuk. A kivalasztott hub-
géneket  funciondlisan is  megvizsgaltuk, hiszen a
transzkriptomikai koexpresszios haldzatban ezek fontos szerepet
toltenek be. A gének funkcids azonositdsahoz a Uniprot adatbazist
hasznaltuk (UniProt, 2015).
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EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

Az aszus és sziirkerothadt bogyokon DNS amplikon
szekvenalassal meghatarozott gombakdzosségeket jellemezziik,
mely eredményeket a tovabbiakban arra hasznaljuk, hogy
kivalaszthassuk azokat a legabundénsabb fonalasgombakat és
¢lesztogombakat amelyek esetében transzkriptomikai elemzést
végziink.
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1. abra: A DNS amplikon szekvenalési adatok soran vizsgalt
harom fazis (egészséges — H, nemesrothadt — N ¢s sziirkerothadt
— Q) és két honap (szeptember — S és oktdber — O) bogyodiban
meghatarozott, a nyolc legmagasabb 6sszabundanciaval
rendelkezé nemzetségek abundancia eloszlasa (kettes alapu
logaritmikus skalan dbrazolva). A dobozok f616tti kisbetlik a
Tukey HSD teszt soran meghatarozott szignifikancia csoportokat
jelolik.

A DNS amplikon szekvencidkat ASV-kre, azaz amplikon
szekvencia variansokra (amplikon sequence variant) osztottuk. Az
egyedi ASV-ket meghataroztuk, mely nemzetséghez tartoznak,
igy kaptunk egy gombanemzetségekre osztott adathalmazt,
melynek az egyes mintatipusokhoz (rothadédsi tipus ¢és
mintagyljtési hoénap) tartozd abundancidjanak kettes alapt
logaritmusat doboz-diagramon abrazoltuk (1. abra).

Ezek alapjan 6nkényesen ugy dontdttiink, hogy a Botrytis mellett
a késobbi transzkriptomikai adatok vizsgalatdhoz kivalasztunk két
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fonalasgomba és két élesztd nemzetséget, amelyekbdl megfeleld
referencia genom (GTF {f4jl) all rendelkezésre nyilvanos
adatbazisokban (NCBI) és abundancidjuk a lehetd legmagasabb.
fgy esett a vélasztas az Alternaria, Aureobasidium, Epicoccum és
Rhodotorula nemzetségekre.

A kovetkezd részben ratériink a kivont €s szekvenalt teljes RNS
adatokbol kapott eredmények targyaldsara. Elsé korben az
aszusodas folyamatat, tehat az I-IV fazisokat vizsgaljuk, azon
beliil is a Botrytis cinerea referenciagenomjahoz annotélt géneket.
A B. cinerea transzkriptek abundancidjanak és gyakorisaganak
eloszlasa szignifikdns novekedést mutatott az asziisodas 1. fazisa
(egészséges) és az Osszes tobbi fazisa (II, III, TV) kozott, de
késoébbi fazisok kdzott nem volt szignifikans valtozas.
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2. édbra: Az 4bran a Botrytis cinerea expresszalt génjeinek
abundancia-0sszegét lathatjuk a kiilonb6z6 aszusodasi fazisu és
mintagyijtési idodponti mintacsoportokban. Megfigyelhetd, hogy
az 1. fazis és a tobbi fazis kozott van kizardlag szignifikans
eltérés, mind az abundanciat, mind a gyakorisagot figyelembe
véve.

Az NMDS moddszerrel abrazolt ordinacidés diagrammok erds
elkiiloniilést mutattak az asziosodasi fazisok kozott, mig a
mintavételi idének kisebb hatdsa volt a mintdk kozotti
elkiiloniilésre. A PERMANOVA-teszt erds elkiiloniilést mutott az
aszusodasi fazisok kozott, mig a mintavételi idének kisebb hatasa
volt. A variancia 26%-at a fazisok (F =19,712, P<0,01, r=0,26),
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mig 6,6%-at a mintavételi idépont (F =4,01, P < 0,01, r* = 0,066)
hatarozta meg.

A kovetkezOkben az aszusodas sordn expresszalt Botrytis cinerea
gének alkotta koexpresszios hdlozat tulajdonsagait ismertetjiik,
valamint Osszevetjik azokat a bogyokon mért textura
paraméterekkel. A Botrytis cinerea éltal expresszalt gének alkotta
halozat bels6 szerkezetének megismeréséhez WGCNA
klaszterezést végeztiink, hogy a funkcionalis gének egyiitt torténd
kifejez6dését modulokba soroljuk. A modulok kéziil a turquoise,
blue brown és red modulok mutattdk a legjelentésebb negativ
korrelaciot a textira paraméterekkel, amint azt a 3. &bra un.
,hotérképes” része mutatja. A blue, brown, green, pink, red,
yvellow and turquoise modulokat un. NRCM moduloknak
nevezzik, amelyek az aszusodési fazisok vagy mintagyiijtési
hénapok 4altal meghatirozott, azzal szemléletes moddon
Osszefiiggést mutatd sajatgén-kifejezddési profilt mutattak mig a
tobbi hat modul sajatgén-kifejezddési profilja elkiiloniilt és nem
volt Osszefliggésbe hozhato.
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3. abra: A Botrytis cinerea gének négy nemes rothadasi fazisaban
kifejezett koexpresszids haldzatanak elemzése. A baloldali felsé
abran lathato hierarchikus klaszterezési fa a gének korrelacigja
alapjan lett konstrualva, amely alatt a funkcionalis géneket 13
modulba rendezése talalhato, 100 vagy anndl magasabb szamt
modul nagyséaggal és 0,25 koexpresszios kiiszobértékkel. A
texturalis paramétereknek megfeleld piros savok szignifikans (p
< 0,05) korrelaciot jeleznek a funkcionalis génekkel. A jobb
oldali hétérképen a 13 modul sajatgénjének ¢és a kiilonb6zo
textlra paraméterek (F_sk: bogyohéj keménység, E_sk:
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bogyohéj rugalmassag, W_sk: bogyohéj atszakitasdhoz
sziikséges munka, BH: bogydkeménység) korrelacioja és
zardjelben a hozza tartoz6 p-értékek lathatok. A kordiagramok a
differencialis génexpresszids eredményeket szemléltetik, azaz
hogy a kiilonb6z6 szomszédos fazisok kozott fel- vagy
leszabalyozott funkcionalis gének milyen aranyban oszlanak meg
az egyes NRCM modulok kozott. Az abra a WGCNA
programcsomag beépitett abrazolo szkriptjével lett készitve,
melyben nem lehetséges az angolban hasznélatos tizedespontot
tizedesvesszore lecserélni, igy ezen az dbran a decimalist
tizedespont jeloli.

A meghatarozott NRCM modulokhoz tartozo sajatgén expresszios
szinteket ANOVA ¢és Tukey HSD teszt segitségével elemeztiik,
hogy meghatarozzuk mely fazisok vagy mintagytijtési honapok
kozott nd vagy csokken szignifikdnsan ez az érték (4. dbra).
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4. abra: A modulokhoz tartoz6 sajatgének abundancia értékeinek
eloszlasa az aszsodasi-fazisok (balra) €s a mintavételi
idépontok (jobbra) kozott az NRCM modulok tekintetében
egyiranyd ANOVA-modellek alkalmazaséaval. Piros nyilak jelzik
a szomszédos fazisok vagy honapok kozotti szignifikans
novekedést vagy csokkenést.

Az 0sszes NRCM valamennyi jelentds fazisatmenetében szamos
feldusult gént és Gitvonalat azonositottunk. Ezek koziil a legtobb a
szénhidrat- és a fehérje-anyagcseréhez kapcsolddott, amelyek
mindkettd fontos szerepet jatszik az asziisodas folyamata soran. A
brown modul I-11. f4zisdban felfelé szabalyozott gének koziil a 17
feldasult utvonal koziil a "szénanyagcsere", a "fruktéz- ¢€s
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mannozanyagcsere", a "glikolizis" és a "butanoat-anyagcsere"
géneket azonositottuk. A red modulban az I-II. fazisbol
felszabalyozott gének jelentdsen feldusultak a "Keményitd- és
szacharoz-anyagcsere" esetében. A turquoise modulban az I-II.
fazistol felfelé szabalyozott gének a "Galaktoz-anyagcsere", a
"Glikolizis", az "Egyéb glikdn anyagcsere" ¢és a "Keményito- és
szacharoz-anyagcsere" tekintetében dusultak fel. A szénhidrat-
anyagcsere szintén feldusult a III. és a IV. fazis kozott a
botritizalodasi folyamat végén, ahol a green modulban a
felszabalyozott gének a 'Szén-anyagcsere' és a 'Glikolizis', a pink
modulban pedig a 'Szén-anyagcsere' és a 'Piruvat-anyagcsere'
génjei dusultak. A brown modul 1. fazisatol a Il. fazisig a fehérje-
anyagcserével kapcsolatos, felfelé szabalyozott génekben olyan
feldisult anyagcsereutvonalak talalhatok, mint az "Alanin- és
aszpartam-anyagcsere", a "Triptofan-anyagcsere", a "Valin-,
leucin- és izoleucinanyagcsere", valamint az "Ubikvitin
kozvetitette proteolizis". Az aminosav-anyagcseré¢hez tartozo
utvonalakon kiviil a "ketontestek" itvonal is gazdagodott az I-II.
fazist brown modul felszabalyozott génjei kozott. A green modul
tekintetében a fehérje-anyagceseréhez tartozo olyan feldisult
utvonalakat azonositottunk, mint az "Alanin és aszpartdm
anyagcsere", a "Béta-alanin", a "Cisztein és metionin anyagcsere"
¢s a "Glicin, szerin és treonin", amelyek a nemesrothadasi
folyamatok késébbi, III. és IV. féazisa sordan feldusultak.
A szénhidrat- és fehérje-anyagcesere mellett a legtobb modulban a
masodlagos anyagcseretermékek képzodéséért felelds utvonalakat
is kimutattuk. Ezek a vegyiiletek szerepet jatszanak az aszubogyd
bordszati jelent6ségli  kifejlodésében, példaul az aromas
vegyiiletek képzddésében és az antibiotikus aktivitdsban. Példaul
a pink modulban mindkét jelentds fazisatmenet (az I. fazisbol a II.
fazisba, illetve a II. fazisbol a II1. fazisba felszabalyozott gének) a
"kén anyagcseréjéhez"  kapcsolodd, jelentdésen  feldusult
utvonalakat tartalmazott. A brown modulban az "Alkaloid
bioszintézis" Utvonal az 1. fazisbol a II. fazisba torténd
felszabalyozott gének kozott dusult fel. Ugyanez az utvonal a
green modulban a II1. és V. fazis kozott felfelé szabalyozott gének
kozott is gazdagodott. A feldusult Gtvonalak teljes listdja a 3.
szamu mellékletben talalhato.
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A korébbiakkal szemben a kovetkezd részben az aszsodas
folyamatanak vizsgalatarol ratériink a nemes és sziirkerothadas
kozotti kiillonbségek vizsgalatara. Ebben a fejezetben is kizarolag
a Botrytis cinerea géneket vizsgaljuk. Az eldz6ekhez hasonloan
el6szor mennyiségi elemzéseket végziink (ANOVA és NMDS)
majd ratériink a differencidlis expresszids, gén-ontologiai és
tovabbi funkciondlis elemzésekre.

Az egészséges sz6lobogyobol izolalt RNS esetében a Botrytis
gének abundancidja mindkét rothadasi tipushoz képest
alacsonyabb volt. Ez a trend igaz a két vizsgalt mintavételi
idépontra, szeptemberre €s oktdberre is. Ez azt mutatja, hogy
csupan a gének abundancidjanak vagy gazdagsaganak Osszegét
vizsgéalva a két rothadasi tipus kozott nem allapithatunk meg
kiilonbséget és a mintavételi honapok kozott sincs szignifikans
eltérés. Ezt az 5. abrarol leolvashatd megallapitast a
PERMANOVA teszt is megerdsitette, ahol a B. cinerea
funkcionalis génjeinek abundancidja szignifikansan elkiiloniilést
mutatott mind a bogyorothadas 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.

Botrytis expresszalt gének
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5. dbra. A Botrytis cinerea funkciondlis génjeinek NMDS-
elemzése egészséges (H), nemesrothadt (N) és sziirkerothadt (G)
bogydkban, szeptember (S) €és oktober (O) honapokban. Az
egyes mintatipusok ordindcidjanak kozéppontjatol mért standard
eltérést abrazolo ellipszisek nem fednek at, vagy csak kevés
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atfedést mutatnak, ami a kifejezett funkcionalis gének
Osszetételének erds kiilonbségét jelzi a bogydtipusok €s honapok
kozott.

A szeptember ¢és oktober honapokban begyiijtott bogydmintak
esetében gén-ontoldgiai és utvonal feldisulasi vizsgalatokat
végeztiink. A szeptember és oktober kozott megosztott 600
felszabalyozott nemesrothadds esetében azonositott gén
alapkészletének 18 szignifikdnsan feldasult GO-ja  koziil
egyharmad az anyagcseréhez kapcsolddott, amelyek koziil néhany
a nemesrothadas aktivitdshoz kapcsolodik, beleértve a "Celluléris
fehérje anyagcsere-folyamat" és a "Fehérje anyagcsere-folyamat”
(3. tablazat). A 628 génbdl allo, felszabalyozott szeptember-
oktoberi kozdés GR magprofilban csak harom GO-t talaltunk
szignifikansan feldusulva, de ezek koziil egyiket sem talaltuk
olyan anyagcsere- vagy fizikai valtozasokhoz kapcsolodonak,
amelyek a nemesrothadashoz kapcsolédnak. A felfelé
szabalyozott Botrytis gének készletében tobb feldusult ttvonal
azonositdsa megfelel tobb GO-kifejezés azonositasanak. A B.
cinerea nemesrothadas génprofiljdban tobb feldusult utvonalat
azonositottunk. Ezek koziil a harom legjobban feldasult Gtvonal a
"Riboszomalis folyamatok", a "Metabolikus tutvonalak" ¢és a
"Masodlagos metabolitok bioszintézise" volt. A GO-gazdagodasi
elemzésekhez hasonléan a felfelé szabdlyozott GR-gének
alapkészletéhez nem azonositottunk feldusult utvonalakat.

A virulencia BLAST elemzések (Cuzick, et. al., 2023) hat
virulencia faktor jelenlétét mutattdk ki a nemesrothadds soran
differencidlisan expresszalt génprofilban, mig a sziirkerothadas
esetében kilencet taldltak (6. tablazat) Az azonositott NR
virulencia faktorok kiilonb6z6 mechanizmusokkal, tobbek kozott
a novényi gazdaszervezet védelmi valaszainak megkeriilésével
(BCIN _03g03390) jarulnak hozzda a B. cinerea azon
képességéhez, hogy kolonizalja a sz6l6bogyo héjat (Rolke, et al.,
2004), (BCIN_09g02390) (Rui & Hahn, 2007), valamint, részt
vesz a sejtfal lebontdsaban (BCIN 08g04530) (Ren, et al., 2018)
(BCIN 16g03950) (Peterson & Nevalainen, 2012). A
szlirkerothadas virulenciaprofilja foként oxidoreduktazokbdl allt,
amelyek védelmet nyujtanak a gazdaszervezet védelmi
mechanizmusai ellen (BCIN 02g07640, BCIN 12g06380,
BCIN_05g03550, BCIN_01g07190), (Yu, et al., 2020) emellett a
membrantranszportban részt vevd gének(BCIN 01g09910)
(Hayashi, et al., 2002), a sejtfal lebontdsahoz hozzéjarulé gének

17



(BCIN 14g00850) (Micheli, 2001), valamint a ndvényi
szoveteket tamadd gének, nevezetesen a BCIN 15g03390
(Schumacher, 2012) ¢és a fitotoxin-szintézis  génjei
BCIN 01g00060 (Colmenares, et al., 2002), (Tani, et al., 2005)
¢s BCIN 1206380 (Pinedo, et al., 2020) is szignifikdnsan
feldusultnak bizonyultak.

A kovetkezd részben a kordbban kivalasztott tovabbi
fonalasgombdk ¢és élesztdgombak szerepét vizsgaljuk. Elsdként a
nemes ¢s a sziirkerothaddsos mintdk kozotti kiilonbségeket
elemezziik elészor mennyiségi szempontbdl (ANOVA, NMDS),
majd funkciondlis szempontbol is (differencidlis génexpresszio,
utvonal feldasulés, gomba-ndvény kapcsolatok).

Alternaria esetében az abundanciat vizsgalva mindharom
bogyotipus mindkét honapban elkiiloniil egymastol, mig a
gyakorisag eloszlasat vizsgalva az egészséges bogyd és a
sziirkerothadés esetében nem szignifikans ez a kiilonbség. Botrytis
esetében az egészséges bogyd transzkript eloszlasa szignifikans
kiilonbséget mutat mindkét rothadasi tipussal szemben. Az
Epicoccum az Alternariahoz hasonl6 képet mutat. Aureobasidium
esetében az egészséges bogyokon meghatarozott transzkriptek
kiiloniilnek el jol a két rothadasi tipus esetétdl, mig Rhodotorula
esetében a Botrytishez hasonl6 eloszlasokat kaptunk (6. abra).
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6. abra. A fonalas gombak A) Alternaria alternata, B) Botrytis
cinerea, C) Epicoccum nigrum és az élesztdgombak D)
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Aureobasidium pullulans és E) Rhodotorula graminis transzkript
abundancia és gyakorisag értékek dsszehasonlitasa az egészséges
bogyd (H), a nemesrothadt bogyd (NR) és a sziirkerothadt bogy6
(GR) tipusai kozott szeptember (S) és oktober (O) honapokban
ANOVA segitségével. A Tukey-féle HSD-tesztekkel szamitott
paros kiilonbségeket a kiilonbozo felsé indexek, latin kisbetiik
jelzik.
Az A. alternata, a B. cinerea, az E. nigrum és az A. pullulans
felfelé¢ szabalyozott mindkét vizsgalt honapban differencialisan
expresszalodo nemesrothadt bogyokban azonositott
génkészletben az  anyagcseréhez  kapcsolodd  feldusult
génontologiai  kifejezéseket azonositottunk, amelyek koziil
né¢hany a nemesrothadas kialakuldsdnak folyamataval ¢és a
sejtosztodassal kapcsolatos. Az A. alternata esetében ez hat,
foként a nitrogén-anyagcseré¢hez kapcesolodd génre, mint példaul
a "Peptid anyagcsere-folyamat", és olyan sejtfolyamatokra, mint
példaul 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
kapcsolodtak, mint példaul a "Sejten beliili transzport". Az A.
pullulans esetében a tizenkét feldusult kifejezés foként a zsirsav-
anyagcseré¢hez kapcsolddott, mint példaul a "Zsirsav-anyagcsere-
folyamat", "Zsirsav-bioszintézis-folyamat" és "Monokarbonsav-
anyagcsere-folyamat".
A virulencia faktorokat azonosito6 BLAST-ot tekintve harom gént
azonositottunk az 4. alternata felszabélyozott génkészletében,
koztiik egy 1,3,8-trihidroxi-naftalin reduktazt
(CC77DRAFT 528893), egy 26S proteaszoOma-szerii fehérje
szabalyoz6 alegységet (CC77DRAFT 968321) és egy mitogén-
aktivalt fehérje kinazt (CC77DRAFT 1016542). Harom gént
azonositottunk az E. nigrum felfelé szabalyozott nemesrothadésos
génkészletében, koztik  egy  azonositatlan  fehérjét
(B5807 _08936), egy PKS ER domént tartalmazo fehérjét
(B5807 _02028), valamint egy S5-aminolevulinat-szintazt (5-
aminolevulinat-szintdz).  Végiil egyetlen  virulencia-gént,
nevezetesen egy ATP-fliggd RNS-helikazt, az elF4A-t
(RHOBADRAFT 46472) azonositottuk az E.  nigrum
felszabalyozott sziirkerothaddsos génkészletében. Az RNS-
helikdzok az RNS-t érinté valamennyi folyamathoz kapcsolddnak
a transzkripciotdl a bomlasig (Adbelkri, et al., 2020), igy ennek a
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génnek fontos szerepe lehet a stresszes kornyezethez valod
alkalmazkodas szabélyozasaban R. graminis esetében.

A kovetkezd szakaszban az aszsodés folyamata soran, azaz az I-
IV fazist mintdkban azonositott géneket vizsgaltuk, méghozza
azokat, amelyeket a kivalasztott 4 gombanemzetség (Alternaria,
Aureobasidium, Epicoccum, Rhodotorula) egy-egy fajanak
referenciagenomjahoz annotaltunk.

A vizsgalt nemzetségek (Alternaria, Aureobasidium, Botrytis,
Epicoccum  és  Rhodotorula)  fazisanak  génexpresszios
eloszlasdban  az  ordindciés  &brazolason  megfigyelt
nemzetségenkénti szignifikdns elkiiloniilés rendre 36%-a, 47%-a,
26%-a, 49%-a ¢és 39%-a magyarazhato a fazissal. A
varianciaanalizishez hasonléan az ordinacidés &brdkon is
megfigyelhetd, hogy a betakaritas iddpontja sokkal kisebb
mértékben hatdrozza meg a mintdk elkiiloniilését, mint a fazis (7.
abra).
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7. abra: A vizsgalt nem Botrytis nemzetségek NMDS ordinécios
abraja. A szinek a nemesrothadasi fazist (I, II, 111, IV) az
alakzatok a mintavételi honapot (S — szeptember, O — oktober, N
— november) jelolik.
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A WGCNA  klaszterelemzések  tiz  génmodul-klasztert
azonositottak (21. dbra). A megkiilonbdztethetéség miatt ebben az
elemzésben a modulok neveit egy 2-es végzddéssel latjuk el, mint
példaul blue2, igy a Botrytis esetében azonositott génklaszterek
megkiilonboztethetdk a kombinalt elemzés esetében azonositott
génklaszterektdl. A turquoise2 modulban volt megtaldlhaté a nem
Botrytis gének tobb mint 95%-a, a sajatgén ANOVA-elemzései
alapjan a négy fazis kozott novekedés volt tapasztalhato, de ez a
novekedés csak a IlI. és IV. fazis kozott volt szignifikans (8. abra).
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8. abra: A kiilonboz6 génexpresszidos modulok faziseloszlasa, a
szignifikans kiilonbségeket kis betlikkel jeloljiik, a modulok
szinei az egyes abrak alatt szerepelnek.

A turquoise2 modulban 47, 7, 50, 21 és 21 feldusult utvonalat
azonositottunk , melyek koziil tobb olyan titvonalat azonositottak,
amelyek olyan enzimeket tartalmaznak, amelyek hozzéajarulnak a
bor stabilitasahoz és mindségéhez, illetve amelyek a borban 1évd
aromas vegyiletek képzddésének prekurzorai, kiilondsen az
aminosav-anyagcseréhez (Callejon et al., 2010), a szénhidrat-
anyagcser¢hez (Han et al., 2020), a lipid-anyagcseréhez, valamint
a masodlagos metabolitok képzddésében részt vevd enzimekhez
kapcsoloddan. A borok érzékszervi és mindségi paramétereihez
hozzédjaruld géneket ezekbdl a feldusitott 1tvonalakbol
azonositottuk, tovabba a WGCNA klaszterezett modulokbol
hasonlé funkci6ja hub géneket azonositottunk, ezeket az értekezés
4. szamu mellékletben mutatjuk be részletesen.
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KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

Az aszlis bogyodk bizonyos vizudlis €s mérhetd fizikai-kémiai
tulajdonsagaiban mutatkozé kiilonbségek, amelyeket a folyamat
kiilonboz6 fazisainak meghatarozasara hasznaltunk (Hegyi-Kalo,
et al., 2020), (Carbajal-Ida, et al., 2016), implicit mdédon azt
sugalltak, hogy ezeket a valtozdsokat legalabb részben a B.
cinerea szémos, még ismeretlen, funkciondlis génje okozza.
Tudomasunk szerint kevés olyan tanulmany késziilt, amely
megvilagitja a B. cinerea funkcionalis génprofiljanak mindségi és
mennyiségi kiillonbségeit a szabadfoldi koriilmények kozott
természetesen eléforduld asziibogy6 fejlodése soran, és azt, hogy
ezek a funkcionalis gének valoszinilileg hogyan jarulnak hozza a
botritiszes sz6l6bogydk fizikai-kémiai valtozasaihoz, ami fontos
kovetkezményekkel jar a boraszok szdmara.

A B. cinerea nemesrothaddsos génexpresszids profiljanak
altalanos hasonldsdga a vizsgalt honapokban azt mutatja, hogy a
B. cinerea nemesrothadasban kifejez0d0 génjeinek Osszetétele
idoben viszonylag stabil, ami egyfajta kiszamithatosagot
feltételez. Ez utdbbit az NMDS-elemzések is megerdsitették,
amelyek az Osszes honapot Osszevonva a II., III. és IV. fazis
egyértelmii  elkiiloniilését  mutattdk, @ ami  megerdsiti
varakozasainkat. Ez utobbi dontd jelentségli a bordszok szamara.
Megallapitjuk tehat, hogy az aszGsodas folyamata soran
expresszalt Botrytis cinerea gének a mintavételi idével nem
valtoznak, és ugyan a II-IV fazisban magasabb totalis abundanciat
mutatnak az egészséges bogyon is magas gyakorisaggal vannak
jelen.

A Vitis vinifera szO0l6bogyd héja foként szénhidrat-alapt
vegyiiletekbdl, példaul cellul6zbol, arabindnbdl, mannanbol,
galaktanbol, xilanbol ¢és xiloglikanbol, lignin szerkezetii
fehérjékbdl és proantocianidinekbdl all (Apolinar-Valiente, et al.,
2017). Az NRCM modulokon beliil szdmos olyan differencialisan
expresszalodd gént azonositottunk, amelyek szignifikdnsan
korrelaltak a textura paraméterekkel, ami a bogyohéj lebontasaban
szerepet jatszo funkciondlis utvonalak feldusuldsara utal a
botritizalddasi folyamat soran. Azt talaltuk, hogy az egészséges
bogyokrol a II. fazisi bogydkra vald 4atmenet soran
differencialisan kifejez0d6 gének voltak atipikus aszufejlédésben
szerepet jatszd, mas tanulméanyokban is leirt gének (Magyar,
2011) (Hegyi-Kalo, et al., 2020) (Kallitsounakis & Catarino,
2020).
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Ennek oka az volt, hogy ebben a szakaszban a bogyohéj
rugalmassagi modulusanak jelentds valtozasat (E-drop) figyelték
meg, ami arra utal, hogy a sejtfal lebomldsa elsdsorban az
aszisodds e korai szakaszaban torténik. A  szénhidrat-
anyagcserében szerepet jatszo enzimeknek a bogyohéj fizikai
paramétereinek valtozasaval valdé megfigyelt korrelacidja a
jelenlegi vizsgélatban megerdsiti, hogy azok aktiv szerepet
jatszanak az aszGsodas soran bekovetkezd bogydtextura
véltozasokban.

A szénhidrat-anyagcsere mellett a fehérje-anyagcserét érintd,
feldusult utvonalak is talsulyban voltak az adott modulokban. A
szO0lébogyd héjanak szerkezeti jellegli lebontasa mellett a
nitrogéntartalmu vegyiiletek metabolizmusa, mint az aminosavak,
peptidek és nukleinsav-szarmazékok fontos szerepet jatszanak a
B. cinerea anyagcseré¢je szempontjabdl (Lacroux, et al., 2008).
Val6szinlileg ez magyardzza az olyan nitrogén-felszabadito
enzimek  azonosithatosagdt, @ mint az  omega-amiddz
(BCIN 14g01750), amely a brown modulban az I. és II. fazis
kozott felfelé szabalyozott, a feldusult alanin-aszpartdm ttvonal
(Slocum, 2005) részeként, valamint a green modulban a III. és I'V.
fazis kozott felfelé szabalyozott, a feldusult alanin-aszpartdm
utvonalhoz tartoz6 glutamat-dehidrogenaz (BCIN 03g07670). A
"ketontestek" feldusult ttvonal azonositasa szintén a ketontesteket
tartalmaz6 aminosavak lebontasara utal. Az aszusodas soran tehat
a korai féazisokban azonositottunk szignifikansan feldasult
szénhidrat anyagcserét, kiilonds tekintettel a sejtfalbontd
folyamatokra. A folyamat késdbbi szakaszaban jelentds nitrogén
anyagcsere utvonal feldisulast kaptunk, amely esetében a
konnyen felvehetd nitrogén eldéllitasaval kapcsolatos géneket
talaltuk aktivnak.

Szdmos tanulméany megmutatta, hogy a B. cinerea a legnagyobb
biomasszat képezd gomba az aszusodas soran (Bene & Magyar,
2004) (Blanco-Ulate, et al., 2015), ami arra utal, hogy bizonyos
versenyelénye van mas mikroorganizmusokkal szemben a
sz6l6bogyd mikrokdrnyezetében. A kén anyagcseréje és az azt
kovetd méregtelenités ezért fontos a névény-gomba kdlcsonhatési
modellben a nemesrothadas folyamat soran (Griffith, et al., 2015).
A pink modulban a kén anyagcsere utvonala az 1. és a Il. fazis,
illetve a I11. és a I'V. fazis kozott feldusult. A Botrytis cinerea képes
a kénvegytileteket redukalni, ezéltal e vegyiiletek mennyiségét a
tuléléséhez megfeleld szintre csokkenti. Tovabba képes ezeket a
vegyiileteket mas masodlagos metabolitokké alakitani, amelyek
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elénydsek a szaporoddsa szempontjabol. Amellett, hogy a B.
cinerea a szaporodasat eldsegité metabolitokat termel és alakit at,
olyan vegyiileteket is azonositottunk, amelyek antagonista
hatassal rendelkeznek maés mikroorganizmusokkal szemben. A
brown modulban a kataldz enzimet (BCIN 03g01920)
azonositottuk, amely az 1. és II. fazis kozott felfel¢ szabalyozott
"masodlagos metabolitok" utvonalhoz tartozik. Ez az enzim tobb
gazdagitott utvonal, példaul a glioxilatokkal gazdagitott itvonal
részét képezi, de az alkaloidok szintézisében is kulcsfontossagu
enzim. Ez utdbbi csoportba olyan antagonista hatasu vegyiiletek
tartoznak, mint példaul a sziderofor ferrikrocin (Chowdhury, et al.,
2020). A B. cinerea altal termelt antimikrobidlis anyagok
megerdsitik azt a feltételezésiinket miszerint ez a faj olyan adaptiv
tulajdonsagokkal rendelkezik, amelyek lehetové teszik szamara,
hogy az aszlisodas soran teljes mértékben dominaljon.

A kovetkezd részben az aszusodas és a sziirkerothadéas kozotti
kiilonbségek vizsgalata soran kapott eredményeket értelmezziik.
Vizsgalataink szignifikans kiillonbségeket mutattak ki a kifejez6do
gének Osszetételében sziirke- és nemesrothadt bogyodk esetében,
valamint a kiilonbozd sziireti idépontok kozott is. A B. cinerea
kifejezett funkcionalis génjeinek  Osszetételében jelentds
kiilonbségeket talaltunk a bogyodrothadas tipusai kozott, ami
Osszhangban van a feltételezéseinkkel. A mintavétel idépontja is
erds korreldciot mutatott a kifejezett géndsszetétellel minden
bogyorothadas tipusban, ami azt jelzi, hogy a sziiret idépontja
szignifikdns hatassal van a bogyok fizioldgiai és biokémiai
folyamataira. Osszehasonlitva az egészséges bogydval, a B.
cinerea felfelé¢ szabalyozott génjeinek funkciondlis eltérései a
nemesrothadas esetében sokkal szignifikansabbak voltak, mint a
sziirkerothadés esetében, kiillondsen az anyagcsere tekintetében. A
jelenlegi vizsgalatban szdmos, a sejtaktivitdshoz kapcsolodd GO-
terminus azonositasa, mint példaul a "sejtalkotd biogenezis" és a
mutatja. Ez Blanco-Ulate és munkatarsai (Blanco-Ulate, et al.,
2015) tanulmanyaban is nyilvanvald volt, ahol szdmos, a
sejtnovekedéshez és a gazdaszdveti szervezddéshez kapcsolddod
feldisult 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 "transzlaci¢"
kifejezéseket azonositottak a sziiret utani nemesrothadast mutato
bogydkban. Az "antagonista metabolitok bioszintézise" feldisult
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utvonal azonositdsa a nemesrothadt bogyok felszabalyozott
génjeiben arra utal, hogy a B. cinerea antagonista aktivitassal
rendelkezik mas mikroorganizmusokkal szemben, ami lehetdséget
ad a szaporodasra és a dominancidra. Ez genetikai magyarazatot
ad korabbi megfigyeléseinkre, miszerint az aszisodas sordn, mas
fonalas gombak visszaszorulasaval a B. cinerea dominéanssa valik
az aszil bogyodkban. Ez az antibiotikum utvonal nem dusul a
szlirkerothaddsban, igy az antagonista aktivitast kifejez6 gének
ebben a rothadastipusban nem szignifikdnsan aktivak.
Valészintileg ez az oka annak, hogy a ndvénypatogén gombdk a
szlirkerothadds alatt kezdenek dominalni és diverzifikdlodni
(Barata, et al., 2012). A munkank soran tehat jellemeztiik a sziirke
¢s nemesrothadas soran expresszalt gének funkcioit. Ezek kozott
a szénhidratanyagcsere a fehérjeanyagcsere és az antimikrobialis
anyagok bioszintézise esetében kaptunk szamos aktiv gént,
melyek szerepét részletesen ismertettiik.

Tudomasunk szerint a mi tanulmany az elsd, amely a B. cinerea
mellett a fonalas gombdk ¢és ¢élesztdgombak funkcionalis
génexpresszios profiljat is elemzi sziirke- €s nemesrothadt
bogyokban, és bemutatja, hogy ezek a gombak milyen mértékben
jérulhatnak hozza a két rothadas soran bekovetkez0 fizikai-kémiai
valtozasokhoz. Ujszerii betekintést nytjtunk tovabba a dominans
gombak  lehetséges  kolcsonhatasi  dinamikdjaba  és
szukcessziojaba az aszusodas soran, beleértve bizonyos
antagonista mikroba-mikroba és mikroba-novény gének
termelddését. A vizsgalt gombafajok koziil a B. cinerea
funkcionalis génkészletében a legnagyobb szamu a kiillonb6zd
rothadastipusokban, mindkét vizsgalt mintavételi idépontban
differencidlisan expresszalt gén, amely bizonyitja a két
sz6l6bogyod-rothadastipusban vald talsulyat. Ez nem meglepd,
hiszen B. cinerea altal fertézott szélobogyokat gyijtottiink. A
nemesrothadasban differencialisan kifejez6d6 gének szama (>31)
a tobbi fonalas gomba és élesztd esetében a sziirkerothadassal
szemben (<5) arra utal, hogy ezeknek aktivabb szerepiik lehet az
aszus bogyo kialakuldsédban, mint a szlirkerothadasban.

Jelentés  kiilonbséget taldltunk a fonalas gombdk és
¢lesztdgombdk mindségi ¢és mennyiségi  génexpresszios
profiljaban sziirke- és nemesrothadés esetében. Az A. alternata, B.
cinerea, E. nigrum, A. pullulans és R. graminis GO elemzése és
utvonal feldusulds elemzése sokkal aktivabb génexpresszios
profilt mutattak az asziisodas esetében, mint a sziirkerothadas
esetén, kiillondsen az anyagcsere ¢€s a transzporttal ¢&s
proliferacioval kapcsolatos sejtaktivitds tekintetében. Az A.
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alternata és a B. cinerea felfelé szabalyozott génprofiljaban a
sejtproliferaciohoz  kapcsolodd,  feldasult  GO-terminusok
azonositdsa megfelel Blanco-Ulate és mtsai. megallapitdsainak
(Blanco-Ulate, et al., 2015), akik szintén feldasult,
sejtfolyamatokhoz kapcsolodo utvonalakat talaltak, mint példaul
a "sejtnovekedés". Hasonloképpen, a feldisult GO-terminusokat,
koztik a sejtszintli bioszintetikus folyamat és a 'Cellularis
komponens biogenezis' kifejezéseket (Lovato, et al., 2019), illetve
(Otto, et al., 2022) azonositottak. A sejtburjanzasban részt vevo
szamos gén azonositdsa valdsziniileg Osszefiiggésbe hozhaté a
sejtbiomassza novekedésével az aszusodott bogydk esetében
minden itt elemzett gombafajnal.

Az antagonista metabolit bioszintézis feldusult utvonalainak
azonositdsa, valamint a virulencia BLAST segitségével
meghatarozott faktorokhoz kapcsolédd gének azonositisa a
vizsgalt  gombafajok  felszabdlyozott, = nemesrothadassal
Osszefiiggd génjeinek vonatkozasaban tobb esetben is mikrobialis
kolcsonhatasokra utal. Az antagonista metabolitok szintéziséhez
kapcsolddo enzimeket is azonositottunk, amelyek az A. alternata
¢és az E. nigrum esetében a feldusult "antagonista kolcsonhatas
génjeinek  bioszintézise"  utvonalban olyan  vegyiiletek
szintéziséért feleldsek, amelyeknek kellemetlen érzékszervi
tulajdonsagot kolcsondzhet a bornak, beleértve a szulfidot és a
ként (Goode et al. 2008).

Mas fonalas gombakkal és élesztokkel ellentétben, amelyek
antagonista koOlcsonhatds génjeit csak az aszisodott bogyok
esetében fejezték ki, a B. cinerea tnraszkriptjdban antagonista
kolcsonhatési faktorokat azonositottunk mindkét rothadasi tipus
esetében (a feldusitott "Az antagonista kdlcsonhatas génjeinek
bioszintézise" és virulencia gének). Az a tény, hogy a feldisult
"Antagonista metabolitok bioszintézise" utvonal jelen volt az
Osszes fonalasgomba és az A. pullulans nemesrothadt bogyokbol
szarmazo génkészletében, kiemeli, hogy feltehetéen ebben a
fazisban zajlo komplex kolcsonhatasi dinamika jellemzi a
mikrobidtat. Ez ellentétben all a sziirkerothadasos esettel, ahol a
B. cinerea elleni antagonizmus hidnya més mikrobak részérdl.
Megallapithatjuk tehat, hogy a nemesrothadt és sziirkerothadt
bogydkon azonositott mikrobialis kdlcsonhatasokkal kapcsolatos
géneket. Azt talaltuk, hogy mig a B. cinerea gének mind a két tipus
esetében mutat antagonista viselkedést, addig ezek a folyamatok a
tobbi gomba esetében csak az aszibogydkon volt szignifikdnsan
feldasulva.
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A jelen tanulmény - tudomasunk szerint - az elsd, amely a B.
cinerea mellett azonositott fonalasgombak és élesztdgombak aktiv
metabolikus szerepét vizsgalja az aszusodas soran, valamint arrol,
hogy ezek hogyan jarulnak hozzd az aszisodas folyamatahoz,
kiilonosen a szOl6 és boraromak, az aromaval kapcsolatos
vegyiiletek ¢és azok prekurzorainak kialakuldsdhoz, amelyek
befolyasolhatjak az érzé¢kszervi tulajdonsagokat és a bor altalanos
mindségét. Mind a fonalasgombadk, mind az élesztégombak
transzkript abundancia noOvekedése az aszlsodas sordn
vizsgalataink eredménye alapjan ellentétben all az irodalombol
ismertekkel, nevezetesen, hogy a fonalas gombdk a folyamat
elején jelennek meg, szemben az élesztdgombakkal, amelyek a
késObbi szakaszokban domindlnak (Li, et al., 2021). Ez az
ellentétes trend valdszinilileg az aszisodas négy szakasza soran
novekvd funkcionalis szerepét tiikrozi, kiilondsen a jelenlegi
vizsgalatban az aromaval kapcsolatos prekurzorok esetében. A
WGCNA Kklaszterezett turquoise modulhoz tartoz6 sajatgén
jelentds novekedése a II-III. fazisatol a IV. fazisaig, valamint a
legnagyobb szamu egyedileg felszabalyozott gén eléfordulasa az
Osszes fonalas és élesztégomba esetében a negyedik fazisban
kvantitativ modon azt jelzi, hogy ebben a fazisban a mikrobiota
mas, a bor izét és aromajat érintd egyiittes mikrobialis hatas az
aszusodas késébbi fazisaiban torténik. Az aroma kialakuldsdhoz
kapcsolodo szamos feldusult utvonal és gén, pl. az aminosav- és
lipidanyagcserében részt vevo ttvonalak eléfordulasa jelezte az
aroma kialakuldsaban betoltott kozvetlen és kozvetett szerepiiket.
A B. cinerea-t6l  eltérd, aszisodashoz  kapcsolodo
fonalasgombakbol és élesztdgombakbol szdrmazd szamos enzim
azonositasa a B. cinerea fontos &m nem egyediili szerepére utal az
utobbi vonatkozasban (lasd. az értekezés M4 mellékletében).
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
1. tézis

A nemesrothadds és sziirkerothadds soran a B. cinerea a
bogyofertdzés elsd 1épéseként a sz016bogyd héjanak lebontasaért
felelds géneket fejezi ki, majd a kérokozd dominancigjat és a
bogy¢ feliiletének és belsd szoveteinek kolonizacidjat eldsegitd
géneket expresszalja. Ezek a gének nemesrothadas esetében
aktivabbnak,  szignifikdnsan = nagyobb  abundancidjinak
hataroztam meg, mint sziirkerothadas esetében.

2. tézis

A Botrytis cinerea expresszalt funkcionalis génjei, nemesrothadas
sordn szignifikdnsan feldusult utvonalakat mutattak olyan, az
aszusodas szempontjabol elényos biokémiai valtozasok esetében,
mint a cukor- és fehérjetartalom ndvekedése, valamint az Gn.
botritiszes boraromat meghataroz6 prekurzor molekuldk
bioszintézise, mig szilirkerothadds esetében, ¢és a ndvényi
védekezési valaszok kijatszasara ¢és fitotoxikus vegyiiletek
eléallitasara szolgalo géneket fejez ki.

3. tézis

A Botrytis cinerea altal expresszalt gének az aszusodas kezdeti
szakaszdban a szénhidrat lebontdshoz kapcsolodd tutvonalak
lebontd 1épései szignifikdnsan feldisulnak, amelyek a bogyohé;
szerkezetének valtozasdhoz jarulnak hozza, mig az aszusodas
késébbi szakaszaban feldisult anyagcsere utvonalak lehetévé
teszik, hogy a Botrytis cinerea kolonizélja a sz616bogyot (,,szulfat

rrrrr

(,,antimikrobidlis anyagok bioszintézise”).
4. tézis

Munkam sordn az aszubogyon a B. cinerea mellett legnagyobb
gyakorisdggal el6forduldé gombdk metabolikus aktivitasat
vizsgaltam, ugy, mint az A. alternata, E. nigrum fonalasgombak,
valamint az A. pullulans és R. graminis élesztok. Megmutattam,
hogy a nemesrothadés soran ezeknek a mikrobaknak jelentds
szerepiik van az aszusodas folyamatdban mivel nagyszami gént
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felszabalyozottan expresszalnak (899 gén), mig sziirkerothadas
soran joval kevesebbet (15 gén).

5. tézis

Tanulmanyom soran leirtam az A. alternata, A. pulullans, E.
nigrum €s R. graminis éltal expresszalt legfontosabb aminovas-,
lipid- és szénhidratanyagcseréhez tartozé feldusult utvonalakat,
melyek olyan prekurzormolekuldk szintézisét aktivaljak, amelyek
hozzajarulnak az asziborok érzékszervi tulajdonsdgaihoz,
valamint azok ¢élelmiszeripari mindségéhez ¢és biokémiai
stabilitasahoz.
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