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1. Bevezetés

“Az vagy, amit megeszel.” A mara mar kozhellyé valt mondas megalkotoja akkoriban
valoszinlileg még nem szamolt azzal a ténnyel, hogy mar egy szimpla novényi résszel egyiitt
egy komplett 6koszisztémat is elfogyasztunk. Az elmult néhény évtized kutatdsa ugyanis
ravilagitott arra, hogy természetes koriillmények kozott a novények belsd szovetei, sejtjei egy
diverz baktérium ¢és gomba kozdsségnek adhatnak otthont. Jellemzden ezek az ¢€l6lények
lathat6 tiinetek nélkiil kolonizaljdk a gazdandvényt, st még segithetik is annak fejlédését,
patogénekkel szembeni tulélését, stb.

Jelen értekezés alapjaul szolgald kutatomunkank soran mi is ezen €l61ényeket vizsgaltuk,
elsdsorban arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy milyen molekuléris szintli kapcsolatok
jatszanak szerepet az endofiton fonalas gombak és a gazdandvény kozotti interakcidkban.
Vizsgalataink a Brassicaceae novénycsalad egyik képviseldje, a torma (Armoracia rusticana)
gomba-kdzdssegenek megismerésére irdnyultak. Ez a néveény nem csak élelmiszeripari és
molekularis bioldgiai (a tormaperoxiddz enzimet szamos immunhisztokémiai és ELISA
modszerben hasznaljak) vonatkozasa miatt fontos, de farmakoldgiai szempontbdl is jelentds
lehet kemopreventiv tulajdonsaga miatt. A néveny tovabba diverz antimikrobialis vegyuletek
eloallitasara képes, mely szamos izgalmas kérdést vet fel azzal kapcsolatban, hogy hogyan
képes egy valtozatos és komplex mikrobialis kdzosség kialakulni egy ilyen zord kémiai
kornyezetben.

Munkank soran lehet6ségiink adodott arra, hogy ezen interakcidkat in vitro és in vivo
modellekben is vizsgaljuk. Tormagyokerekbdl szdmos endofiton fonalas gombat sikertilt
izolalnunk és hosszu tavon fenntartanunk, melyekben headspace GC-MS technikaval azt
vizsgaltuk, hogy tormagyokerekbdl készitett kivonaton inkubdlva milyen illékony szerves
vegyiiletek (VOC) eldallitasara képesek. Ezen feliil, az elmult néhany évben alkalmunk volt
arra, hogy egy kisérleti mezdgazdasagi telepen, szabadfoldi koriilmények kozott termesztett
tormafajtakbdl vegyink tébb mint szaz gyokérmintat, hogy metabolomikai és metagenomikai
modszerekkel feltdrhassuk a gombakdzOsség és a torma metabolitjai kdzotti in vivo
interakciokat.

Az altalunk alkalmazott modszerek koziil kiemelendd a metabolomika, mely a tobbi
“omikéhoz” hasonldan szintén egy interdiszciplindris teriilet, szamos tudomanyag (miiszeres
analitika, informatika, adattudomany) eszkozeit alkalmazza annak érdekében, hogy egy
bioldgiai rendszer teljes metabolit készletét vizsgalhassuk. A klasszikus analitikai eljarasokkal



szemben, melyeknél els6sorban csak néhany jol definidlt vegyiilet analizisére van
lehetdségiink, a metabolomika segitségével akar tobb szdz kémiai “feature”, vagyis
vegyiiletjeldlt relativ mennyisége meghatarozhatd, sét akar hozzavetdlegesen is azonosithatd
informatikai algoritmusokkal, igy rengeteg informaciot kaphatunk a vizsgalt szervezet
pillanatnyi allapotarol.

Ezen mddszerekkel az alabbi kerdésekre szerettiink volna valaszt kapni kutatomunkank
sorén: Képesek-e az endofitonok, illetve a gazdanovény kornyezetében €16 talajlakd gombak a
novény metabolit készletét hasznositani? Amennyiben igen, milyen illékony
anyagcseretermékek utalhatnak erre? Van-e kulonbség az endofiton és talajgombak kdzott a
novény altal termelt vegyiiletek felhaszndldsat illetden? Tovabba {6 kérdésiink volt még, hogy
a gazdanovény kémiai Osszetétele befolyasolja-e a benne él6 gombak6zosség Osszetételét?

Milyen vegylletek, vegyuletosztalyok szerepe szignifikéans az ilyen interakciokban?



2. lrodalmi attekintés

2.1. Glukozinolat-mirozinaz kémiai védelmi rendszer

A jelen értekezésemben bemutatott vizsgalatok modellnévénye a Brassicales rendbe
tartoz6 torma (Armoracia rusticana G. Gaertn., B. Mey. & Scherb.) volt. A Brassicales
novényrend képviseldi rendelkeznek az egyik legaktivabban kutatott kémiai védelmi
rendszerrel, melynek Kkulcsfontossagl bioaktiv vegyiletei a glukozinolat anyagcsere
utvonalbol szarmaznak (Blazevi¢ et al., 2020). A bioaktiv vegyiiletek prekurzorai a jelentds
bioaktiv hatassal nem rendelkezd glitkozinolatok, melyek aminosavakbdl szarmazd, valtozatos
struktaraju tioglukozidok. Elnevezésik az oldallancuk alapjan torténik, mely lehet alifas (Ala,
Leu, Ile, Val, Met ¢és Glu aminosav eredetiiek), indol (Trp eredetil) vagy benzol gyliriis (Phe
vagy Tyr eredetil). Bioszintézisiik a kloroplasztiszban és a citoszolban zajlik, szdmos enzim
kooperécidjaval (Chhajed et al., 2020; Harun et al., 2020).

A glukozinolatok altaldban veéve valamilyen szdveti sérulés hatasara hidrolizalodnak a
kilén kompartmentekben tarolt mirozinaz enzim altal katalizalt reakcidban (1. abra). A

hidrolizis intakt sejtekben is lejatszodhat alternativ mirozinazok altal (Bednarek et al., 2009).
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1. abra. Glikozinolatok hidrolizise, majd spontan atrendezédése bioaktiv vegyiiletekké,
tovabba a tormaban legnagyobb koncentracioban eléforduld gliikozinolatok szerkezeti
képlete. Roviditések: ESP, epithiospecifier protein; TFP, thiocyanate-forming protein; ESM,
epi-thiospecifier modifier protein; NSP, nitrile-specifier proteinek.

Hidrolizist kdvetéen az instabil gliikozinolat aglikon (tiohidroximat-O-szulfat) spontan

atrendezddik kiilonféle illékony bomlastermékekké (1. é&bra), mely bomléastermékek



gombakkal valo interakcidjanak szakirodalmat két attekintd tanulményban is 6sszefoglaltuk
(Plaszkdé et al., 2022, 2021). Fizioldgias pH-n az alapértelmezett bomlastermékek az
izotiocianatok, melyek a legaktivabban kutatott gliikozinolat bomléstermékek. Széles
farmakologiai hatdsspektrummal rendelkeznek, kodszonhetéen annak, hogy nagymértékben
reaktivak nukleofilekkel szemben (Hanschen et al., 2014). Elsésorban az izotiocianatok
felelnek a Brassicaceae névények emberi fogyasztas szempontjabol elény6s tulajdonsagaikért.
Ezen ndvények (pl.: torma, mustér, kaposzta, stb.) gyakori fogyasztasaval szamos betegség
kialakulasanak esélye csokkenthetd, elsésorban kemopreventiv hatdsuk miatt (Sturm and
Wagner, 2017). Szintén fontos tulajdonsaguk, hogy rendkivil potens antimikrobialis hatassal
rendelkeznek. Mar szamos human- és novénypatogén, illetve mikotoxin termelé gombaval
szemben (pl.: Candida fajok, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani) bizonyitottdk az
izotiocianatok antifungélis hatasat, mint azt 6sszefoglaltuk korabbi tanulményunkban (Plaszké
et al.,, 2021). Ezen hatdsuk szamos gyakorlati alkalmazasuk alapjat képezi, hasznaljak
novényvédelemben, de akar gabonak, gylimolcsok, tejtermékek, pékaruk tartdsitasara is
(Plaszko et al., 2021). Béar hatékony antifungélis vegyiletek, mar szdmos gombardl leirtak,
hogy rendkivil hatdsos detoxifikdcios mechanizmusokat alkalmazhatnak az izotiocianatok
semlegesitésére, pl.: kevésbé hatisos vegyliletekké torténd kozvetlen biotranszformécioval
(Holland et al., 1994), glutation konjugatumok létrehozasaval (Chen et al., 2020; Sziics et al.,
2018), glutation transzferazok hasznéalataval (Calmes et al., 2015).

A masik szamottevOd szakirodalommal rendelkezd vegyiiletosztaly a nitrilek, melyek
alacsonyabb pH-n (pH < 5) vagy Fe?* ionok és nitrile specifier proteinek (NSP) jelenlétében
képzddnek a mirozinadz reakcio soran (Wittstock et al., 2016). Mint mar 4ttekintettiik, kdzvetlen
antifungalis hatasukat mar szdmos esetben igazolték, de aktivitdsuk sokkal alacsonyabb az
izotiocianatokhoz képest (Plaszké et al., 2022). Bar jelentds mennyiségben képzédhetnek
szamos novényben, pontos 6kologiai szereplik még tisztazatlan gyenge bioaktivitasuk miatt.
Elézetes eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy szinergista kolcsonhatasok révén
novelhetik a az izotiocianatok aktivitasat, igy indokolva a képzodésiiket.

Az indol gliikozinolatokbdl szarmazé vagy hidroxilalt oldallanccal rendelkezd
izotiocianatok instabil vegyiiletek, melyekbdl tovabbi downstream bomléastermékek
keletkezhetnek, ilyen példaul az indol-3-metanamin (Bednarek et al., 2009). Aszkorbinsav
jelenlétében aszkorbigén johet létre, vagy ha viz a reakcio partner, indol-3-metanol képzddhet,
mely tovabb oxidalédhat indol-3-karbaldehiddé, indol-3-karbonsavva vagy dimer, oligomer
formakka (Agerbirk et al., 2009; Buskov et al., 2000; Hanschen et al., 2014). Az indol
glikozinolatokbdl indol-3-acetonitril is létrejohet, mely szintén sz&mos downstream termék



prekurzora lehet (Plaszko et al., 2022). A Brassicaceae novényekbdl mar szamos fitoalexint is
leirtak, melyek fontos antimikrobialis vegyiiletek a névenyvilagban. A brasszinin példaul
szintén a glikozinolat Utvonalbdl szarmazik, amely molekula szamos tovabbi fitoalexin
bioszintézisének kiindulopontja, tovabbi részletek nemrégiben megjelent attekintd
munkankban olvashatoak (Plaszké et al., 2022). Az imént emlitett vegyuletek szakirodalma
kisebb az izotiocianatokéhoz képest, s bar széles biologiai hatasspektrummal rendelkeznek,
pontos dkoldgiai szerepiik, a nitrilekhez hasonldan, egyeldre tisztazatlan.

Mint azt két attekinté tanulményunkban is bemutattuk (Plaszko et al., 2022, 2021), a
Brassicaceae névenyek bioaktiv vegyuletek rendkivil diverz arzenaljaval veszik fel a versenyt
a kiilonboz6 mikrobakkal, patogénekkel szemben. Mivel szamos vegyiilet individualis szerepe
nem tisztazott, igy feltételezhetd, hogy komplex kémiai folyamatokban vehetnek részt.
Kutatasunk alanya, a torma is bévelkedik gliikozinolat eredetii anyagcsere-termékekben, igy jé
alapul szolgalhat a komplex és dinamikus névény-mikroba interakciok mélyebb megértéséhez,
raadasul sok Brassicaceae névényhez hasonléan a torma sem alkot mikorrhiza kapcsolatokat
(Sharma et al., 2023), igy még inkabb alkalmas lehet pusztan a ndvény belsejében €16 kdzosség

(endoszféra) mikrobidlis kozosségének feltérképezésére.

2.2. Endofitonok

Ma mar jol ismert tény, hogy a névények egészségét és jolétét, az allati szervezetekhez
hasonl6an, nagyban befolyésolja azok mikrobiomja (Patil et al., 2023). Bar a novényi
mikrobiom egyik legintenzivebben kutatott részhalmaza az endofitonok, pontos definialasuk a
mai napig sem egyszertl. Szamos kiilonb6z6 definicié sziiletett az endofitonokra az elmult
évtizedekben, de altalaban olyan nem-patogén eldlényeknek tekintjiik Oket, amelyek a
novenyek belsejét kolonizaljak lathatd tunetek nélkil (Fesel and Zuccaro, 2016; Schulz and
Boyle, 2005). Az endofitonok a gyogyszerészeti tudomanyokban is egyre kiemeltebb szerepet
kapnak, ugyanis fontos bioaktiv vegyiiletek potencialis forrasai lehetnek (Anand et al., 2023;
Gunatilaka, 2006). Az endofitonok akar extrém korilmények ko6zott mikod6 enzimek
tanulmanyozasara is alkalmasak lehetnek, példaul a sos él6helyeken €16 novényekbdl izolalt
endofitonok olyan enzimeket tartalmaznak, amelyek magas sokoncentracioban is képesek
miikodni (Garcia-Latorre et al., 2023; Suryanarayanan et al., 2012). Nem-patogen allapotukban
szdmos jotékony interakcidban allnak a gazdandvénnyel, amelyek a névényvédelemben is
kiaknazhatoak, pl.: sotirés novelése, biokontroll, stb. (Godara and Ramakrishna, 2023;

Govinda Rajulu etal., 2011; Vos et al., 2014). Azonban fontos megemliteni, hogy nem-patogén



¢letmodjuk nem tekinthetd teljesen stabilnak (Fesel and Zuccaro, 2016; Schulz and Boyle,
2005). Bar a pontos hattérmechanizmusa nem teljesen ismert, az endofitonok latens
(opportunista) patogének is lehetnek, mely stilyos mezégazdasagi karokkal is jarhat (Photita et
al., 2004; Slippers and Wingfield, 2007).

Természetesen nem meglepd, hogy az endofitonok, €és alapvetden a novényi mikrobiom
minden tagja bioaktiv vegylletek szazainak vannak kitéve a ndvényekben, és annak
kornyezetében is. Az evollcié sordn az endofitonok jol alkalmazkodtak a gazdandvény
metabolitkészletéhez, szdmos endofiton képes akér szelektiven is &talakitani a novényi
metabolitokat, s6t mi tobb, egyes természetes vegyiiletek a gazdandvény €s endofitonjai kdzos
termékei (Ludwig-Mauller, 2015). Mint mar korabban bemutattuk, a gombak a névények egyes
vegyuleteit, példaul a glikozinolatokat, szénforrasként is felhasznalhatjak, mely jelenség
sokkal gyakrabban volt detektalhat6 endofitonoknal (Sziics et al., 2018).

A szakirodalomban fellelheté nagyszamu publikacid ellenére az endofitonok 6koldgiai
szerepe, illetve azok kdlcsonhatasai a novenyi kémiai rendszerekkel tovabbra is szamtalan

izgalmas és megvélaszolatlan kérdést tartogatnak.

2.3. lllékony szerves vegyuletek (Volatile Organic Compounds, VOC)

Az illekony szerves vegyuletek vagy VOC (Volatile Organic Compounds) kifejezést
elsdsorban olyan természetes vegyiiletekre alkalmazzuk, amelyek természetes kortiilmények
kdzott illékony formaban vannak jelen. Tobbnyire névények, gombak és baktériumok termelik
ezeket a nagyon diverz strukturaji és sokféle biologiai funkcioval rendelkezd vegytileteket.
Szerkezetiket tekintve leggyakrabban rovid szénlancu szerves savak, alkoholok, aldehidek,
észterek és terpenoidok. Detektalasuk az illékony természetik miatt altalaban specilis
mintavételezési modszerekkel lehetséges (€s célszertl), pl.: szilardfazisi mikroextrakcio,
headspace extrakcio (Zhang and Li, 2010).

A gombak altal termelt VOC-ok fontos szerepet jatszanak a gombak és mas szervezetek
kozotti kolcsdnhatasokban, pl.: fajok kdzotti szimbiotikus kapcsolatok kialakitasaban és
szabalyozésaban, antifungalis, fitotoxikus vagy rovarvonzo, illetve rovartaszito aktivitasokban
(Hung et al., 2015; Yang et al., 2023). A gombak VOC-okat 6nszabalyozasi célbol is
eléallithatnak, példaul a Penicillium paneum altal termelt oktén-3-ol gatolhatja a sajat sporazési
képességét magas sporakoncentracié esetén (Chitarra et al., 2005).

VOC-ok termelését illetden az endofitonok is egyre nagyobb figyelmet kapnak nem csak

a szakirodalomban, de gyakorlati alkalmazasokban is, erre kitiiné példak a Muscodor



nemzetség gombai. Muscodor izolatumok VOC keverékei példaul hatékonyan gatoltak a
patogénck fejlodését egyes gyiimolcsokon (Mercier and Jiménez, 2004). Egy Muscodor
yucatanensis izolatum kulonféle szénhidrogének, észterek és szeszkviterpének termelésével
szignifikansan gatolta mas gombafajok ndvekedését in vitro kiserletekben (Macias-Rubalcava
etal., 2010).

Mint mar korabban lathattuk, névényi anyagcsere Utvonalakbdl is igen diverz VOC-ok
szarmazhatnak, példaul a gliikozinolatok hidrolizise sordn. A gliikozinolatok oldallancatol
figgden a képzddd vegyiiletek rendkiviil illékonyak lehetnek, mint példaul az egyik
leggyakrabban el6forduld glitkozinolatbol, a szinigrinb6l képz6dé allil-izotiocianat, vagy a
glitkonaszturtiinbol képz6dé fenetil-izotiocianat (Plaszko et al., 2021).

A VOC-ok a ndvény-mikroba interakciokban is jelent6s szerepet tolthetnek be. A
Cladosporium cladosporioides gomba altal termelt VOC-ok, példaul a-pinén, szignifikans
novekedés serkentd hatassal voltak dohanynovénykékre, in vitro koralmények kozott (Paul and
Park, 2013). A fentiekben bemutatott példak alapjan elmondhat6, hogy a kuldonféle kiilénleges
VOC-okat termeld gombdk nagy gyakorlati potenciallal rendelkezhetnek, és fontos részét

képezhetik jovibeli kutatasoknak.

2.4. Novény-gomba interakciok

Szamos tanulmanyban mar diszkutaltak, hogy a novényi anyagcsere utvonalakbol
szdrmazd szerves vegyiiletek tapanyagként szolgalhatnak a kornyezetiikben €16
mikroorganizmusok szamara, valamint, hogy a ndvények kilonféle antimikrobidlis hatasu
vegyuletekkel védekezhetnek a patogén mikrobak ellen. Azonban, a legfrissebb kutatasok azt
mutatjak, hogy ezen jelenségek mdogott sokkal komplexebb mechanizmusok hdzodhatnak
(Pang et al.,, 2021). Az evoluci6 ugyanis olyan Un. “meta-organizmusok” létrejottét
eredmeényezte, amelyekben a novények aktivan taplaljak mikrobiomjukat, és kulonféle
exudatumokkal alakitjak annak osszetételét, annak érdekében, hogy megakadalyozzdk a
patogén mikrobdk térnyerését. Mindekdzben a mikrobiom tagjai egymassal erds
kompeticioban igyekeznek felhasznalni a ndvényi metabolitokat és tapanyagokat, és egyuttal
a novenyi antimikrobialis vegyiletek ellen is védekeznek, igy létrehozva a dinamikusan
valtozd ndvényi metabolomot és mikrobiomot (Pang et al., 2021; Sasse et al., 2018). A ndvény-
mikrobiom interakciokban mind a primer, mind a specializalt metabolitok részt vesznek, de

arra vonatkozoan, hogy mely vegyiiletosztalyok toltik be a legfontosabb szerepet, viszonylag



hianyosak az ismereteink (Nguyen et al., 2023; Sasse et al., 2018). Béar a legtébb tanulmanyban
a bakterialis kdlcsonhatasokat vizsgaltak, gombakkal kapcsolatban is gyarapodnak az adatok.

A ndvények ¢és endofiton gombdk kozotti kolesonhatasok elsdsorban elicitacio
forméjaban mutatkoznak a novény részérdl, vagyis a gombakkal vald elsé taldlkozaskor a
ndvényben megindul a specializalt metabolitok bioszintézise (Priyashantha et al., 2023). Ennek
bizonyitasara mar szamos tanulmany sziletett, példaul megfigyelték, hogy novényi
szovettenyészetekben indukalhatdé a specializalt metabolizmus azéltal, hogy a gombék
jelenlétét gombasejtfal extraktumokkal imitaljak (Narayani and Srivastava, 2017). Novényi
patogenezis modellekben szintén megfigyelhetd, hogy a ndvény fokozhatja a defenziv
vegyiiletek termelését gombafertdzés esetén, példaul Brassicaceae ndvényekbdl kimutattak,
hogy a novény jelentdsen noveli a kiilonféle glilkozinolatok mennyiségét gombakkal torténd
kezelés hatasara (Madloo et al., 2019; Robin et al., 2017). Bar ezek a tanulméanyok mélyebb
betekintést nydjtanak a kémiai védelmi mechanizmusokba, legtébb esetben csak egy-egy
gombatorzs altal torténd fertdézés hatasat vizsgaljdk, azonban mar két kiilonb6zd gomba
egyiittes fertdzése is drasztikusan eltérd hatasokat eredményezhet a vizsgalt novényben (Hori
etal., 2021).

Tovabb neheziti a teljes metabolomra torténd konkluzidk levonasat, hogy a publikaciok
dontd tobbségében csak egy-egy jol definialt vegyiiletosztalyra fokuszaltak, sét a legtobb
tanulmany a specializalt metabolitokra dsszpontositott, azonban nem csak ezen vegylletek
felelhetnek védelmi funkciokért a ndvényekben. Egy NMR tanulményban figyelték meg
példaul, hogy a Combretum lanceolatum névény primer metabolizmusa szignifikansan
megvaltozott endofiton gombakkal torténd kolonizacio hatasara. A treonin, almasav, N-acetil-
mann6zamin mennyisége 290-740-szeresére nétt a kezelés hatasara. A szerzok szerint ezek a
vegyuletek a novény védelmében szerepet jatszo specializalt metabolitok prekurzorai is
lehetnek (Lacerda et al., 2021).

Egy masik fontos megkdzelités a novény-mikroba interakcidk vizsgalatdban annak a
jelenségnek a megfigyelése, hogy a ndvények metabolitok segitségével hogyan “toborozzak™
a szamukra hasznos mikrobakat (Park et al., 2023). Ebben a temaban sziiletett tanulmanyok
arra a megallapitasra jutottak, hogy a specializalt metabolitok a legfontosabb faktorok a
mikrobdk vonzasaban, ugyanis a mikroorganizmusok felismerhetik a gazdandvényt a
kibocsatott exudatumaik alapjan. A flavonoidok és sztrigolaktonok peldaul fontos
szigndlmolekulaként szolgalhatnak a szimbiotikus mikorrhiza kapcsolatok létrejottében

(Holmer et al., 2017). Egyes vegyuletosztalyok, pl.: glikozinolat bomlastermékek (Plaszké et
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al., 2021), kumarinok (Voges et al., 2019), triterpének (Huang et al., 2019), befolyasolasaval a
gazdandveny mikrobakdzosségei is megvaltozhatnak.

A talaj- és rizoszféra gombak szakirodalma elég jelentGs, az endofiton gomba-
kozosségekrol viszonylag kevesebb az informacio, annak ellenére, hogy gyakorlatilag minden
novényben jelen vannak (Rodriguez et al., 2009). A természetes talajok rendkivil valtozatos
gombakdzosséggel rendelkeznek, igy logikus azt feltételezniink, hogy a névényben €16 gomba-
kdzosség, a maghol oroklott kozosségen kivil, talajgombakbdl alakul ki (Abdelfattah et al.,
2023). Erdekes azonban, hogy a novények rizoszférajaban csak a talajmikrobak egy kis
hanyada ¢l, annak ellenére, hogy hogy a rizoszféra bdvelkedik szerves tapanyagokban
(DeAngelis et al., 2009), rdadasul ennek a sziikebb kozosségnek is csak néhany tagja tudja
kolonizalni a ndvények belsejét (Sasse et al., 2018). Mindez azt sugallja szdmunkra, hogy a
rizoszféraban talalhat6 kémiai mikrokornyezet egy nagyon erds szelekcids nyomas a gombakra
nézve, mellyel a leendd endofitonok kiilonféle kémiai adaptidcids mechanizmusok

kifejlesztésével birkdznak meg (Szlics et al., 2018).
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3. Célkitiizések

Doktori értekezésemet megalapozo6 kutatomunkank sordn az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk

meg:

- NoOvényi extraktumokon inkubalt endofiton és talajgombdk gdzterében talalhatod
illékony szerves vegylletek (VOC) meghatarozasat terveztik, hogy megvizsgaljuk a
tormaban és kornyezetében €16 gombak képesek-e a novényre jellemzd metabolitokat
felhasznalni, atalakitani.

- Terveztik tovabba szabadfdldi korulmények kozott termesztett tormafajtak
gyokereiben taladlhatd gombakdzdsségeket feltarni  metagenomikai  (amplikon
szekvenalas) modszerekkel, ezzel minél toébb informéaciot nyerve arrdl, hogy milyen
taxonok alkotjak ezen névény endoszférajat.

- A vizsgalt tormagyokerekbdl metabolomikai vizsgélatokat is terveztiink a ndvény
metabolit készletének részletes feltérképezése érdekében. Terveztik tovabbad a
metabolomikai mérésekbdl szadrmazo vegyiiletjeloltek részletesebb azonositasat
legalabb vegyiletosztalyok szintjén.

- Végezetll azt terveztik feltarni, hogy a gazdandvény és mikrobiomja k6zott milyen
kémiai kolcsonhatasok vannak, milyen vegylletek felelnek a gombak6zosség
Osszeszerelodéseéert €s milyen gombataxonok befolyasoljak a gombakdzosség

Osszetételét.
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4. Anyagok és mddszerek

4.1. lllekony szerves vegytletek (VOC) vizsgalata torma-asszocialt gombak gézterében

4.1.1. Standard mikrobioldgiai taptalajok

Vizsgalataink soran Malt Extract Broth (MEB, 20 g L™ malatakivonat, 20 g L™ gliikoz-
monohidrat, 1 g L™ pepton), Saboraud Glucose Broth (SGB, 40 g L™ gliikdz-monohidrat, 10 g
L1 pepton, pH 5,6 + 0,2) és Potato Dextrose Broth (PDA, 200 g L'-nek megfeleld
burgonyakivonat, 20 g L™ gliikdz-monohidrat, pH 5,6 + 0,2) taptalajokat hasznaltunk. Sziikség
esetén a taptalajokat 2% agarral szilarditottuk.

4.1.2. Tormakivonat készitése

A tormakivonatot az alabbi protokoll alapjan készitettiik: kb. 500-1000g friss, egészséges
tormagyoOkeret nagy darabokra vagtunk, 30 percig vizben fOztik a mirozindz enzim
inaktivalasa érdekében, majd 3:2 oldoszer:nyerstémeg aranyban metanollal homogenizaltuk.
A metanolos elegyet 30 percig forraltuk golyoshiitd alkalmazdsa mellett. Az igy kapott
kivonatot lesziirtiik, €s rotacids vakuumbeparloban kozel szarazra paroltuk, majd nagyjabol a
gyokerekben 1év6 vizmennyiségben (jellemzéen a nyerstomeg 70%-a) Ujra szuszpendaltuk. A
folyadékot eldszlirés utan sterilre sziirtiik 0,20 pm pérusatmérdjiit PES membranon, majd -24
°C-on taroltuk tovabbi felhasznalésig. A kivonatot sziikség esetén 2% steril agarral egészitettik

ki. A vizsgélataink soran hasznélt tormakivonat 1856 pg mL™ szinigrint, 239,8 ug mL™
gliikonaszturtiint, 6,96 pg mL™* gliikoiberint és 41,33 pg mL ! glilkobrasszicint tartalmazott

(a kvantifik&cios modszer részletei a 4.2.3.1. alfejezetben talalhatoak).

4.1.3. Felhasznalt endofiton és talajgomba torzsek

A jelen dolgozatban szereplé gombatérzseket mar kordbban izolaltdk a Novénytani
Tansz€k munkatarsai (Sziics et al., 2018). Az endofiton gombakat egészséges
tormagydkerekbdl izolaltak, amelyeket Debrecen kozelében termesztettek. 4x higitast
natrium-hipoklorit oldattal torténé feliileti sterilizalast kovetéen tobbszor atoblitették steril
desztillalt vizzel, majd a gyokereket kb. 2 x 2 x 1 cm méretli darabokra vagtak és
sztreptomicinnel és kloramfenikollal kiegészitett SGA, PDA taptalajokra helyezték. A fellleti

sterilitast azonos tipusu taptalajon ellendrizték azaltal, hogy egy-egy darabot a taptalajba
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nyomkodtak vagy az utolso oblitévizet szélesztették. Ha nem volt lathaté névekedés a negativ
kontroll taptalajokon, akkor a ndvényi darabokat fellleti kontaminansoktol mentesnek
tekintették. Az inkubacio szobahdmérsékleten, sététben tortént, majd a gyokérdarabok szélén
megjelend gombdékat tekintették endofitonoknak.

A talajgombékat a tormak termesztésére hasznalt terlilet névénymentes pontjairol
izolaltak. Korulbelil 1 g talajt 10 ml steril vizben szuszpendaltak, majd a szuszpenzio
sorozathigitasat szélesztették taptalajra. Az inkubalas soran megjelent gombéakbdl folyamatos

atoltasokkal tiszta kultarakat allitottak elo.

4.1.4. Gombék azonositasa

Az E1-E7 izolatumok fajszintli azonositasa mar korabban megtortént (Sziics et al., 2018).
A tobbi torzs esetében a gombak taxonémiai azonositasat az ITS (Internal Transcribed Spacer),
a-actin vagy calmodulin génjeik amplifikalasaval és Sanger szekvenalasaval végeztik el. A
szekvencidkon NCBI BLAST keresést hajtottunk végre, majd a talalatok alapjan legfeljebb

nemzetség szinten azonositottuk a gombékat.

4.1.5. Gomba inokulumok készitése

A kiilonb6z6 gombatorzsek altal kibocsatott VOC-ok méréséhez a gombakat
autoklavozott headspace kromatogréfias Uvegekben inkubaltuk. 1 mL meleg, agarral
kiegészitett kivonatot pipettdztunk az Uvegekbe, amelyeket ezutan addig forgattunk, amig a
kivonat vekony filmrétegként megszilardult az tiveg alsé részében.

A headspace {livegek egyenletes beoltdsahoz minden gombatorzsbdl folyékony
szuszpenziot készitettlink. A gombéakat 30 mL MEB tapoldatban, 200 rpm fordulatszamon
razatva, szobahémérsékleten 7-10 napig tenyesztettik. A micéliumokat MiniMix CC
(Interscience,  Saint-Nom-la-Bretéche,  Franciaorszag)  homogenizator  segitségével
homogenizaltuk steril BagPage (Interscience) zacskokban. A zacskdkon ezutan egy milanyag
rudat dvatosan gorgettiink ezzel eldsegitve az egyenletes homogenizalast. Az igy eldallitott
szuszpenziokat 2 percig centrifugaltuk 13500 rpm-en, majd a micéliumokat steril vizzel
mostuk. A gombaszuszpenzidkat inokulacio elétt 4 °C-on taroltuk. Mivel a morfologia és
konidiumképzé képesség fajonként kiillonbozhet, ezért szadraztomeg alapon standardizaltuk az

inokulacios mennyiséget, amit liofilezéssel hataroztunk meg.
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4.1.6. Gombatdrzsek inkubalasa

A headspace (vegek inokulacidja soran 500 pL térfogatd, 500 pg szaraztémeggel
ekvivalens gombaszuszpenziot pipettaztunk az livegekbe. Fél percig tarté dvatos forgatas utan
az livegekbdl a felesleges vizet eltavolitottuk, majd az iivegeket 30 percig nyitva hagytuk
laminéris boxban annak érdekében, hogy a maradék folyadék elparologjon. Végezetil az
iivegeket lezartuk, majd szobahdmérsékleten inkubaltuk legalabb 3 napig.

Az egyes tenyészetek 1égterébdl az inokulaciot kovetd 3. €és 4. napon vettiink mintat. A
kisérletet két biologiai ismétléssel, tehat gombanként dsszesen 4 replikaval vegeztiik. Annak
érdekében, hogy megbizonyosodjunk afeldl, hogy a kéntartalmu vegyiiletek a tormakivonatok
specializalt anyagaibol keletkeznek, kontroll tenyészeteket is inokulaltunk MEB téptalajra.

Ezeket egy biologiai ismétlésben készitettiik el, és a beoltast kdvetd 3. és 4. napon injektaltunk.

4.1.7. Headspace GC-MS mérési parameéterek

A gombak gbzterének VOC profiljat Bruker Scion 456-0s gadzkromatogréaffal vizsgaltuk,
mely egy Bruker SHS-40 Headspace mintavevébdl és egy hozzakapcsolt Bruker SQ
tomegspektrométerbdl allt. A vizsgalatok soran egy Br-5 kapillaris kolonnat (30 m x 0,25 mm
x 1,0 um filmvastagsag) hasznéltunk. A vivégaz hélium volt, 1 mL min™ dramlasi sebességgel.
Mintavétel eldtt a headspace iivegeket 20 percig, 40 °C-on inkubaltuk a mintavevd
késziilékben, majd 1000 pL mintat injektaltunk. A transzfer és injektor hdmérsékletét 230,
illetve 250 °C-on tartottuk; 20:1-es splitet hasznaltunk. A kezdeti 40 °C-os homérsékletet 2
percig tartottuk, majd 10 °C perc? sebességgel 280 °C-ra emeltiik, és 3 percig tartottuk. A
tomegspektrométer elektron ionizacids (EI) modban iizemelt 180 °C-on, 1 s scannelési
sebességen. A tdmegspektrumokat 50-400 m/z, “full scan” modban rogzitettiik. Az illékony
vegyuletek azonositasa a NIST (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD, USA; 2.0g verzid, build 2011.05.19.) spektrumkdnyvtara alapjan zajlott.

A modszer teljesitményét standard vegyliletekbdl késziilt kalibracios egyenessel
vizsgaltuk, mely az 6sszes analit (aceton, allil-cianid, allil-izotiocianat, szén-diszulfid, etil-
acetat, dimetil-szulfid, metil-acetat, metil-formiat, fenil-propionitril, fenetil-izotiocianat) 0,01;
0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 5,00 és 10,00 nL-es keverékébol allt. Nem mindegyik analit volt
detektalhaté mindegyik koncentraciétartomanyban, ezért a LLOQ (lower limit of quantitation)

értékeket a legalacsonyabb reprodukélhaté koncentraciéban hataroztuk meg.
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4.1.8. Adatelemzés

Az ionkromatogramokon (EIC, XIC) az 6sszes kromatografias csucsot manualisan
atvalogattuk, ezutdn minden csicshoz manualisan 0sszegytjtottiik a legtisztabb spektrumbol
(legintenzivebb csucsot tartalmazé minta) a legnagyobb mennyiségben eléfordulé jellegzetes
ionokat (max. 5-6t). A jellemzd ionok listajat felhasznalva célzott csucsdetektald algoritmust
hasznaltunk az mzMine 2.39 (Pluskal et al., 2010) szoftverben, majd az azonos metabolitokhoz
tartoz6 ion abundancia értékeket 6sszeadtuk R-ben (R Core Team, 2023). A célzott
csucsdetektalas paraméterei a kovetkezok voltak: Intensity tolerance = 50.0%, Noise level =
9.0 x 10%, m/z tolerance = 0.5, Retention time tolerance = 0.1 (min). Az adatokat Openchrom
1.4.0 (Wenig and Odermatt, 2010) segitségével konvertaltuk CDF formatumba. Minden
tovabbi statisztikai analizist R-ben végeztiink. A gombéak kozotti szignifikans kilonbségek
kimutatasara a nyers metabolit abundancia értékeket ANOVA modellekben vizsgéltuk (n = 4
minden gombatorzs esetében). A szignifikans vegyuleteken Dunnett post hoc teszteket
futtattunk, ezaltal megkaptuk a statisztikai kilénbségeket az egyes gombak és a kontrollok
kozott. Az endofiton és talajgombak kozotti statisztikai kilonbségek vizsgalatahoz az egyes
gombatdrzseknél az egyes vegytletek jelenlétét egyetlen szamértékként atlagoltuk, majd
Fisher-féle egzakt probaval vizsgaltuk.

4.2. Metabolom - mikrobiom korrelaciok vizsgalata terepi tormanovényekben

4.2.1. Tormafajtdk mintavételezése

Fajtafenntartasi célb6l szdmos torma (Armoracia rusticana G.Gaertn., B.Mey. &
Scherb.) fajtat neveltek egy kisérleti mez6gazdasagi telepen, mely Hajdithadhaz-Fényestelepen
talalhato (1. teriilet, 47°39'09.8"N 21°42'30.5"E). Osszesen 13 fajtabol gyiijtottiink mintékat
(fajtankent legalabb négyet) 2018 és 2019 novemberében. Ezen feliil a termérétegbdl
gyljtottiink 4 talajmintat mindkét évben. 2019 novemberében sargarépa (Daucus carota L.),
illetve egy Halapon talalhato mez6gazdasagi teriiletr6l (2. teriilet) tovabbi torma mintakat is
gylijtottiink kiilsé kontrollként.

Mintavétel sordn a novényekrdl eltavolitottuk a leveleket, majd a gyokereket steril
muianyag zsadkokba helyeztiik, majd a Tanszékre szallitottuk tovabbi feldolgozasra. A
gyokerekrdl eltavolitottuk a talajmaradékokat egy alapos csapvizes mosassal. A feliileti
fert6tlenitési eljaras els6 1épéseként 96%-0s etanolba martottuk a gydkereket 30 mésodpercig,
majd 10 percig 0,1% Tween 20 és 2,5% aktiv klor tartalmi NaOCI oldatban aztattuk azokat.

Ezutan a fert6tlenitett mintakat steril zacskokban 6tszor atmostuk, autoklavozott type Il vizzel.

16



Laminaris boxban, steril késsel egy reprezentativ mintat vagtunk ki a steril gyokérmintakbol
(mérettdl fiiggden a gyokér 1/2 - 1/16 részét, mindig hosszaban vagva), majd azt kéralbelll 1
cm?® méretii kockakra vagtuk fel. Az igy kapott mintit steril, milanyag mintatarté edényekbe
helyeztiik és folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk. A mintékat tovabbi feldolgozésig -80

°C-on taroltuk.

4.2.2. Mintaeldkészités, kriogén Orlés

A fagyott, darabolt névényi részeket egy 20 mm-es acelgolyoval egyditt 50 mL térfogatd,
rozsdamentes acélbol késziilt 6rldkorsokba helyeztiik (Retsch GmbH, Haan, Németorszag),
melyeket az Orlés elott autoklavoztunk, majd eldhitottink folyékony nitrogénben. Az
orlokorsokat Osszeszerelés utan ismét folyékony nitrogénbe meritettilk, hogy a minta
felolvadasat elkeruljuk. A mintdkat ezutan Retsch Mixer Mill MM 400-as miiszerrel
homogenizaltuk, 30 s* frekvencian, a minta méretétél fiiggden 45-90 masodpercig. Az igy
homogenizalt mintakat liofileztik, és a genomi DNS és metabolomikai extrakciokig sotét

exszikkatorban téaroltuk szilikagélen.

4.2.3. Fitokémiai analizis

A kriogén 6rolt majd liofilizalt n6vényi mintakbol 25 mg-t bemértiink, majd 5 percig
extrahdltunk 0,1% hangyasavval kiegészitett 75%-os metanollal, 4 °C-on. Elbzetes
vizsgalataink alapjan ez az kivondszer adta a legnagyobb vegyilet lefedettséget nem-célzott
metabolomikai vizsgalatokban. A kivonatok min. 48 6rdig stabilak voltak. A kivonatokat 4 °C-
on 24000 g-n 3 percig centrifugaltuk, majd a fellilisz6kbdl 10x vagy 200x higitast készitettlink
a kivonoszerrel a nem-célzott metabolomikai analizishez, illetve a glikozinolatok mennyiségi
meghatarozasahoz. A higitott kivonatokat 0,22 um porusatmérdjli fecskenddsziirével sziirtiik

kromatografids mintatart6 iivegekbe a miiszeres analizist megeldzden.

4.2.3.1. Folyadékkromatografias tomegspektrometria (LC-MS)

Az LC-MS mérések soran egy Dionex Ultimate 3000RS UHPLC rendszert hasznaltunk
Thermo Q Exactive Orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Egyesilt Allamok). Az alkalmazott ionizécid elektrospray ionizacié (ESI) volt. Nem-célzott
metabolomikai mérésekhez Kinetex Polar Cis kolonnat (100 x 3 mm x 2,6 um, 100A)
hasznaltunk, mely 25 *C-on volt termosztalva. Gradiens eltciés modszert hasznaltunk az alabbi
gradiens program szerint (A oldoszer, viz + 0,1% hangyasav; B oldoszer, acetonitril + 0,1%
hangyasav): 0-2 perc, 0% B; 2-14 perc, 0-100% B; 14-15 perc, 100% B; 15-16 perc, 100-0%
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B; 16-25 perc, 0% B, 0,2 mL perc™ aramlasi sebességgel. A 10x higitasi mintakbol 1-1 L
térfogatot injektaltunk. Az Orbitrap-et “full MS” {izemmodban mukdodtettiik, 125-800 m/z
tartomanyban és 35000 FWHM felbontason, polaritas valtassal. A kapillaris hdmérséklet 320
°C, a maximum injektalasi id6 100 ms volt. Az elektrospray 3,8 és 4,0 kV fesziiltségen lizemelt
negativ és pozitiv ion mdédokban.

A gliukozinolatok mennyiségi meghatarozasahoz négy, a tormaban nagyobb
mennyiségben jelenlévé gliikkozinolatbol (szinigrin, gliikkonaszturtiin, gliikobrasszicin,
glilkoiberin) képeztiink egy négypontos kalibracios egyenest, 0,01-5 pg mL™* koncentracid
tartomdnyban. A kvantifikdciés mérések a fentebb bemutatott miiszeren zajlottak, az alabbi
modositasokkal. Kinetex XB-C1g kolonnat hasznaltunk (100 mm x 2.1 mm % 2.6 pm), mely 30
"C-on volt termosztalva, az aramlasi sebesség 0,25 mL perc? volt. A gradiens program a
kdvetkezd volt (A olddszer, viz + 0,1% hangyasav; B olddszer, acetonitril + 0,1% hangyasav):
0-2 perc, 5% B; 2-5 perc, 25% B; 5-6 perc, 60% B; 6-7 perc, 100% B; 7-9 perc, 100% B; 9-10
perc, 5% B, 10-18 perc, 5% B. A tormamintak 200x higitasabol és kalibracios egyenes
mintakbol 1-1 pL-t injektaltunk. Az Orbitrap negativ ion modban miikodott a kvantifikacios
mérések soran, a kapillaris hdmérséklete 320 °C volt, az elektrospray fesziiltsége 3,8 kV, az
m/z tartomany 150-1000-re, a felbontas 70,000 FWHM-re volt allitva. A maximalis injektalasi
1d6 100 ms volt.

4.2.3.2. Mindségi ellendrzéseken atesett vegyiiletjeloltek MS/MS analizise

Valamennyi, a tovabbi analizisek szempontjabol jelentds vegyliletjelolt célzott
fragmentalasa hasonlé paraméterekkel zajlott, kivéve a tOmegtartomanyt, melyet
lecsokkentettiink annak érdekében, hogy csak olyan ionokat vizsgaljunk, melyeket az
“inclusion list” tartalmazott; a pozitiv és negativ ion modbdl szarmazd adatokat kiilon vettiik
fel. A fragmentaciora kijelolt vegyduletjeloltek listajat olyan jelltek alapjan alkottuk meg
amelyek atmentek a QC (mindségellendrzési) sziiréseken (3.2.3.4. alfejezet), majd a listat
inclusion list-ekre bontottuk Ggy, hogy maximum 5 ko-elualédd vegyiletjelolt keriilt egy
listara, ezaltal jO lefedettseget biztositva. A listdk atfedései alapjan a legintenzivebb 2-5
vegyuletjeldltet valasztottuk ki fragmentaciora 30 normalizalt (tkozesi energian (NCE,

normalized collision energy), az ion gytjtési id6 legfeljebb 250 ms volt.

4.2.3.3. Csucsdetektalas

A merési nyersfajlokat mzXML formatumba konvertaltuk, majd az XCMSOnline 2.7.2
(XCMS 1.47.3) platform segitsegével elemeztik (Gowda et al., 2014). A vegyiletjelolt
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detektalas alapvetden az alapértelmezett Orbitrap bedllitdsokkal zajlott, néhany kisebb
modositassal. A glukozinolatok mennyiségi kiertékeléséhez a korabban emlitett négypontos
kalibracios egyenest hasznaltuk minden olyan glukozinolatra, amelyek mennyisége a
kalibracio linearis tartomanyéba esett. llyen esetekben az mzMine 2.53 (Pluskal et al., 2010)

szoftverben végeztlink célzott csucsdetektalast.

4.2.3.4. Metabolomikai mérések mindségellenorzése QC mintakkal

A metabolomikai mérésekre szant QC (quality control) mintdkat a “hossza tava
referencia mintak” elvén (Dudzik et al., 2018; Evans et al., 2020) készitettiik el, mely elv szerint
ha hosszabb tavon (akar tobb éven keresztil) vizsgalunk hasonlé mintakat, akkor egy olyan
mintakeveréket sziikséges késziteniink, amely hasonld matrixot tartalmaz mint a vizsgalandé
mintaink és kémiailag stabil allapotban tarthatd a vizsgalataink teljes idétartama alatt. Ez a
gyakorlatban azt jelenti, hogy minden kezelésb6l, mintatipushdl vagy fajtabdl egységnyi
térfogatot Osszekeveriink, feltételezve, hogy ez a mintakeverék a késObbi években gyiijott
mintaink kémiai variabilitast is lefedi, majd ezt a keveréket olyan kortilmények kozott taroljuk,
hogy stabil maradjon pl.: folyékony nitrogén alatt. gy valik lehetdvé sztenderdek alkalmazasa
nélkul az olyan szekvenciak nyers adatainak 6sszevonasa, amelyek mérése kozott akar évek
(és az ezzel jar6 miiszerijrahangolasok, stb.) telnek el. A mddszer hatranya, hogy ha jovobeli
vizsgélataink soran olyan kezeléseket alkalmaznank melyek jelentdsen befolyasolhatjak a
mintak kémiai Osszetételét vagy Gjabb fajtakbol, mintavételi teriiletekrdl szarmazd mintakat is
bevonnank, akkor elégtelen lehet a vegyuletek lefedettsége, és ilyenkor Gj QC mintékat kell
készitenink, amelyek a teljes kisérleti variabilitast lefedik. Ilyen probléma elméletileg
kialakulhat erds évhatas esetén is.

Ennek értelmében a 2018-as Fényestelepi fajtakbol (23 dsszesen) és a 2019-es Halapi
mintavételi pontokbdl (13 0sszesen) egy-egy mintanak a tomeény kivonatait kevertik 6ssze,
majd a keverékbdl 50 mL-t szétpipettaztunk 2 mL fagyasztocsovekbe és folyékony nitrogénben
taroltuk azokat tovabbi felhasznalasig. Minden egyes mérési szekvencidhoz 2 mL QC mintat

hagytunk felolvadni, majd annak 10x higitasaval alkottunk QC mintakat a mérés elott.

4.2.3.5. Mintaelrendezés és randomizéalas

Az LC-MS szekvencidk mindig olddszer vakkal kezdddtek (Evans et al., 2020) egy moso
(MeOH) injektalasa utan. Ezt kdvette 2 QC minta, majd egy 3 pontos QC linearitas
mintasorozat (25x, 10x és 5x higitasut QC mintak), tovabbi 4-6 QC minta, ezek utan pedig a

valddi mintak kovetkeztek, minden 6-7 injektalds utdn egy-egy QC mintat beiktatva. A
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szekvencia elején jelenlévd szamos QC minta a kolonna ekvilibralasat teszi lehetove,
stabilizalva a retencids idoket (Dudzik et al., 2018). A valdédi mintdk minden esetben

randomizalt sorrendben voltak injektalva (Evans et al., 2020).

4.2.3.6. Vegyiiletjelolt sziirési kritériumok

Az izotép és addukt vegyiletjeldltek eltavolitasa utan, a QC mintak integralasabol
szarmazé értékek alapjan olyan jel6ltekkel dolgoztunk a tovabbiakban, melyek megbizhato
linearitassal ¢és pontossaggal voltak mérheték. Ezutdn minden olyan vegyiilejeloltet
eltavolitottunk, amelyek relativ szérasa (RSD) tébb volt mint 30% (Dunn et al., 2011), tovabba
egy kevésbé gyakran alkalmazott filtert is hasznaltunk, hogy meggy6zddjiink a
vegyiiletjeloltekbdl szarmazo jelek és azok koncentracioja kozotti erds linearis kapcsolatrol.
Ezt minden RSD-sziirén atment vegyiiletjelolten elvégeztiik azaltal, hogy Pearson-
korrelacioval kiértékeltiik az abundancia és a koncentracio értékek kdzotti linearitast. Ehhez
egy QC linearitasi mintasorozatot (higitasi sor, a legtoményebb QC minta kétszer toményebb
volt, mint a valodi mintak) és egy vak mintat hasznaltunk. Ezzel csak olyan vegyuletjeldlteket
tartottunk meg, amelyek linearisan reagaltak a higitasi tartomanyon belil (Broadhurst et al.,
2018). Csak az R% > 0,8 értékii vegyiiletjeldlteket tartottuk meg a tovabbi analizisekhez, igy a

vak mintdkban jelentds mennyiségben jelenlévd jeldlteket is elvetettiik.

4.2.3.7. Erzékenységi driftek korrekcioja

Az adatokra végezetill egy LOESS (locally estimated smoothing) fliggvényt illesztettink,
minden vegydletjeldltre kilon-kilon, a QC mintak alapjan (Dunn et al., 2011). Az ismert
értékek (QC-k) kozatti feltételezett elméleti érzékenységeket az illesztett gorbevel kulon-kilén
minden egyes metabolitra kiszamitottuk, és a valddi mintak vegyuletjel6lt intenzitasait ezekkel
az értékekkel korrigaltuk. Gyakorlatilag ez minden abundancia értéket “fold-change”
értekként fejez ki, ahol a referencia (1,00) az atlag-mintaban, a QC-mintdban 1év6
vegyiiletjeldlt abundanciaja. Ez az eljaras lehetévé teszi azt is, hogy honapok elteltével lemért
szekvenciakat 6sszevonhassunk és egyben elemezhessink, sztenderdek alkalmazasa nélkil. Az

extrahalt névényi anyagok szaraztomegevel ezutan korrigaltunk.

4.2.3.8. Vegyiiletek azonositasa vagy hozzavetoleges azonositdsa

Az MS? spektrumokat a nyers mérési fajlokbol a CluMSID csomag (Depke et al., 2019)
segitségével gyiijtottiik be. Minden egyes vegyiiletjelolt esetében a 10 legtisztabb MS?2

spektrumot hasznaltuk fel egy konszenzus spektrum létrehozasahoz, melyet exportaltunk R-
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bol, majd annotélas céljabol importaltunk a SIRIUS 4.9.9 (Diihrkop et al., 2019) programba.
Ezt kdvetden a SIRIUS CSI:FingerID ¢s CANOPUS algoritmusait (Djoumbou Feunang et al.,
2016; Diihrkop et al., 2021, 2015) hasznaltuk a szerves vegyliletek feltehet6 szerkezetének,
illetve a Classyfire hierarchikus osztalyainak (Djoumbou Feunang et al., 2016; Dihrkop et al.,
2021) meghatarozasahoz, minden egyes vegyuletjeldltre kilon-kilon. A SIRIUS altal adott
javaslatokat manudlisan is ertékeltiik szakirodalmi adatok alapjan, arra térekedve, hogy elérjik

a Metabolomic Standards Initiative (MSI) 2. azonositasi szintjét.

4.2.4. Gombakdzosségek metagenomikai vizsgalata

4.2.4.1. Genomi DNS extrakci6

Novényi mintak esetében a genomi DNS kivonatokat E.Z.N.A. Plant DNA DS Mini Kit
(Omega Bio-Tek Inc., Norcross, GA, USA) kitek segitségével készitettik el, kb. 10 mg
liofilizalt novényi mintat felhasznalva. Talajmintakbol E.Z.N.A. Soil DNA Kit (Omega Bio-
Tek Inc.) felhasznaldsaval késziltek genomi DNS kivonatok, kb. 100 mg nyers talajmintabol.
Az extrakcidkat a gyarto altal mellékelt hasznalati Gtmutat6 alapjan végeztik minden esetben.
A DNS extrakcids protokollt tires mikrocentrifuga csoveken és lres mintatarté edényeken is
elvégeztiik mindkét fajta izolalo kittel, ezzel eldallitva a szekvenalds soran hasznalhato negativ
kontroll mintdkat. Az Osszes torma genomi DNS kivonatbdl egy ekvimolaris keveréket
készitettlink, hasonléan a metabolomikai QC mintakhoz, annak érdekében, hogy ezzel
megvizsgalhassuk, hogy a szekvenalasi torzitas (Schirmer et al., 2015) mennyire
befolyéasolhatja megegyez6 mintdk ASV (amplicon sequence variant) dsszetételét. A kivonatok
DNS koncentraciéjat Nabi UV/Vis Nano (MicroDigital Co., Seongnam, Dél-Korea)

spektrofotométerrel hataroztuk meg.

4.2.4.2. Univerzalis gomba ITS primerek ellenorzése tormamintakban

A szakirodalomban mar szdmos ITS primer part leirtak (Toju et al., 2012), melyek
alkalmasak lehetnek a gombakozosség feltarasara kiillonb6z6 novényi mintakbdl (Toju et al.,
2019). A tormaban talalhatdo gombak effektiv azonositasahoz meg kellett gy6zddniink arro0l,
hogy ezek a primerek a torma ITS, vagy mas szekvenciait csak nem zavar6 mértékben
amplifikaljak. Ennek vizsgalatdhoz in vitro torma klonok teljes ITS, tovabba ITS1 és ITS2
szekvenciait amplifikaltuk ITS1-F_KYO2 (Toju et al., 2012) és ITS4 (White et al., 1990),
ITS1-F_KYO2 és ITS2_KYO2 (Toju et al., 2012), valamint ITS3_KYO2 (Toju et al., 2012)
és ITS4 primerpérokkal.
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4.2.4.3. Primer tervezés

Annak érdekében, hogy egy olyan specifikus primerparral rendelkezzlink, amely nem
specifikus, egy 0j forward primert terveztliink a mar meglévo ITS4 KYO3 (5°-CTBTTV CCK
CTT CAC TCG - 3’) (Toju et al., 2012) reverz primerhez. A DECIPHER R csomag (Wright,
2020) segitségével illesztést végeztiink korabban leirt torma eredetli gombak (Sziics et al.,
2018) és relevans novények (pl.: Armoracia, Daucus) ITS szekvenciaibdl, és a konszenzus
szekvencia részletek alapjan 0j primer jelolteket kerestink. A gyakorlati szempontbdl
hasznalhat6 olvadasi hdmérsékletet mutatd primer jelolteket tovabbi in silico analiziseknek is
alavetettiik. Az altalunk tervezett forward primereket az ITS4 _KYO3 reverz primerrel
kombinalva egy méar korabban leirt (Toju et al., 2012) PCR protokoll alapjan teszteltlk in vitro
torma klonok és kiilonb6zé gombak gDNS-én. Vizsgalataink szerint a legjobban teljesitd
primer jeloltaz 5 —TTT CAACAACGGATC TCT T -3’ volt, tovabbiakban “ITS3 NOHR”.
A primer teljesitményeét in silico is értékeltik a UNITE 8.3 fungi ITS adatbazist (Abarenkov et

al., 2021a) felhasznalva, majd egy eldzetes [llumina szekvenalas segitségével.

4.2.4.4. Szekvenalasi konyvtarkészités és szekvenalas

Mind a ndvényi, mind a talaj- és “QC” mintak esetében az ITS2 régiot amplifikaltuk az
ITS4 KYO3 és az altalunk fejlesztett ITS3 NOHR primerrel. A primerparok a megfeleld
[llumina adaptert is tartalmaztak (5’ - TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA
CAG - 3’ forward primernél és 5° - GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG
ACA G - 3’ reverz primernél. A primereket a Generi Biotech szintetizalta (Hradec Kralové,
Cseh Koztarsasag). A PCR reakcidkeverék az alabbiakat tartalmazta egy minta esetében: 5 puL
genomi DNS (5 ng L koncentracio), 5-5 pL forward és reverz primer (1 uM) és 12,5 pL 2X
KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche, Basel, Svajc). Az amplifikalas ProFlex PCR System
(Thermo Fisher Scientific Inc.) miiszerrel és az alabbi hdprogrammal tortént: denaturacié 95
°C 10 perc, 35 amplifikacios ciklus (94 °C 20 masodperc, 50 °C 30 masodperc, 72 °C 20
masodperc), végezetiil 72 °C 7 perc. A masodik, indexelési PCR reakcié a Nextera XT Index
Primer 1 felhasznaldsaval zajlott (Illumina Inc., San Diego, CA, USA), az alabbi héprogram
szerint: denaturacié 95 °C 3 perc, 8 amplifikaciés ciklus (95 °C 30 masodperc, 55 “C 30
masodperc, 72 °C 20 masodperc), 72 °C 5 perc. Minden PCR reakci6 utan tisztitva lettek az
amplikonok AMPure XP gyoéngyokkel (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). A konyvtarak
DNS koncentracidjat Qubit fluorométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.) hataroztuk meg, a

22



mindségellendrzés BioAnalyzer DNA 1000 Chip segitségével tortént (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA, USA). A konyvtarakbdl ekvimolaris keveréket szekvenaltunk Illumina
MiSeq platformon MiSeq Reagent Kit V3 felhasznal&saval (2x300 bazispar hossz paired-end
leolvasas, 600 ciklus). A primerek teljesitményének vizsgalatakor a pildta szekvenélas MiSeq
Reagent Kit Nano V2 felhasznalasaval tortént (150 bp hosszu paired-end leolvasas, 150 ciklus).
Mivel gyakorlatilag minden laborfelilet és felhasznalt anyag DNS kontaminaciot tartalmazhat,
tovabba a DNS tisztito kitek is jellegzetes mikrobiommal (“kitom”) rendelkezhetnek, ezért
kifejezetten ajanlott negativ kontroll mintak szekvendlasa is (Hornung et al., 2019). Emiatt mi
is el6allitottunk szamos kontroll mintat a névényi és talaj DNS extrakcios kitekkel azaltal, hogy
az extrakciot lires csOveken hajtottuk végre az extrakcids protokollnak megfeleléen, majd az
igy kapott “vak” mintdkat minden tovabbi konyvtarépitési folyamaton végigvittik ¢és
Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratérium

munkatarsai végezték.

4.2.4.5. Metagenomikai adatok analizise

Szekvendlas utan az adatokat demultiplexaltuk, majd FASTQ fajlokat generaltunk az
Illumina BaseSpace Sequence Hub szolgaltatasaval. Minden tovabbi szekvenciaelemzést R-
ben végeztiink (R Core Team, 2023) a DADA2 csomag (Callahan et al., 2016) segitsegével.
Optimalizaléas utan az els6 18, 19 és az utols6 15, 60 nukleotidot levagtuk a forward és reverz
leolvasasokrdl (“read”) a “filterAndTrim” fliggvénnyel annak érdekében, hogy eltavolitsuk a
primerekhez tartozo, illetve az alacsony minéségii szekvenciarészleteket, tovabba minden
olyan leolvasas eltavolitasra kerilt ahol a varhaté hiba (expected error) tébb volt mint 2 vagy
kétértelmi N nukleotidot tartalmazott (filterAndTrim paraméterek: maxEE = 2, maxN = 0,
trimLeft = c(18, 19), trimRight = c(15, 60), truncQ = 2). A sziirés utan a DADA?2 altal hasznalt
hibamodelleket randomizélt mintavétellel (randomize = TRUE), majd a leolvasasokat
dereplikaltuk és a DADAZ2 induktiv statisztikai algoritmusat hasznaltuk az alapértelmezett
paraméterekkel. A sziirt, zajmentesitett paired-end leolvasas parokat egyesitettik amennyiben
volt legalabb 20 nukleotidnyi atfedés kozottiik. A nem egyesithetd parok forward szekvenciait
is megtartottuk a tovabbi analizisekhez, ugyanis szamos gombanemzetség hosszabb ITS2
szekvencidkkal rendelkezhet (Pauvert et al., 2019). A DADA2 szerzéinek javaslatara a
metagenomikaban gyakran hasznalt OTU-k (Operational taxonomic unit) helyett ASV-kkel
(amplicon sequence variant) dolgoztunk, mivel sokkal elénydsebbek, ha kiilonb6zo

szekvenalasi futtatasok adatait szeretnénk 6sszevonni (Callahan et al., 2017), illetve kdnnyebb
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megkiilonboztetni a kontroll mintdkban azonositott egyedi szennyez0 szekvencidkat. Az egyes
negativ kontroll mintdkban azonositott 6sszes ASV elvetése nem lenne célszerli, mivel ez
bioldgiailag érvényes szekvenciék eltavolitasat is eredményezheti, ami megneheziti az adatok
bioldgiai értelmezését (Nguyen et al., 2015). Ebbdl kifolyolag a negativ kontroll mintakban
legalabb 25 leolvasassal és legaldbb 0,5%-ban jelenlévé ASV-ket tavolitottuk csak el az
analizisekb6l. A taxonomiai hozzarendelést egy ‘“Naive Bayesian” klasszifikacios
algoritmussal végeztiik el, a DADA2 “assignTaxonomy” fliggvényével. A klasszifikacios
algoritmus a UNITE 8.3 Fungi ITS adatbazis (Abarenkov et al., 2021a) alapjan végezte a
hozzarendelést. Ezutan minden olyan ASV-t sziirtiink amely nem érte el a minimum 80%-0s
bootstrap konfidencia szintet vagy ha legfeljebb “Kingdom” taxonomiai szinten tudta
azonositani az algoritmus. Azért, hogy meggy6z6djiink a moédszer megbizhatosagarol, az
elézetesen sziirt ASV-ken NCBI BLASTN keresést is végeztiink a szigorubban ellenérzott, de
jelentdsen kisebb méretii RefSeq adatbazisban, majd a kapott talalatok taxondmiai informacioi

alapjan manuaélis ellendriztilk a DADA?2 4ltali taxonomiai hozzarendeléseket.

4.2.4.6. Metagenomikai adatok diverzitas metrikainak elkészitése

A mintak alfa- és béta-diverzitasanak jellemzésénél és dsszehasonlitdsandl a mintak
tipusat (fényestelepi vagy halapi torma, répa, talaj) és a fajtakat (fényestelepi torma) vettiik
figyelembe. A mintak taxondmiai gazdagsagat az ACE-index segitsegével becsultik meg. A
mintdk diverzitdsdt a Shannon-, a Dominance (Simpson) és a Buzas & Gibson-féle
egyenletességi indexekkel hataroztuk meg. A fent emlitett csoportok taxondmiai
gazdagsaganak es diverzitasanak statisztikai 0sszehasonlitasara Kruskal-Wallis teszteket
alkalmaztunk. A béta-diverzitast a Bray-Curtis hasonldsadg, a Whittaker-diverzitas és a
sulyozatlan UniFrac tavolsag segitségevel becsultiik meg. A béta-diverzitast a hasonlosag vagy
tavolsag értékek alapjan fokoordinata-elemzéssel (PCoA) abrazoltuk. Egyiranyd hasonldsagi
elemzést (ANOSIM) is végeztiink a csoportokon belili és a csoportok kdzotti kilénbségek
meghatdrozasara. A szignifikdnsan eltérd csoportok esetében a SIMPER (Clarke, 1993)
segitségével hataroztuk meg a kiilonbozoségért felelds taxonomiai egységeket. Valamennyi
elemzést a Past v4.09 (Hammer et al., 2001) szoftverben végeztik el, kivéve a sulyozatlan
UniFrac-elemzést, melyet R-ben. Mivel varhaté volt, hogy a mintakban filogenetikailag diverz
fajok is el6fordulnak, a filogenetikai faépités megbizhatdsaganak a tesztelésére 200 ASV-bdl
allo véletlenszerli mintasorozatot valasztottunk. Az elézetes tesztekhez a Phylogeny.fr
platformon (Dereeper et al., 2008) egy filogenetikai munkafolyamatot epitetttink fel, amely az
illesztésekhez a MUSCLE (Edgar, 2004), az illesztések kurélasahoz a GBLOCKS (Castresana,

24



2000), a filogenezisekhez pedig a PhyML (Guindon and Gascuel, 2003) programokbal allt. A
szubsztituciés modellek kivalasztasa az SMS (Lefort et al., 2017) segitségével tortént. Az
Akaike kritérium (18516,25156) szerint a legjobb modell a GTR+G+1 volt. A Iétrehozott fak
megbizhatosagat az aLRT (SH-szerii) (Anisimova and Gascuel, 2006) segitségével becsiiltiik
meg. A sulyozatlan UniFrac-elemzést R-ben (R Core Team, 2023) vegeztik el a phyloseq
(McMurdie and Holmes, 2013) csomag segitségevel, a GTR+G+l szubsztiticiés modell
alapjan a phangorn (Schliep, 2011) csomag segitségével konstrudlt filogenetikai fan, amely a
DECIPHER (Wright, 2020) csomagban implementalt algoritmussal készitett illesztésen

alapult.

4.2.4.7. Metagenomikai és metabolomikai adatok kdzotti korrelaciok keresése adatbanyaszati

modszerekkel

Minden tovabbi analizist R-ben (R Core Team, 2023) végeztiink. A downstream
analizisek el6tt az azonos taxonomiai hozzarendelésit ASV-ket Gsszevontuk, és az egyes
poolokon belili egyedi ASV-k szamaval a tovabbiakban nem foglalkoztunk. Az adatokat a
torzs, rend és nemzetség szintjén Osszevont abundanciak alapjan, valamint a diverzitas
metrikak (amelyeket korabban a nyers, nem 6sszevont ASV-kbél szamitottunk) szerint
értékeltik. Amennyiben a taxondmiai hozzarendelés bootstrap konfidencia értéke nem érte el
a legalabb 80%-0s értéket, tehat nem volt megbizhatdé a hozzarendelés nemzetség szinten,
abban az esetben a legalacsonyabb megbizhatd szintet hasznaltuk. Ez utobbi szamos ASV
esetében vegyes azonositasi szinteket eredményezett. A metagenomikai és metabolomikai
vegyuletjel6ltek korrelacids elemzését csak a fényestelepi fajtak adathalmazan belll (n=8 x 2
x 4), mig a mintacsoportok kdzotti kozdssegi kulonbségeket mind a fajtak, mind a sargarépa
és talajmintak, illetve a halapi tormak felhasznalasaval vizsgaltuk.

A metagenomikai adatok kompozicids (“‘compositional”) természetiiek, ennél fogva clr-
transzformaciot (“center log ratio”) sziikséges elvégezni az adatokon (Gloor et al., 2017). Clr-
transzformalas el6tt a nulla értékek imputalasat (behelyettesités egy meghatarozott értékkel)
vegeztiik el, a nyers adatokban nullak aranya 71,7%, 79,3% és 90,8% volt torzs, rend és
nemzetség szinteken. Az imputalasi paramétereket az alapjan optimalizaltuk, hogy a lehetd
legtobb leolvasdst meg tudjuk tartani. Optimalizdlas utdn a nullak cseréjét “Bayesian-
Multiplicative” modszerrel a zCompositions csomagban (Palarea-Albaladejo and Martin-
Fernandez, 2015) talalhato fuggvények segitsegével végeztik el, majd végezetil az adatok clr-
transzformacioja kovetkezett a compositions csomagban (Boogaart et al., 2022) talalhato

fuggvényekkel (Gloor et al., 2017).
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Az egyes mintacsoportok és fajtdk kozotti szignifikans kiilonbségeket a fokomponens
regresszio modszerevel hataroztuk meg. Ehhez az autoskalazott (szorassal osztott adatokbdl
kivonjuk az altagot, igy 0 atlag és 1 variancia jellemzi 6ket) kémiai adatokat (Van Den Berg et
al., 2006) vagy a clr-transzformalt gomba abundancia adatokat szorvanyos fékomponens
analizisnek (sparse principal component analysis, SPCA) vetettiik ala. A kémiai, illetve a
gomba abundancia adatok esetében a fékomponensek szama 12, illetve 6 volt. Statisztikai
teszteket csak azokon a fOkomponenseken végeztiink, melyek az adathalmaz teljes
variancigjanak legaldbb 2,5%-o0s szorasat lefedték, az ilyen fokomponenseket ANOVA
modellekkel vizsgaltuk R-ben.

Az sPCA-pontszamok vagy a megfeleléen skalazott adatok kozotti Spearman-féle
korrelaciokat a cor.test fuggveny segitségével szamoltuk ki R-ben. A négy megkdzelités a
kovetkezd volt: "rawcordf", korrelacidé az egyes gombak abundancia €és a vegyiiletjeloltek
abundancia adatai kozott; "p2cordf”, korrelacio az egyes gombak sPCA pontszamai és a
vegyuletjeloltek sSPCA pontszamai kozoétt; "plcordf f*, korrelacié az egyes gombak sPCA
pontszamai és a vegyuletjel6ltek abundancia adatai kdzott; "plcordf c", korrelacio az egyes
gombék abundancia és a vegyiiletjeldltek SPCA pontszamai kozott. A gomba abundancia
adatok mindharom szintjén (t6rzs szinten aggregalt, rend szinten aggregalt, nemzetség szintii)
kerestiink korrelaciokat. A diverzitasi adatokat csak a "rawcordf" megkdzelitéssel vizsgaltuk.
N = 250-nél minden korrelacios értékre konfidenciaintervallumot is szamitottunk. A nyers
korrelaciokat a "rawcordf" megkozelitésben a hozzavetdlegesen azonositott vegyliletekre vagy
a relativ szoras > 0,66 értékekkel rendelkez6 jellemzok kdzott hataroztuk meg.

Valamennyi statisztikai tesztb6l szarmazod p-értéket Benjamini-Hochberg korrekcionak

vetettiink ala (n = 18004), “False discovery rate” (FDR) korrekcio végett.
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5. Eredmények

5.1. lllékony szerves vegyuletek (VOC) vizsgalata torma-asszocialt gombak gozterében

5.1.1. Endofiton és talajgomba izolatumok azonositasa

Inkubéciods kisérleteink elvégzése elott sziikségiink volt a gombaizolatumok taxonomiai

besorolasara. A markergének, gombak esetében leggyakrabban az ITS, szekvenalasa manapsag

mar egy olcsdé és konnyen kivitelezhetd eljards, amellyel nagyon sok kdrnyezeti

gombaizolatum

segitségevel. Munkank soran sszesen 43, tormabol izolalt endofiton, illetve talajgombatorzset

vizsgaltunk, amelyeket legalabb nemzetség szinten tudtunk azonositani (1. tablazat).

legalabb nemzetség szinten azonosithatd bioinformatikai adatbézisok

1. tblazat. Az azonositott torma endofiton és talajgomba izolatumok listaja.

Izolatum | Nemzetség Eredet Szekvenalt gén(ek)
El Fusarium oxysporum species complex | torma endofiton | ITS, eF1

E2 Macrophomina phaseolina torma endofiton | ITS, B-tubulin
E3 Fusarium oxysporum species complex | torma endofiton | ITS, eF1

E4 Setophoma terrestris torma endofiton | ITS, a-actin
E5 Paraphoma radicina torma endofiton | ITS, a-actin
E6 Paraphoma radicina torma endofiton | ITS, a-actin
E7 Oidiodendron cerealis torma endofiton |[ITS

E8 Fusarium sp. torma endofiton | ITS

E9 Fusarium sp. torma endofiton | ITS

E10 Fusarium sp. torma endofiton | ITS

Ell Plectosphaerella sp. torma endofiton | ITS

E12 Plectosphaerella sp. torma endofiton | ITS

E13 Pyrenochaeta sp. torma endofiton |[ITS

El4 Volutella sp. torma endofiton |[ITS

E15 Phomopsis sp. torma endofiton |[ITS
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E16 Cadophora sp. torma endofiton | ITS
E17 Colletotrichum sp. torma endofiton | ITS
S1 Notophoma sp. talaj ITS
S2 Penicillium sp. talaj ITS
S3 Curvularia sp. talaj ITS
S4 Curvularia sp. talaj ITS
S5 Curvularia sp. talaj ITS
S6 Aspergillus sp. talaj a-actin
S7 Fusarium sp. talaj ITS
S8 Fusarium sp. talaj ITS
S9 Penicillium sp. talaj ITS
S10 Fusarium sp. talaj ITS
S11 Fusarium sp. talaj ITS
S12 Fusarium sp. talaj ITS
S13 Penicillium sp. talaj ITS
S14 Penicillium sp. talaj ITS
S15 Fusarium sp. talaj ITS
S16 Fusarium sp. talaj ITS
S17 Penicillium sp. talaj ITS
S18 Penicillium sp. talaj ITS
S19 Fusarium sp. talaj ITS
S20 Penicillium sp. talaj ITS
S21 Paraphoma sp. talaj ITS
S22 Penicillium sp. talaj ITS
S23 Penicillium sp. talaj ITS
S24 Aspergillus sp. talaj calmodulin
S25 Fusarium sp. talaj ITS
S26 Penicillium sp. talaj ITS
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5.1.2. Gombak gdzterébdl azonositott illékony szerves vegyiiletek (VOC)

A vizsgalandé gombak nagy szdma miatt egy olyan agarfilmes eljarast dolgoztunk ki,

amely lehetdvé tette tobb tiz kiilonallo tenyészet parhuzamos inkubalasat és kémiai vizsgalatat.

Az egyes gombatenyészetek gbzterébdl szamos vegyiiletosztalyba tartozo VOC-ot tudtunk

azonositani, koztik észtereket, rovid szénlancu alkoholokat, egy révid szénlancu savat, egy

aromas vegydiletet, egy monoterpént, valamint tébb kéntartalmi VOC-ot és nitrileket, utébbiak

feltételezhetéen a tormakivonatban megtalalhatd gliikkozinolatokbOl szarmaznak. Szadmos

vegyulet spektrumat és retencids idejét standard vegyuletekével is dssze tudtuk hasonlitani, a

tobbi vegyiiletet NIST spektrumkonyvtari keresés alapjan hozzavetdlegesen azonositottuk (2.

tablazat).

2. téblazat. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak gdterébdl, headspace GC-MS-

el azonositott illékony szerves vegyiiletek (VOC). NIST azonositas esetén a “Similarity Score” abbol

a mintabol szarmazik ahol az adott vegytlet a legjobb jel-zaj ardnnyal volt detektalhato.

Retencids | Legabundansabb | Vegyulet Vegyuletosztaly | Azonositas médszere
id6 (perc) | csucsok (m/z) (Similarity Score,
talalat pontossaga)
2,09 60 Metil-formiat észter standard
2,58 58 Aceton keton standard
2,88 62 Dimetil-szulfid kéntartalmu standard
szerves vegyllet
2,99 74 Metil-acetat észter NIST (926)
3,14 76 Szén-diszulfid kéntartalmu standard
SZ.V.
3,58 60 Ecetsav Szerves sav NIST (661)
4,20 61, 70, 88 Etil-acetat észter standard
4,42 56, 74 Metil-1-propanol alkohol NIST (818)
5,02 52, 67 Allil-cianid nitril standard
6,03 57 Etil-propionat észter NIST (762)
6,09 61, 73 Propil-acetat észter NIST (711)
6,49 55, 57,70 Metil-1-butanol, alkohol NIST (880)

1. izomer
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6,55 55, 57,70 Metil-1-butanol, alkohol NIST (908)
2. izomer
9,32 72,99 Metil-1-butanol-acetat | észter NIST (703)
9,58 60, 72, 99 Allil-izotiocianat kéntartalmu standard
SZ.V.
9,80 104, 78, 51 Sztirol aromas NIST (855)
11,17 51, 77, 106 Benzaldehid aromas NIST (819)
12,41 77,93, 136 B-fellandrén monoterpén NIST (852)
15,85 65, 91, 131 Fenil-propionitril nitril standard
19,18 65, 91, 163 Fenetil-izotiocianat keéntartalmu standard

SZ.V.

Az azonositott vegytletek kozUl a fenetil-izotiocianat, fenil-propionitril, allil-izotiocianat

és allil-cianid egyértelmiien gliikozinolat eredetti bomlastermékek. Ezeken feliil tovabbi 2

kéntartalmu vegyiiletet is azonositottunk, melyek feltételezhetéen szintén gliikozinolat

eredetiick. Mindezek mellett hat észter vegyiilet, az etil-acetat, etil-propionat, metil-1-butanol

acetat, metil-acetat, metil-formiat és propil-acetéat jelenlétét is sikeriilt kimutatnunk. Mas

vegyliletosztalyokba tartozd vegyiiletek kozott megemlitendd két aromas

vegyiilet

(benzaldehid, sztirol), egy szerves sav (ecetsav), egy keton (aceton) és egy monoterpén (B-

fellandrén). 18 csticsot nem sikeriilt azonositanunk, elsésorban az alacsony jel-zaj arany miatt,

ami alacsony “Similarity Score” pontszamot eredményezett. Az 2. abran lathaté néhany

reprezentativ kromatogram kiilonb6z6 gombak gézterébdl, a fontosabb azonositott csucsokkal

megjeldlve.
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2. dbra. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak gézterébdl szarmazo
teljes ionkromatogramok (TIC). Kromatogramok alulrol felfelé: C - kontroll, inokulalatlan
tormakivonat; E15 - Phomopsis sp. torma endofiton gomba; E17 - Colletotrichum sp. torma
endofiton gomba; S11 - Fusarium sp. talajgomba; S5 - Curvularia sp. talajgomba.
Roviditések: A - aceton; ACN - allil-cianid; AITC - allil-izotiocianat; CS: - szén-diszulfid;
EA - etil-acetat; MA - metil-acetat; MB - metil-1-butanol (mindkét izomer); MP - metil-1-
propanol; S - sztirol.

Korabbi vizsgalataink sordn (Szlics et al., 2018) mar megprobaltuk detektalni,
sikertelentll, az allil-cianid jelenlétét gombak gdozterébdl egy aktivszenes-deszorpcios
modszerrel. A jelen dolgozatban is leirt inokulacios madszeriink azonban kivaléan alkalmas
volt az emlitett vegyulet detektalasara. Tovabba fontos megemliteni, hogy a maléatakivonatot
tartalmazo taptalajon nové gombak gbzterébél nem detektaltunk kén tartalmu

bomlastermékeket, ezzel is igazolva, hogy gliikozinolat eredetiiek.

5.1.3. Gombak VOC mintazatai

Mint lathattuk, szdmos gomba gdzterébdl azonositottunk alkoholokat, észtereket és
glukozinolat bomlastermékeket, de fontos megemlitenlink, hogy ezek a vegyiiletek kontroll,
inokulalatlan tormakivonat gdzterében is jelen voltak nyomnyi mennyiségben, mely azt

jelentheti, hogy spontan bomlas eredményeképp is létrejohetnek. Azonban, jelentds szamu
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endofiton és talajgomba szignifikdnsan nagyobb mennyiségben termelte ezeket a vegyuleteket
a kontrollhoz viszonyitva.

Az aceton esetében a leginkabb kiemelkedo torzsek az E1 - Fusarium oxysporum, E15 -
Phomopsis sp. és S18 - Penicillium sp. voltak, ezek szignifikans mennyiségii acetont allitottak
el6 (3. abra), mely egy gyakran el6forduld VOC gombakban, pl. az endofiton Muscodor albus-
ban (Strobel, 2011).
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3. &bra. Tormakivonaton inkubdlt torma endofiton és talajgombak gézterébdl detektalt
aceton mennyisége. C - kontroll, inokulélatlan tormakivonat; E01-17, tormabdl izolalt
endofitonok; S01-S26, talajgombék (tovabbi részletek az 1. tablazatban lathatoak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): * p < 0,05; *** p <
0,001.

A kontrollhoz képest szignifikansan tobb allil-cianid szamos Fusarium sp. torzs (E8, S7

¢és S19) gbzterében volt detektalhato, illetve egy Curvularia talajgomba esetében (S5) (4. abra).
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4. dbra. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak gbzterébdl detektalt allil-
cianid mennyisége. C - kontroll, inokulalatlan tormakivonat; E01-17, tormabdl izolalt
endofitonok; S01-S26, talajgombék (tovébbi részletek az 1. tablazatban lathatoak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): ** p < 0,01; *** p <
0,001.

A torma f6 gliikozinolatjanak, a szinigrin bomlasanak terméke, az allil-izotiocianat 3
gomba gdzterébdl volt szignifikdnsan nagyobb mennyiségben detektalhaté a kontrollhoz
képest, E12—Plectosphaerella sp., S1 - Notophoma sp. és S21 - Paraphoma sp. esetében (5.

abra), de szamos esetben detektalhatd volt relative nagy szorassal.
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5. dbra. Tormakivonat inkubalt torma endofiton és talajgombak gézterébdl detektalt allil-
izotiocianat mennyisége. C - kontroll, inokulalatlan tormakivonat; E01-17, tormabdl izolalt
endofitonok; S01-S26, talajgombék (tovébbi részletek az 1. tablazatban lathatoak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): * p < 0,05; ** p <
0,01.

A kontroll mintdk (inokulalatlan tormakivonat) gdzterében szamos vegyiilet nem volt
jelen, koztiik a benzaldehid, B-fellandrén, dimetil-szulfid, ecetsav, etil-acetat, etil-propionat,
metil-1-butanol, metil-1-butanol-acetat, metil-1-propanol, metil-acetat, metil-formiat, propil-
acetat, szén-diszulfid és sztirol. Ez alapjan bizonyos, hogy a gombak allitottak el ezeket az
inkub&cids soran.

A kéntartalmu VOC-ok kozil a szén-diszulfid valamennyi gomba gézterében jelen volt,
de négy gombatdrzs kimagasldé mennyiségben termelte: E17 - Colletotrichum sp., E21 -

Plectosphaerella sp., S16 - Fusarium sp. és S18 - Penicillium sp. (6. abra).
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6. abra. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak gézterébdl detektalt szén-
diszulfid mennyisége. C - kontroll, inokulalatlan tormakivonat; E01-17, tormabol izolalt
endofitonok; S01-S26, talajgombék (tovébbi részletek az 1. tablazatban lathatoak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): ** p < 0,01; *** p <
0,001.

Szén-diszulfid mellett a dimetil-szulfid jelenlétét is kimutattuk, azonban ezt csak 4
gombatdrzs termelte detektadlhatd mennyiségben: E7 - Oidiodendron cerealis, E16 -

Cadophora sp., S3 - Curvularia sp. és S26 - Penicillium sp. (7. abra).

2 x 10°+

1 % 10°

Abundancia

®
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7. &bra. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak gdzterébdl detektalt
dimetil-szulfid mennyisége. C - kontroll, inokuladlatlan tormakivonat, E01-17, tormabdl
izolalt endofitonok; S01-S26, talajgombak (tovabbi részletek az 1. tablazatban lathatdak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): *** p < 0,001.
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Egy tovabbi, fragmentaciés mintazata alapjan minden bizonnyal szintén kéntartalmu
VOC-ot is detektaltunk szamos mintaban (retencios idé 3,33 perc, m/z = 72), melyet
részletesebben nem siker(lt azonositanunk. Ezt a potenciélisan kéntartalmu, de azonositatlan
vegyiiletet jelentésen nagy szamu Fusarium nemzetségbe tartozé térzs (E1, E3, E8, E9, S10,
S11, S12, S15, S19, S25) és a Macrophomina phaseolina (E2) a kontrollhoz képest

szignifikdnsan nagy mennyiségben allitottak eld (8. abra).
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Gombatorzsek

8. &bra. Tormakivonaton inkubdlt torma endofiton és talajgombak gézterébdl detektalt
potencidlisan kéntartalm(, azonositatlan vegyilet mennyisége. C - kontroll, inokulélatlan
tormakivonat; EO01-17, tormabol izolalt endofitonok; S01-S26, talajgombak (tovabbi
részletek az 1. tdblazatban lathat6ak). Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc
tesztek alapjan): ** p < 0,01; *** p < 0,001.

A Fusarium nemzetségbe tartoz6 gombak egy csoportja (E1, E8, E9, S10, S11, S12, S15,
S19, S25) jol elkiiloniilé mintazatot mutattak az észterek, mint pl. az etil-acetat, termelését

illetden (9. abra).
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9. bra. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak g6zterébdl detektalt etil-
acetat mennyisége. C - kontroll, inokulalatlan tormakivonat; E01-17, tormabdl izolalt
endofitonok; S01-S26, talajgombak (tovabbi részletek az 1. tdblazatban lathatdak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): * p < 0,05; *** p <
0,001.

Tovabbi észterek, koztik a metil-acetat, etil-propionat, propil-acetat eléallitasaban is
kiemelkeddek voltak az imént emlitett torzsek, valamennyi esetben szignifikdns mennyiségben
voltak detektalhatoak ezek a vegyiletek (nem abrazolt eredmények). Alkoholok termelését
illetden szintén ezek a torzsek voltak emlitésre méltoak, mely példaul metil-1-butanol esetében

az 10. dbran is megfigyelhetd.

Abundancia

Gombatorzsek

10. dbra. Tormakivonaton inkubalt torma endofiton és talajgombak gdzterébdl detektalt
metil-1-butanol mennyisége. C - kontroll, inokuléalatlan tormakivonat; E01-17, tormabdl
izolalt endofitonok; S01-S26, talajgombak (tovabbi részletek az 1. tablazatban lathatdak).
Szignifikancia szintek (ANOVA és Dunnett post hoc tesztek alapjan): *** p < 0,001.
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Az abundansabb vegyiiletek k6zott megemlitendé még a metil-formiat, melyet a S13 -
Penicillium sp., S16 - Fusarium sp. és S18 - Penicillium sp. torzsek allitottak el6 a kontrollhoz
képest szignifikans mennyiségben, illetve a metil-1-butanol acetat melyet a E12 -
Plectosphaerella sp., E17 - Colletotrichum sp. és S21 - Paraphoma sp. torzsek gdzterébol
detektaltunk szamottevo mennyiségben. Néhany kevésbé gyakori vegylilet az ecetsav €s sztirol
volt, amelyeket egy Fusarium sp. izolatumnal (S11) detektaltunk, tovabba a benzaldehid a E2
- Macrophomina phaseolina, S19 - Fusarium sp. torzseknél, illetve a B-fellandrén amit E15 -

Phomopsis sp. termelt emlitésre méltd mennyiségben.

5.2. Metabolom - mikrobiom korrelacidk vizsgalata terepi tormandvényekben

5.2.1. Tormafajtak glikozinolat tartalma

A headspace-GC-MS analizissel bebizonyosodott, hogy a tormabodl és kdrnyezetébol
izolalt gombak szdmos tagja képes a tormaban talalhato vegyuleteket hasznositani, atalakitani.
Ezen ¢és korabbi eredményeink alapjan (Szlics et al., 2018) azt feltételeztiik, hogy a torma
természetes, in vivo endoszférajaban még nagyobb aranyban lehetnek olyan gombak amelyek
hasonlé kémiai kolcsonhatasokban vannak a névénnyel. Ennek vizsgalatdhoz nagyszamu
tormagyokeret sikeriilt begyiijteniink 2 éven keresztiil, majd a metabolom szempontjabol
kiméletes mddon feldolgoznunk és tarolnunk. Logikusan azt feltételeztiik, hogy a
glikozinolatok a leginkabb meghatarozéak a torma-gomba kémiai interakciokban, mivel
rendkivil valtozatos antimikrobidlis vegyuletek prekurzorai (Plaszko et al., 2022, 2021). Mivel
a torma specialis metabolit készletének legnagyobb részét is ezek a vegyiiletek teszik ki, igy
kvantitativan is meghatarozzuk. Valamennyi vizsgalt fajtaban a f6 gliikozinolatok a szinigrin
és a glikonaszturtiin voltak, mig kisebb mennyiségben gliikobrasszicin és glukoiberin is
kvantifikalhat6 volt (3. tablazat). A szinigrin szaraz témegre vetitett koncentracioja az egyes
fajtakban 1,14 + 0,66% - 3,43 £ 0,65% tartomanyban volt, a gliikonaszturtiin koncentracioja
pedig a 0,36 + 0,18% - 0,67 £ 0,31% tartomanyban. A glukoiberin és gliikobrasszicin
koncentracidja 0,03 - 0,07% kozott valtozott. A glikozinolatok koncentracidjanak relativ
szorasa fajtakon belll viszonylag nagy volt, 26,9% szinigrin és 19,8% gliikonaszturtiin
esetében, ennek ellenére a fajtdk kozotti szords a vartndl Kisebb volt. Szinigrin,
glukonaszturtiin, glukobrasszicin, glikoiberin esetén a legnagyobb és legkisebb atlagértékek
kozott 3,33, 1,99, 20,5, és 2,81-szeres kiilonbség volt megfigyelhetd. Az alifas szinigrin és

glukoiberin koncentracidjara sokkal nagyobb hatassal volt maga a vizsgalt fajta (pnem korr. =
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0,0008 és 0,0049) mint gliukobrasszicin és gliikonaszturtiin esetén (pPnem korr. = 0,6510 és

0,0227).

2019-ben jelentésen kevesebb

szinigrin,

gliikoiberin

és gliikobrasszicin

szintetizalodott a fajtdkban (prem korr. = 5,21E-7, 0,0019 és 0,0024), mig a glikonaszturtiin

mennyiségénél nem volt szamottevd évhatas (Pnem kor. = 0,2465). Tovabbi glukozinolatokat

nem-célzott metabolomikaval is tudtunk vizsgalni, relativ abundancia alapon.

GLN, glukonaszturtiin; SIN, szinigrin.

3. téblazat. Tormafajtak glikozinolat tartalma %-ban a szaraztomegre

viszonyitva (n = 4). Roviditések: GBR, gliikobrasszicin; GIB, glikoiberin;

Fajta

Ev

SIN atlag +
szOras

GLN atlag +
szOras

GIB atlag +
szOras

GBR atlag +
szoras

A

2018

2,769 + 0,686

0,603 £ 0,112

0,017 + 0,012

0,072 £ 0,074

C

2018

2,685 + 0,537

0,542 + 0,093

0,037 + 0,038

0,135+ 0,091

G

2018

3,435 + 0,646

0,492 + 0,053

0,073 + 0,064

0,083 + 0,064

2018

2,831 +0,511

0,440 + 0,045

0,082 + 0,041

0,088 + 0,067

2018

2,608 + 0,196

0,498 + 0,031

0,046 + 0,047

0,077 + 0,062

2018

2,226 + 0,501

0,431 + 0,053

0,038 + 0,021

0,111 + 0,077

2018

2,679 +0,746

0,337 + 0,052

0,032 + 0,020

0,071 + 0,049

2018

3,798 + 0,660

0,467 + 0,024

0,051 + 0,046

0,063 + 0,061

2019

2,567 + 0,527

0,629 + 0,126

0,004 + 0,003

0,074 + 0,010

2019

1,947 + 0,602

0,538 + 0,062

0,020 + 0,013

0,054 + 0,012

olo[»[s|c[z[~x

2019

1,837 + 0,820

0,670 + 0,307

0,011 + 0,010

0,057 + 0,022

2019

2,983+ 1,121

0,587 + 0,066

0,038 + 0,027

0,058 + 0,015

2019

1,915 + 0,254

0,480 + 0,073

0,032 + 0,023

0,057 + 0,030

2019

1,141 + 0,667

0,383 + 0,204

0,009 + 0,011

0,056 + 0,019

2019

2,112 + 0,264

0,625 + 0,077

0,010 + 0,007

0,057 + 0,013

slcl[z[=x

2019

1,707 £ 0,973

0,359 + 0,185

0,008 + 0,007

0,048 £ 0,014

5.2.2. Nem-célzott metabolomika

Mivel a tormafajtadk kozott nem taldltunk jelentds eltérést a gliikozinolat-tartalmat
illetéen, igy még hangstilyosabba valt a nem-célzott LC-MS/MS metabolomika szerepe a
névény-gomba interakciok megértésében. Az XCMS online csulcs-detektalé algoritmusa
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Osszesen 2576 vegyiiletjeloltet azonositott pozitiv és negativ ion moddban, melyekbdl az
izotopcsucsok ¢és adduktok eltavolitasa utan 1310 maradt. A miiszeres analizis soran
alkalmazott QC mintak segitségével a linearitast, relativ szorast és a mérés reprodukalhatdsagéat
is meg tudtuk hatarozni. Ezek alapjan szlirtiikk azon vegyiiletjelolteket, melyek max. 30% relativ
szorast és legalabb 0,8 linearitast mutatattak, igy 0Osszesen 355 vegyuletjeldltet tudtunk
vizsgalni a tovabbiakban. A jeldltek teljes listdja megtalalhaté a mellékletben (Melléklet 1.
tablazat).

233, nagy mintan beliili variabilitdssal rendelkezd vegyiiletjelolton MS/MS
fragmentaciot is végeztiink. A fragmentacios mintazatok alapjan a Sirius szoftver potencilis
vegylletjelolteket talalt, melyeket szakirodalmi adatok alapjan ellendriztiink (MSI -
Metabolomics Standards Initiative 2. szinti azonositas, 4. tablazat). A vegyuletjeloltek kdzott
olyan specidlis metabolitokat is talalunk, mint pl.: flavonoid glikozidok (kempferol aglikon),
polifenolos vegyuletek (fenilpropanoid és kumarin glikozid), indol szarmazékok és primer

anyagcseretermékek (foszfolipidek, aminosav szarmazékok, peptidek).

4. tdblazat. Tormamintakbol MSI 2. szinten azonositott vegyuletek listaja.

m/z Polaritas | Retencids | Vegyulet MS/MS
id6 (perc) fragmentumok

166,0684 | pozitiv 12,18 N,N-(dimetil)-tiobenzamid 120,081
149,042
103,0545

247,1451 | pozitiv 12,3 Indol-3-metil amin szarmazék 167,1067
149,0962
139,1119
121,1016
116,0709

251,0857 | pozitiv 12,44 Indol-3-metil-cisztein 205,0794
187,0756
162,0597
130,0653

295,1299 | pozitiv 11,82 y-Glu-Phe (dipeptid) 278,1016
232,0966
186,0914
166,0863
120,081
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308,114

pozitiv

10,35

1-hexozil-indol-3-karbaldehid

146,06005

353,1066

pozitiv

13,49

Metoxikumarin-hexozid

249,0757
207,06532
189,0545

357,1299

pozitiv

2,88

1-hidroxi-indol-3-karbonsav glicin
szarmazék

325,2126
255,1705
202,0487
178,05

160,0393
145,0496
134,0603
127,0393
109,0288

369,1195

pozitiv

12,81

5-O-feruloil kinasav

193,0862

423,1370

pozitiv

12,51

Cys-Cys-Pro-Thr (peptid)

277,06765
191,0672
179,04861
162,02196
116,05315
76,02218

454,2942

pozitiv

17,75

1-16:0-lysoPE (foszfolipid)

313,2736
282,2781
239,23677
155,01043

471,1042

pozitiv

11,02

3-metilszulfinilpropil-izotiocianat
glutation konjugatum

308,0918
199,0714
162,02189
179,04857
122,06358

480,31

pozitiv

18,06

1-18:0-lysoPE (foszfolipid)

339,28943
308,29481
265,2537

155,01046

518,3259

pozitiv

16,79

1-18:3-lysoPC (foszfolipid)

184,07345

535,1106

pozitiv

13,49

Kempferol szd&rmazék

282,705519

160,0394

negativ

11,19

Indol-3-karbonsav

132,0444
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247,0723 | negativ 11,89 5-hidroxi-indolecetsav-hexozid 218,9611
200,9504
160,0394
116,0492

388,0748 | negativ 11,52 Pentil-gliikozinolat 274,9911
259,0126
195,0331
146,0635

447,0938 | negativ 12,86 Kempferol-hexozid 285,041
284,0331
255,03,
227,0347
151,0023

617,1502 | negativ 12,98 Kempferol-dihexozid 493,1205
285,041
284,0332
255,0302
227,0341
151,003

549,1256 | negativ 13,13 Kempferol-dipentozid 285,04095
284,03318
255,02927
178,99794

Azokat a vegyuletjel6lteket, melyeket nem tudtunk szakirodalom alapjan validalni, vagy
a hozzavetdleges vegyiiletosztalyuk alapjan (Classyfire hierarchia, MSI 3. szintli azonosités)
(Djoumbou Feunang et al., 2016) vagy az m/z - retencids id6 (nem azonositott) értekeik alapjan
hivatkozunk rajuk. MSI 3. szinten az alabbi vegyiletosztalyokba tudtunk rangsorolni szdmos
vegyuletjeldltet: 2 cianogén glikozid, egy flavonoid glikozid, egy glikozinolat, 3 lipid (vagy
lipid-szert struktura), 9 aminosav szarmazék, 14 glikozid és 19 egyéb, feltehetéen aromas
vegyulet (Melléklet 1. tablazat).

A metabolomikai eredmények alapjan kiderult, hogy szamos fajta nagyon hasonlo kémiai
mintazattal rendelkezett, ezért kivalasztottunk egy részhalmazt, melyek a mikrobiom -
metabolom korrelaciék meghatarozasanal a kémiai oldala lett az adathalmaznak. A kémiai
adatok PCA (fékomponens analizis) abrai alapjan manudlisan valasztottunk ki 8 olyan fajtat,
melyek lefedték a hozzavetdlegesen azonositott és nagy relativ szoérassal rendelkezo
vegyltiletjeloltek nagy részét. A fékomponens értékek a 8 valasztott fajta kozott szignifikansan
eltértek (p = 0,0332), mely arra utal, hogy a fajtak kozott szignifikans kémiai kilonbség volt.
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A metabolomikai kiilonbségek bemutatdsara szintén alkalmas lehet a kiillonb6z0 mintavételi
évek vagy fajtak 6sszehasonlitdsakor szamolt hatasnagysag ertékek eloszlasanak vizsgalata.
Egy adott vegyiiletjelltbdl a legkisebb és a legnagyobb mennyiséget tartalmaz6 fajtak
értékei kozotti kilonbség kiszdmitasaval, majd a kilonbségeket osztva a szorassal megkaptuk
a hatasnagysag értékeket (Cohen-féle d) vegyiiletjeldltenként. A hatasnagysag értékek 1,289
szorasnyi medidnja azt mutatja, hogy jelentds mértékii a fajtak kozotti kémiai variabilitas. Az
év-faktor hatasnagysag értékeit 6sszehasonlitva a median viszonylag nagy, 0,4678 volt, ami
azt jelzi, hogy a tormagyokerek kémiai 6sszetétele nem elhanyagolhaté mértékben valtozhat
évente. A 359 vizsgalt vegyuletjeldlt kozil 59 esetében az év-faktor hatasnagysaga legalabb 1
volt, ami feltételezhetden a 2018 és 2019 évek kozotti iddjarasi kiilonbségekbdl adodott. Mivel
nem volt célunk a kiilonb6z6 fajtak kémiai kilonbségeit vizsgalni, az adatokat a tovabbi
adatelemzési modellekbe fajtak vagy évek szerinti csoportositds nélkiil vittiikk be. Az ebbdl
fakadé kémiai diverzitas tette lehetévé, hogy kozvetlen korrelacidkat taldljunk a
vegyuletjeloltek és az endofiton gombak abundancia értékei kodzott, ahogy ezt majd a

késobbiekben bemutatjuk.

5.2.3. Amplikon szekvenalas

A novény-gomba interakcidk megértésére vald torekvéseink masik rétegét a névényben
€16 endofiton gombakozosség feltarasa képezte. Erre jelenleg az egyik leginkabb alkalmas
modszer a metagenomika, azon beliil is a nagy ateresztOképességli amplikon szekvenalas,
amellyel mintanként tobb tiz- vagy szazezer gomba eredetii szekvencia is azonosithato. Mint
mar bemutattuk (5.1. fejezet), az ITS egy jé markergén lehet gombéak azonositasara, melyet
gyakran szekvenalnak metagenomikai tanulméanyokban. Az ITS-en belil, az 1TS2 alrégié
hasznéalata a gomba amplikon szekvendlds soran fontos eldnyokkel jarhat, pl.: az ITSI
alrégioval szemben a képzddé amplikonok hosszaban kisebb variabilitas figyelhetd meg,
illetve tobb univerzalis primer kotohelyet tartalmaz. Elonyos tulajdonsagai miatt elfogadott a
hasznalata masodik generacios szekvenalasi platformokon (Ihrmark et al., 2012; Nilsson et al.,
2019; Toju et al., 2012). Amennyiben a gomba szekvenciak amplifikalasa él6 novényi
szovetbOl zajlik, célszerii legalabb egy olyan primert hasznalni, mely specifikusan a gomba
szekvencidkat amplifikalja (Toju et al.,, 2012). In silico pilot Kkisérletink soran a
szakirodalomban gyakran hasznalt univerzalis gomba primerek nem bizonyultak hatékonynak
a torma-endofiton rendszerben, mivel a gazdandvény DNS-e is nagy aranyban amplifikalodott.

Ennek kdvetkeztében bioinformatikai mddszerekkel terveztiink egy olyan primert amely nem

crer
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ITS3 KYO2/ITS4 KYO3 ¢és fITS7/ITS4 KYO3 primer parokkal egy eldzetes szekvenalasi
kisérletet is elvégeztiink, ahol az amplikonok legaldbb 40 szazaléka ndvényi eredeti ITS
szekvenciaként lett azonositva a UNITE 8.3 eukariéta adatbazis (Abarenkov et al., 2021b)
szerint. Az altalunk fejlesztett ITS3_NOHR forward primer és a szakirodalomban hasznélt
ITS4 KYO3 reverse primer hasznalatdval azonban az egyértelmiien novényi eredetii ITS
leolvasasok aranya 0.2% volt. Az elézetes szekvenalasi eredményeink alapjan a tovabbi
kisérleteinkben az altalunk fejlesztett forward primert hasznaltuk.

Az ITS3_NOHR primer in silico az egyedi Ascomycota ITS szekvencidk 95,3%-ban és
az egyedi Basidiomycota ITS szekvenciak 85,8%-ban képes bekotddni a UNITE 8.3 gomba
adatbazis (Abarenkov et al., 2021a) szerint, amennyiben legfeljebb 1 mismatch hibat
engedélyeztiink az illesztési algoritmusnak (a primer 5° vége fel6li 6. bazisban volt a
leggyakoribb a mismatch). A primer hatékonysaga megkozeliti a ITS3_KYO2 es fITS7
primerekét az emlitett gomba torzsekben (Ihrmark et al., 2012).

A sziirési 1épés soran a negativ kontroll mintakban is megtalalhaté ASV-k eltavolitasaval
az 6ssz egyedi ASV-k 0,7%-a lett eltavolitva. Az eltavolitott ASV-k kozott feltehetben human
eredetli, dermatofiton nemzetség is megtalalhatd volt mint pl. a Malassezia. Sokkal nagyobb
hatassal volt a teljes adatsorra nézve az olyan ASV-k eltavolitasa, melyek nem adtak értelmes
talalatot sem a UNITE, sem az NCBI RefSeq (gomba ITS) adatbazisokban, mivel igy az egyedi
ASV-k 78.5%-a (az 6sszes leolvasas 26,35%-a) el lett eltdvolitva. Az 50 leggyakoribb ilyen
szekvenciat megvizsgalva az NCBI BLAST segitségével kidertlt, hogy legtdbbjik valamilyen
novényi eredetli, de nem ITS szekvencia. A szlirési lépések Osszesen 2673 ASV-t
eredményeztek, a median leolvasas szam mintanként 26116 volt.

A szekvenaldsi QC mintak hasznilata nagyon hasznosnak bizonyult a sziirési
paraméterek optimalizalasanal, mivel mind a 4 replika szinte megegyezé6 ASV 0Osszetételt
mutatott, nagyon alacsony szérdssal. Ezen tulajdonsdganak koszonhetéen a QC mintak
hasznosak lehetnek a szekvendlasi hibak korrigalasaban, azonban ez tovabbi vizsgalatokat

igényel.

5.2.4. Mikrobiom diverzitas vizsgalata

Mar az amplikon szekvenalasb6l szarmaz6 nyers adatok feldolgozasanal is
megfigyelhetd volt, hogy a talajmintak gombakozosségére vonatkozd adatok (pl.: egyedi
leolvasasok) jelentdsen eltértek a novényi mintakhoz képest. Tovabba a 2.4. fejezetben is
megemlitett szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetd volt, hogy a talajmintakban talalhato
gombakdzosség szignifikansan eltér a torma endoszférajatol, ennek alatamasztasara szolgalnak
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a kiilonféle diverzitas indexek. A diverzitasi metrikdkat az eldzetes sziirési 1épéseken atment
2673 ASV alapjan készitettiik el. Az 1. teriiletrdl szarmazé tormamintak esetén az atlagos ASV
gazdagsag (richness) 45,2 (27-94 kozotti értékekkel) volt, a 2. terlilet esetében 45,4 (24-109
kozotti értékekkel), a répa killcsoport mintak esetén pedig 39,5-es atlagértéket talaltunk (29-48
kozotti értékekkel). Ezzel szemben a talajmintak sokkal nagyobb gazdagsagot mutattak 383,6
atlagértékkel (109-609 tartomanyban). Az ACE és Shannon indexek is hasonlé dinamikat
mutattak (Melléklet 1. dbra). Az Simpson dominancia index alapjan elmondhatd, hogy a
tormamintakban néhany gombataxon jelentdsen nagyobb aranyban fordult ¢l6 (Melléklet 1.
abra). Bar a teljes dominancia viszonylag alacsony volt a répa és talajmintakban, a tormakhoz
képest ezekben sokkal egyenletesebbek az abundancia értékek. A dominancia értékektdl
fuggetlenil a Buzas és Gibson index alapjan mar kevéshé egyenletesek az abundancia értékek.
Osszességében elmondhatd, hogy a tormamintak csoportjan beliil jelentésen nagyobb
variabilitds volt megfigyelhetd a diverzitasi indexek értékeiben.

A mintadk kozotti béta-diverzitas vizsgalatat a Bray-Curtis féle hasonlosag, illetve a
Whittaker disztancia értékek alapjan végeztik. Mindkét béta-diverzitas metrika azt mutatta,
hogy a talajmintak rendkivili médon eltérnek a tobbi minta tipushoz képest (Melléklet 2. abra).
Ezen felll, a béta-diverzitas értékek magasabbak voltak a torma mintacsoportokon belil, mint
a tobbi csoportban, az ANOSIM tesztek alacsony R értékei szintén ezt a megfigyelést
tamasztottak ald. Bar a kiilonbozé mintacsoportok (talaj, répa, torma) kozotti kildnbségek
joval nagyobbak voltak, mint a csoportokon belili kiildnbségek (a talaj mintak nagy tavolsaga
miatt), a tormamintak mindkét béta-diverzitas metrika esetében nagy valtozatossagot mutattak.

A diverzitads vizsgalatdhoz egy még kifinomultabb analizist, sulyozatlan UniFrac
elemzést is végeztiink. A UniFrac modszer eldfeltétele egy robusztus filogenetikai fa, ezért
tobb fat is készitettlink, hogy teszteljik a megbizhatosagukat. A t6bbszoros illesztések metrikai
alapjan az UniFrac analizis megbizhatoan elvégezhetd volt. A UniFrac disztancia értékek a
korabbi diverzitas metrikakhoz hasonlo elrendezédést mutattak. Az UniFrac disztancia értékek
ANOSIM tesztjei szintén Osszevethetdek voltak a korabbi eredményekkel, bar talajmintakon
belul nagyobb valtozatossagot mutattak.

Osszességében elmondhat6, hogy mind az alfa-, mind a béta-diverzitas metrikak jelentds
variabilitasra utaltak a torma mintacsoportok kdzott és azokon beldl is, ami 6sszefliggésben

allhat a tormamintak metabolomjanak valtozasaival.

45



5.2.5. Tormafajtak endofiton gombakozdssegének dsszetétele

A legabundansabb ASV-k taxonomiai besorolasa az 11. abran lathaté. ANOVA analizis

alapjan a gombakozdssegek a mintacsoportok kozott szignifikans eltérést mutattak torzs, csalad

és nemzetség szinten is (p = 107) a béta-diverzitasi metrikakhoz hasonléan.
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11. 4bra. Gomba taxonok relativ atlagos aranya az egyes tormafajtak endofiton gombakdzdsségein
beliil (n =4 mintacsoportonként). Az el6zetesen sziirt gomba taxonok felsé 25%-a 6ssze lettek vonva
legaldbb rend szinten (amennyiben nem volt feloldhaté akkor a legalacsonyabb feloldhato
taxondmiai szinten). A gomba taxon eldjelei kovetik a UNITE adatbazisban is hasznalt
nomenklatdrat: ¢, osztaly; o, rend; p__, torzs. A maradék ASV-k aranyat az “egyéb” szin jeloli.
A minta azonositok a minta_év sémat kovetik, ahol a Talaj talajmintakat, a Répa kiils6 kontroll
sargarépa mintakat, az 1037, 112, 326 kiilonboz6 talajokbdl szdrmazo tormamintakat jelolnek. Az

A-W a kiilonb6z6 tormafajtak belsé azonositdja.
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Az 1. teriiletr6]l szarmazo6 tormamintakban a legabundansabb ASV-k a Cantharellales,
Glomerellales, Hypocreales, Pleosporales, Saccharomycetales, Sordariales gomba rendekbe
sorolhatdak, melyek szamos novényekkel kapcsolatos nemzetséget is magukban foglalnak
(tipikus endofitonok, epifitonok, patogének), pl.: Claviceps, Colletotrichum, Epichloé,
Fusarium, Rhizoctonia. A taxondmiailag  kevésbé feloldhatd ASV-k els6sorban a
Ceratobasidiaceae, Nectriaceae, Pezizaceae, Sordariomycetes, Ascomycota csoportokba
tartoztak. Kozel megegyezd taxondmiai Osszetételt mutattak az ugyanerrdl a teriiletrdl
szarmaz0 sargarépa kilcsoport mintak is.

A ndvényi mintdkkal szemben az 1. teriiletrdl szarmazé talajmintakban jelentdsen eltérd
gombak6zosség volt megfigyelhetd, elsdsorban a Filobasidiales, Mortierellales, Hypocreales,
Sordariales, Thelebolales, Umbelopsidales rendek dominéltak. Leggyakoribb nemzetségek a
Humicola, Metarhizium, Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus, Solicoccozyma,
Trichoderma, és Umbelopsis voltak. Ezeken feliil a Chaetomiaceae csalad azonositatlan tagjai,
illetve egyéb Ascomycota ASV-k voltak abundansak. Fontos megemliteni, hogy 2018 és 2019
kozott a talajkdzosségek nem valtoztak jelentésen, mely azt jelezheti, hogy a ndvényi
mintakban megfigyelheté kozosségek Osszetételét elsésorban nem a talaj befolyasolja.

Szamos esetben egy vagy két endofiton taxon rendkivil dominans volt egy-egy mintaban
(Melléklet 3. abra). Ez a jelenség elsdsorban tormamintakban volt megfigyelhetd, répakban
nem, ami ugyan szarmazhat a mintavételi mélység kiilonbségébdl (64 + 12 torma, 4 répa), de
a dominancia indexek vizsgalatanal is jol lathatd volt. Legtobb esetben a legdominansabb
taxonok az 6sszes leolvasas 20-40%-at tették ki (median 33,57%), de egy mintaban a 95,9%-
ot is elérte. Ez a jelenség a talajmintakban nem volt ennyire jellemz6 (median 21,61%).

Mivel a ndvény - talaj kiildnbségek sokkal nagyobbak voltak, mint a tormaminték kozotti
variabilitds, ezért az 1. teriiletr6l szdrmazd tormék adatait részletesebben is megvizsgaltuk.
Szamos gombataxon nagy varianciat mutatott az egyes fajtak kozott, azt sugallva szamunkra,
hogy a késébbiekben jo korrelacios modellek épithetéek beldliik. Ilyen taxonok pl.:
Agaricomycetes (0,01% - 6,5%), Morosphaeriaceae és Melanoleuca (0 - 10%), Monosporascus
(0,04% - 17,1%) és Setophoma (<0,01% - 6.3%). Ezek a kilénbségek szamos esetben
korrelaltak valamilyen vegyiiletjeldlttel, ahogy azt majd a késébbiekben is lathatjuk.

A gombakozosség Osszetételét illetden néhany esetben jelentds fajtan beliili variabilitas
volt megfigyelhetd (rend szinten, Melléklet 3. abra). C, G, I, K és M fajtak esetén az atlagos
mintazat stabil volt a két mintavételi év kozott, viszont A, U és W fajtak esetén szamottevo

variabilitas figyelhetd meg a 2 év gombak6zosség mintazataban (Melléklet 3. &bra). A
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variabilitast mutatd taxonok szignifikans része korrelaciokat mutatott a vegyduletjeloltekkel

(pl.: Xylariales, Sordariales, Pleosporales, Eurotiales, Capnodiales, stb.).

5.2.6. Mikrobiom - metabolom korrelaciék

A metabolomikai és metagenomikai adatok analizise utan végezetiil ezen adatok egydttes
analizise kovetkezett. A kiilonboz6 omikai adatok integraldsa, a novény-gomba interakciok
vizsgélatanak legkomplexebb és legnehezebben interpretalhatd elemei. Szerencsére az egyre
szofisztikaltabb statisztikai modszerek, modellek, dimenzidcsokkentd eljarasok nagyban
segithetik a bioldgiai interpretaciojat az ilyen komplex adathalmazoknak.

A csalad vagy nemzetség szinten dsszevont gomba adatok fékomponensei szignifikans
Spearman korrelaciokat mutattak kiilonb6zo vegytiletjeloltekkel 37 és 41 esetben (p < 0,05,
Melléklet 2. tablazat). Az esetek nagy szdma miatt a PCA toltés értékek értelmezése helyett
inkabb megprobaltuk a kozvetlen Spearman korrelaciokat megvizsgalni a clr-transzformalt
gomba és kémiai abundancia adatok kozott, mely egyre szélesebb kdrben hasznalt
megkozelités (Quinn and Erb, 2021). A megkdzelités egyik fontos elénye, hogy ezaltal nem
hagyunk ki az analizisbdl olyan vegytileteket, amelyek nem korreldlnak semelyik masikkal (€s
emiatt egy nem vizsgalt fékomponens dimenzidban talalhatdak), tovabba az adatok
interpretacioja is sokkal egyszer(ibb. FObb hatranya az, hogy nagyon nagy szamu statisztikai
teszteket kell elvégezni, emiatt statisztikai korrekciot kell végezni a fals pozitiv eredmenyek
kiszlirésére, ami jelentosen csokkenti a statisztikai er6t. A koradbban ismertetett
transzformalasok miatt a gomba adathalmaz méar nem volt kompoziciés (Gloor et al., 2017). A
metabolomikai adatok vagy valodi koncentracioként (glikozinolat-tartalom) vagy a
vegyuletjeldltek QC-hoz viszonyitott fold-change értékeként lettek kifejezve (nem célzott
metabolomikai eljarasbol szarmazo értékek), ezért a metabolomikai adatok nem kompozicios
jellegliek. Ezek kovetkeztében nem feltételeztiink korreldcidos miitermékeket, a modszer
hasznalhatonak bizonyult. Habar a csaldd és nemzetség szintli adatok kozott jol lathatd
atfedések voltak, amennyiben egy csaladon belul valamelyik nemzetség nagyon dominans volt,
igy is sikertilt 99 (csalad szint) és 72 (nemzetség szint) szignifikans korrelaciot talalnunk ezzel
a modszerrel (p < 0,05, Melléklet 2. tablazat, “rawcordf” adatok).

Rend szinten vizsgdlva az adatokat megfigyelhetd, hogy a leginkdbb érintett
gombattrzsek a Xylariales, Capnodiales, Sordariales és Saccharomycetales rendekbe tartoztak
(12.A abra). Fontos megemliteni, hogy néhany mintaban ezen leolvasasok aranya az 0sszes
leolvasas rendre 73,4%, 15,7%, 74,2% és 38,4%-at is elérte. Néhany mas csoportbdl szarmazé

taxon is korrelaciokat mutatott egyes vegyiiletjeldltekkel, pl.: Laboulbeniomycetes,
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Agaricomycetes és Eurotiales, azonban ezek atlagosan a leolvasasok kevesebb mint 1%-aért
feleltek.

A legaldbb nemzetség szinten aggregélt adatokat vizsgadlva a Monosporascus,
Setophoma, Tetracladium, illetve a Morosphaeriaceae, Agaricomycetes taxonokba tartozé
gombakra gyakorolta a legnagyobb hatast a novény kémiaja (12.B abra). Ezek a taxonok
feleltek rendre az dsszes leolvasas 5,6%, 1,3%, 0,3%, 1,5% és 0,8%-aért, maximalis aranyuk
pedig akar a 73,4%, 32,1%, 28,6%, 59,2% eés 21,7%-ot is elérte. Tovabbi gomba taxonok is
valtoztak, de kisebb hatasmérettel, pl.: Fusarium, Melanoleuca, Brachyphoris, Thanatephorus,
valamint a Pezizaceae és Pleosporales csoportokba tartoz6 gombéak, amelyek rendre 4,0%,
5,4%, 0,4%, 4,9%, 2,4% és 3,2%-at tették ki az Osszes leolvasasnak. Osszességében
elmondhat6, hogy az 0sszes leolvasas 35,23%-at kitevd ASV-k korreléltak egy vagy tébb
vegyuletjeldlttel.
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12. abra. Clr-transzformalt gomba abundancia adatok és a vegyiletjeloltek kodzotti
szignifikans korrelaciok hatasnagysaganak 0Osszehasonlitasa. A Benjamini-Hochberg
korrigélt, 0,05-t61 kisebb p értékeket tekintettik statisztikailag szignifikdnsnak. A
hatasnagysag a gomba abundancia értékek és a kémiai adatok 1. és 4. kvartilisei kozotti
eltérésekent lett definidlva és Cohen-féle d értékként lett kifejezve. Aldbrak: (A) Jelenségek
rend szintll taxonémiai felbontdson; (B) Jelenségek nemzetség szintli taxonomiai
felbontason. ROviditések: cAga, Agaricomycetes osztaly; clLab, Laboulbeniomycetes
osztaly; fMor, Morophaeriaceae csalad; fPez, Pezizaceae csalad; gBra, Brachyphoris
nemzetség; gDeb, Debaryomyces nemzetség; gFus, Fusarium nemzetség; gMel,
Melanoleuca nemzetség; gMon, Monosporascus nemzetség; gSet, Setophoma nemzetseg;
gTet, Tetracladium nemzetség; gTha, Thanatephorus nemzetség; oCap, Capnodiales rend,;
oEur, Eurotiales rend; oPle, Pleosporales rend; oSac, Saccharomycetales rend; oSor,

Sordariales rend; oXyl, Xylariales rend; pAsc, Ascomycota torzs.

A legnagyobb befolyassal 1évd vegyliletjeldltek listajan szamos természetes vegyiiletet
megtalalhatunk kiilonb6zd bioszintetikus osztalybol. Meglepd moddon a f6bb gliikozinolatok
nem eredményeztek nyers korrelaciot egyik gomba csoporttal sem, annak ellenére, hogy
nagyon nagy koncentracioban megtalalhatdéak a tormaban, mas kaposztafélékhez képest is. Ha
Osszevetjik a vegylletosztdlyok és a gomba rendek kozotti szignifikans korrelaciok
hatasnagysag értékeit, (13.A abra) nem lehet egyértelmiien kivalasztani legnagyobb hatast

mutatd vegyuletosztalyt, bar kisebb kilonbségek azért latszanak.
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13. abra. Clir-transzformalt gomba abundancia adatok és a vegyiletjeloltek kozotti
szignifikans korrelacidk hatdsnagysaganak 6sszehasonlitdsa vegyuletosztalyonként. A
Benjamini-Hochberg korrigélt, 0,05-t61 kisebb p értékeket tekintettik statisztikailag
szignifikansnak. A hatdsnagysag a gomba abundancia értékek és a kémiai adatok 1. és 4.
kvartilisei kozotti eltéréseként lett definidlva és Cohen-féle d értékkent lett kifejezve.
Alabrak: (A) Jelenségek rend szintii taxonémiai felbontason; (B) Jelenségek nemzetség
szintll taxondmiai felbontason. Roviditések: as, aminosavak és szarmazékaik; e, egyéb
vegyuletek (ismeretlen vagy nem azonositott); e ar, egyéb aromas/polifenolos vegyuletek;
flav, flavonoid glikozidok; glik, glikozidok; gluk, glikozinolatok; ind, indol szarmazékok;
lip, lipidek és lipidszeri vegyiiletek; nuk, nukleotid szarmazékok; pep, peptidek; szac,
szacharidok.

Hasonlo jelenség figyelhetd meg, ha a nemzetség szintli adatokat vizsgaljuk (13.B abra).
Az dabra alapjan nem bizonyithaté az a feltételezés, hogy a glikozinolatok jatszanak a
kulcsszerepet a gombakdzosség kialakitasaban, legaldbb akkora hatdsa van a flavonoid
glikozidoknak vagy mas hozzavetdlegesen azonositott glikozidoknak. Tovabba ugy tinik,
hogy szintén fontos szerepe van a lipideknek és lipidszeri molekuldknak, illetve a peptideknek
is, bar peptidek esetében a relativ szoras értékek is magasak. A legnagyobb hatadsnagysag
értéket (absz. hatasnagysag > 2) a peptid-szerii vegyiiletek mutattak, a Canopus algoritmus
szerint ezek gamma-glutamil aminosav-szarmazékokhoz, illetve tovabbi peptidekhez
tartozhatnak. A korrelaciok masik nagyobb csoportja (absz. hatasméret > 1,5) primer és
specializalt metabolit osztalyokat is tartalmaz, mint pl.: flavonoid és mas feltételezett
glikozidok, illetve egy gliikozinolat. Ezek erds korrelaciot mutatnak szdmos gombataxon

abundanciajaval. Ezeken felil meég néhany peptidet, foszfolipidet és N,N-(dimetil)-
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tiobenzamid is megtalalhatunk ebben a csoportban. Rend szinten a legerdsebben befolyasolt
gomba taxonok a Xylariales, Capnodiales és Saccharomycetales, mig nemzetség szinten a

Setophoma, Monosporascus és Tetracladium voltak.
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14. &bra. Clr-transzformalt gomba abundancia adatok és vegyuletjeldlt abundancia adatok
kozotti Spearman korrelacidk hétérképen abrazolva (az adatok hierarchikus klaszterezéssel
lettek sorba rendezve). A gomba taxonok eldjelei kovetik a UNITE adatbazisban hasznalt
nomenklatdrat: g, nemzetség; f , csaldd; ¢, osztdly; o, rend; p_, torzs. A
vegyiiletjeloltek jelolése a kovetkezd: piros nyil - aminosav szarmazékok, 15, 22, 35, 36, 52,
58, 71, 87, 115, 145; z6ld - indol szarmazékok: 11, 18, 24, 90, 111, 114; fekete - lipidek: 62,
76, 106, 159-161; magenta - peptidek: 105, 113, 89, 55; kék - gliikozinolatok: 9, 49, 51, 77,
108, 110; narancs - flavonoid glikozidok: 34, 40, 41, 44, 75.

A 14. dbran szamos korrelaciot megfigyelhetiink a kémiai és gomba adatok kozott,
tovabba lathatd, hogy szamos primer és specializalt vegyletosztaly részt vett ezekben az
interakcidkban, beleértve a lipideket, indol szarmazékokat, glikozidokat és peptideket. Az egy
vagy tobb gombataxonnal nagymértékii korrelacidkat mutatd vegyiiletek tobb klaszterben is

szorodhatnak a hdtérképen, ami azt jelenti, hogy az eredmények nem magyarazhatoak szimplan

= sz
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A bemutatott eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a névény-gomba interakciok
valéban komplex hal6zatok szovedéke, mar az altalunk bemutatott 2 dimenzidban
(metabolomika-metagenomika) is sok bioldgiai jelenség magyarazata rejlik. Azonban, az efféle
haldzatok feltarasa nem trivialis feladat, s6t, Gjabb omikai rétegek bevonasaval a problémak
halmaza még nagyobbra tagithatd. A problémara szamos megoldas létezhet, pl. korrelacios

halozatok €pitése, mely jovObeni kutatdmunkank egyik fontos alapkove.
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6. Megbeszélés

6.1. lllékony szerves vegyuletek (VOC) vizsgalata torma-asszocialt gombak gozterében

6.1.1. Azonositott gombak

Az Altalunk azonositott endofiton gombdk jellemzéen Brassicaceae novények
endoszférajaban is gyakran el6fordulnak, néhany kevésbé gyakori nemzetségbe tartozo térzset
is tudtunk azonositani, mint példaul a Volutella sp. Arabidopsis thaliana-bol, amely szintén a
Brassicaceae képvisel6je, szamos, altalunk is talalt nemzetséget leirtak, pl.: Phoma, Phomopsis
és Plectosphaerella (Junker et al., 2012).

Bar joval tobb talajgombat sikerilt izolalnunk az endofitonokhoz képest, de fajdiverzitast
tekintve egy sokkal homogénebb csoportnak mutatkozott, els6sorban a Fusarium és
Penicillium fajok dominaltak. Ez nem meglepd, hiszen vilagszerte a talajkdzosségekben csak

néhany Ascomycota taxon dominans, koztiik az iment emlitett genusok (Egidi et al., 2019).

6.1.2. Headspace GC-MS inokulaciés mddszer hatékonysaga

A gombanevelési modszeriink alkalmazasaval, a lezart headspace liveg feltételezhetden
mikroaerofil kdrnyezetet biztosit a gombak szdmaéra, amely serkenti a VOC-ok eléallitasat. Ezt
a jelenséget mar endofiton gombakban is megfigyelték korabban (Schoen et al., 2017). A
modszeriink segitségével, tudomasunk szerint el6szor irtuk le a Cadophora, Curvularia,
Notophoma, Paraphoma, Plectosphaerella, Pyrenochaeta, Setophoma és Volutella
nemzetségekbe tartoz6 gombak VOC mintazatat. Nehany tovabbi Aaltalunk is vizsgalt
nemzetség képviseldinek VOC profiljat mar korabban is leirtak, pl.: Colletotrichum (Rojas-
Flores et al., 2019), Penicillium (Ndagijimana et al., 2008), Phomopsis (Singh et al., 2011),
mely vizsgalatokban szdmos, altalunk is azonositott vegydletet talaltak, mint példaul a metil-
1-butanol, aceton (Singh et al., 2011), metil-1-butanol acetat, benzaldehid (Rojas-Flores et al.,
2019) és sztirol (Ndagijimana et al., 2008). A gombéak altal termelt VOC-ok kiilonb6z6
versenyeldnyokhoz juttathatjak Oket, féleg ha a gazdandvények altal eldallitott tapanyagok is
hozzaférhetoek szamukra. Ezt a jelenséget a ndvények is kihasznalhatjak a sajat érdekiikben,
példaul azaltal, hogy kiilonb6z6 exudatumokat bocsatanak a kdrnyezetiikbe (Zeng et al., 2003),
ezzel odavonzva és taplalva olyan gombakat melyek segithetik annak fejlodését. Az
exudatumok Osszetételének, pl. a gliikozinolatok aranyanak valtoztatdsaval a novény sajat
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javara valtoztathatja a rizoszféra k6zosség Osszetételét (Bressan et al., 2009; DeWolf et al.,
2023).

6.1.3. Gombak altal térténd gliikkozinolat lebontas

Régota ismert tény, hogy gombidk is képesek a gliikozinolatok lebontasara, eldszor
Aspergillus sydowi-bol irtak le tioglikozidaz aktivitast kozel 80 éve (Reese et al., 1958). Azéta
a glukozinolat-bonté gombak listaja jelentdsen kiboviilt, mint azt attekintettiik (Plaszko et al.,
2022), pl.: Macrophomina phaseolina, Phoma radicina, Setophoma terrestris (Sziics et al.,
2018), Aspergillus clavatus, Fusarium oxysporum (Smits et al., 1993).

Mivel a malatakivonat taptalajon n6vé gombak gézterébdl nem detektaltunk kén tartalmu
vegyiileteket, igy minden bizonnyal a tormakivonaton inkubalt gombak altal eldallitott kén
tartalmu vegyiiletek gliikozinolat bomlastermékek lehetnek. El6zetes szamitasaink alapjan
tormaban a glikozinolatok adjak a ndveny 6ssz kéntartalmanak kb. 30-35%-at. A kiilonboz6
standardok keverékét tartalmazé kalibracios mintak jo relativ szorast (RSD) mutattak az allil-
cianid, allil-izotiocianat, dimetil-szulfid eés szén-diszulfid esetében. A fenetil-izotiocianat és
fenil-propionitril miiszeres analizise nem volt megbizhatéan reprodukalhaté alacsony
illekonysaguk miatt, igy ezeket a tovabbiakban nem targyaljuk. Az altalunk alkalmazott
modszerrel nagyon jol detektalhatd volt a szinigrinbél szarmazo allil-cianid, gyakorlatilag
mindegyik gombatenyészet gézterében detektalhatd volt, €s 4 torzs a kontrollhoz képest
szignifikansan nagy mennyiségben termelte (4. abra). Fontos megjegyezniink azonban, hogy
az allil-cianid képz6dése nem csak enzimatikus reakcio terméke lehet, pH vagy ionos
valtozasok hozzajarulhatnak a spontan bomlassal torténd 1étrejottéhez. Az allil-izotiocianat
szintén tagadhatatlanul szinigrin eredetli vegyiilet, amit 3 gombatdrzs is szignifikans
mennyisegben termelt. Az izotiocianatok konjugatumot alkothatnak a glutationnal vagy
fehérjék tiol oldallancaval amelyek GC-MS-el torténd detektalasa gyakorlatilag lehetetlen
(Hanschen et al., 2014; Plaszké et al., 2021). Ez is hozzajarulhat ahhoz, hogy kevés gombatdrzs
esetében tudtuk detektalni, ugyanis feltételezhetd, hogy a gombak afféle kémiai adaptacios
mechanizmusként glutationt bocsathatnak ki a kornyezetiikbe a szamukra toxikus
izotiocianatok eliminalasa végett. Hasonl6 konklGziéra jutottunk korabbi vizsgalataink soran
is (Sziics et al., 2018). Szamos gombatorzs esetén detektaltunk szén-diszulfidot is, 4 esetben
szignifikdns mennyisegben a kontrollhoz keépest, mely szarmazhat az allil-izotiocianat nem-
enzimatikus bomlasabol (Pechacek et al., 1997), vagy akar gombak altali detoxifikacios
utvonalakbol is. Ezt alatamaszthatja az is, hogy a headspace gézterekben az allil-izotiocianat

és szén-diszulfid szintjének korrelacidja viszonylag magas volt (R = 0,608).
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6.1.4. Endofiton és talajgombak elkiilonithetésége VOC mintazat alapjan

A gomba izolatumok donté tobbsége egyedien jellemezhetd volt a VOC mintazatuk
alapjan, ugyanis szadmos vegyllet mennyisége nagyon szignifikansan eltért 1-1 izolatum
kozott, ilyenek példaul az allil-cianid (p = 5,55 x 108), allil-izotiocianat (p = 3,48 x 10™) és
szén-diszulfid (p = 5,40 x 10%). Mindezek ellenére, az altalunk vizsgalt endofiton és
talajgombak csoportjai nem kiilonithetéek el szignifikansan, sem a VOC mintazatot, sem az
egyedi vegylletek mennyiségét tekintve. Ez a megfigyelés eredhet abbdl is, hogy mig az
endofiton csoport nagy taxondmiai diverzitast mutatott, a talajgombak csoportjara ez mar nem
volt igaz. Bar fontos megjegyeznink, hogy a Fusarium és a tobbi nemzetséghez tartozo
gombdk kozott nagyon jelentds az eltérés a gdzteriikbdl detektalt vegyiileteket illetden, de

szignifikans eltérést a két vizsgalt csoport kozott ez esetben sem talaltunk.

6.2. Metabolom - mikrobiom korrelaciok vizsgalata terepi tormandvényekben

6.2.1. Nem-célzott metabolomikaval azonositott vegyletek

A glikozinolatok mellett kempferol glikozidokat és foszfolipideket is kimutattak mar
tormagyokerekbdl (Herz et al., 2017), mely alatdmasztja a 4. tablazatban Osszefoglalt
megfigyeléseinket. A hozzavet6legesen azonositott gliikozinolatok izomerjeit mar leirtdk
tormabol mint izotiocianat bomlastermékek (Blazevic et al., 2020), bar pentil-gliikozinolatot
korabban nem taléltak tormamintdkban (Agneta et al., 2012). A gliikozinolatokra jellemz6 m/z
259,0126 fragmens (Rochfort et al., 2008) jelenléte, és a Canopus taldlatok alapjan a
vegyuletjeldlt minden bizonnyal egy glukozinolat. A tébbi vegyilet kozott szerepel egy
kumarin-glikozid, amelyet jelenlegi tudasunk szerint korabban még nem irtak le
tormagyokerekbdl, de tudni rdla, hogy a Brassicaceae novénycsalad egyes tagjainak
exudatumanak fontos alkotoeleme (Sarashgi et al., 2021), igy jelenléte nem meglepd. Az indol-
3-karbaldehid és mas triptofan eredetii vegyiiletek szintén gyakran el6fordulnak a Brassicaceae
szakirodalomban, és a ndvénycsalad kiilonb6zd fajaibol is kimutattak mar 6ket (Bednarek et
al., 2011; Li et al., 2023). Osszességében a CSI:FingerID és a Canopus algoritmusok altal
generalt javaslatok jelentdsen lerdviditették a vegytiletjeldltek azonositasahoz sziikséges 1dot,
bar részletesen megvizsgalva nem mindegyik javaslat bizonyult teljesen pontosnak. A 4.
tablazatban szereplé 21 vegyiileten kiviil a Melléklet 1. tablazata még tovabbi 69 olyan
vegyliletet tartalmaz, amelyeket legaldbb vegyiletosztaly szintjén be lehetett sorolni

("canopus_class").
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6.2.2. Glukozinolat tartalom és a kémiai 6sszetétel variabilitasa

A gliikozinolatok alapvetden antifungalis vegytiletek prekurzorai (Plaszko et al., 2022,
2021) és kiemelt jelentoségiik van a ndvényi patogenezis megeldzésében (Agee et al., 2010;
Frerigmann et al., 2016; Kuhn et al., 2017). Hat, olasz tormafajtdn végzett dsszehasonlito
vizsgalatban hasonl6 szinigrin, glikonaszturtiin, gliikobrasszicin és glikoiberin gliikozinolat
aranyokrdl szamoltak be, mint amilyeneket mi is talaltunk az altalunk vizsgalt mintakban
(Agneta et al., 2014). A mintavételi évek kozotti variabilitas feltehetéen a vegetacios
idészakokban lehulott csapadék mennyiségének kiillonbségeibdl adodik, mivel a hdmérséklet
és a csapadék fontos szerepet jatszik a névény termesztésében (Nguyen et al., 2013). Fontos
még megjegyezni, hogy a fobb gliikozinolatok koncentracidjanak 2-20-szoros kiilonbségeit az
egyes fajtak kozott elegenddnek talaltuk ahhoz, hogy a koncentracié adatokat autoskéalazas utan

Spearman Kkorrelacios tesztekkel vizsgaljuk.

6.2.3. Tormamintak endofiton gombakdzisségenek dsszetétele

A ndvényi mintdkban szamos olyan nemzetséget talaltunk, amelyeket mar endofitonként
leirtak korabban, t6bbek kdzott a Paraphoma (Kang et al., 2021), Plectosphaerella (Feng et
al., 2021; Wei et al., 2021), Podospora (Penner and Sapir, 2021) nemzetségeket. Ezek kozil
néhanyat mar Brassicaceae ndvényekben is azonositottak, pl.: Exophiala (Macia-Vicente et al.,
2016), Plectosphaerella (Wazny et al., 2021), Setophoma (Poveda et al., 2020; Sziics et al.,
2018).

Az 0Osszes alfa- és béta-diverzitas metrika egyértelmli kiilonbségeket mutatott a
kiilonbozé mintatipusok kozott. Ahogy az varhatd volt, a talajmintak mutattdk a legnagyobb
gazdagsagot és diverzitast a tobbi mintdhoz képest. Ez nem meglepd, hiszen a ndvényi
mikrobiom altalaban kevésbé diverz (Sasse et al., 2018), mivel egy nagyon erds szlird lehet,
hogy szamos talajgomba keptelen kolonizalni névényi szoveteket. Korabban is leirtak mar,
hogy filogenetikailag tavoli novénycsalddok gyokér endofiton kozdsségei meglepben nagy
hasonlosagot mutatnak (Toju et al., 2019).

Ezzel szemben, a dominancia és egyenldségi indexek azt mutattdk, hogy a tormamintak
nagyobb variabilitassal rendelkeznek sajat kategdriajukon beltl mint a talajmintak. Hasonld
jelenséget mar korabban is leirtak (Seabloom et al., 2019), ahol a szerz6k arra a megéallapitasra
jutottak, hogy a gomba endofiton k6z6sségek eltérnek egy teriileten beliil, de a gazdandvények
tapanyagellatasa nincs rajuk konzisztens hatassal. Ennek ellenére, ahogy majd a késébbiekben

is lathatjuk, ha egyetlen fajbol elegend6en nagy szamdU replika a rendelkezésiinkre all, sikeresen
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lehet olyan modelleket épiteni melyek képesek feltarni a névényi kémia és a gomba kolonizacio
kozti Kkorrelaciokat. A legtébb tormamintdban néhany gombattrzs viszonylag nagy
dominancidval rendelkezett (Melléklet 3. &bra), ezt mar toébb ndvénycsalad esetében is
megfigyelték kordbban (Toju et al., 2019). A dominancia mértéke azonban még igy is
szembetlind, mely arra utalhat, hogy vannak pionir vagy gyorsan ndvekvo opportunista fajok,
melyek a névényi niche jelent6s részét elfoglalhatjak. Ez érdekes kerdeseket vet fel azzal
kapcsolatban is, hogy az ilyen jellegli vizsgéalatokban hany replikat lenne sziikséges részletesen

megvizsgalni.

6.2.4. Gomba és kémiai abundancia adatok kozotti korrelaciok

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a ndvény-mikroba interakciok vizsgalatban a
komplex kémiai modszerek, mint pl. a metabolomika, rendkiviil elénydsek lehetnek. Béar ez a
maodszer nem tudja Kivaltani azokat a tanulmanyokat, ahol knock-out mutans névényeket
hasznélnak egy-egy vegyiilet a novényi mikrobiom Osszeszerelddésében jatszott hatasanak
bizonyitasara, a metabolomikai mddszer megmutatta, hogy a novényi gombakdzdsseg
korulbelul egyharmada korrelal a névényi metabolom valtozéséara.

Bar a tervezett Kisérleti elrendezés megengedte szamunkra a korrelaciok keresését,
eredményeinket nem szabad kozvetlenil ok-okozati dsszefliggésekként értelmezni, ugyanis
szamos egyéb magyarazat allhat a jelenségek hatterében. A vegyuletjelolt és gomba
abundancia értékek kozotti pozitiv korrelacio lehet példaul a “toborzas™ - elicitacié pozitiv
visszacsatolasi hurok eredménye. Ilyen esetekben a gomba kdveti a névény altal kibocsatott
kémiai szignalokat, majd megprébalja kolonizalni azt, melyet a névény valaszreakcioval
prébal kordaban tartani (Sasse et al.,, 2018). A vegyiilet bioszintézise olyan szinten
stabilizalodik amit a gomba még képes elviselni, de tovabbi névényi valaszreakciot mar nem
eredményez, ezzel létrehozva egy kiegyensulyozott antagonista kapcsolatot a novény és a
gomba kdzott (Schulz et al., 2015). Ha ez a bioszintetikus rata magasabb mint az alapszint,
akkor feltehetden egy pozitiv korrelaciot lathatunk a gomba abundancia értékek és metabolit
koncentracidja kozott. Mivel a metabolomikaban dinamikus folyamatok “pillanatképét”
vizsgaljuk (Shen et al., 2023), az is lehetséges, hogy egy vegyiletjelolt koncentraciojanak
emelkedése egy gomba behatolasanak az eredménye, amely esemény példaul aminosavak,
rovid peptidek vagy sejtfalalkot6 monomerek felgyiilemlését okozhatja. Megemlitend6, hogy
€16 szovetek kolonizacidjakor a gombak specidlis sejtfal degradald enzimeket hasznalhatnak

(Sun et al., 2023; Zuccaro et al., 2011). Mivel a kiilonb6z6é gomba taxonok invazios stratégidja
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eltérhet, igy a novény kilonféle bioszintetikus vegyiletek kombinaciojaval védekezik
(Narayani and Srivastava, 2017; You et al., 2021).

Feltételezhetden negativ korrelaciokat lathatunk a kémiai és gomba adatok kozott olyan
esetekben, amikor a gomba megprébal behatolni a gazdandvénybe, de egy olyan vegyulet
bioszintézise indul be, amely sikeresen csokkenti a gombakolonizaciét. Azok a ndvények,
melyek nem képesek efféle vegylletek bioszintézisére, sokkal nagyobb eseéllyel
koloniz&lddnak egy ilyen gombatorzs altal, bar ezt a jelenséget csak bizonyitottan antifungalis
hatassal rendelkez6 vegyiiletekre lehet lesziikiteni (Bednarek et al., 2009; Lipka et al., 2010).
Mas esetekben a negativ korrelacio azt is jelezheti, hogy a sejtek és az apoplaszt kolonizacioja
soran a gombak felvesznek bizonyos vegyiileteket, igy a novényi szdvetek részlegesen
kimerulhetnek azokbdl.

Az azonositott vegyuletosztalyok kozil a flavonoid glikozidok mutatkoztak az egyik
legnagyobb befolyassal rendelkez6 csoportnak a gomba abundancia korrelaciokat illetéen. Sok
flavonoid, beleértve a kempferol szdrmazékokat is, bizonyitottan antifungalis vegyuletek in
vitro kortlmények kozott (Al Aboody and Mickymaray, 2020; S et al., 2023), tovabba in vivo
bizonyitékok is vannak arra vonatkozoan, hogy ezek a vegyiletek szerepet jatszhatnak a
gombak elleni védelemben. A szakirodalomban fellelhetéek olyan publikaciok, melyekben
leirtak, hogy gombafert6zés esetén a flavonoidoknak vagy azok downstream termékeinek a
bioszintézise megndvekedhet (Forster et al., 2022), vagy nagyobb mennyiségben
akkumulalodhatnak, pl.: Cucumis sativus ndvenyekben (McNally et al., 2003). Mivel a
flavonoidok a legtobb gombaval pozitiv korrelaciot mutattak, igy elképzelhetd, hogy fontos
szerepet jatszanak a fentebb is emlitett kolonizaci6 - elicitacid visszacsatolasi hurokban vagy
az arbuszkularis mikorrhiza kapcsolatok Iétrehozasahoz alkalmas gombéak odacsalogatasaban
(Wu et al., 2023).

A gliikozinolat bomlastermékek antifungalis vonatkozasar6l mar jelentds méretli
szakirodalom elérhetd, de mivel a gliikozinolatoknak 6nmagukban nincs antifungalis hatasuk,
ezert minden bizonnyal a bomléastermékeknek van valddi szereplik a gomba-kolonizacio
szabalyozdséban, mint azt korabban 0Osszefoglaltuk (Plaszko et al., 2022). A jelen
kutatdbmunkaban vizsgalt nativ glikozinolatok gombékra gyakorolt hatdsa a jelenlegi
adatsorban sem latszik egyértelmtinek (Melléklet 2. tAblazat), mivel a Saccharomycetales fajok
abundancidja negativan korrelal a hozzavetOlegesen azonositott gliikozinolatokkal, de a
Xylariales és a Morosphaeriaceae tagjai pozitivan. A fobb gliikkozinolatok lathatéan nem
mutatnak korrelaciokat, de ez adodhat abbdl is, hogy a tormaban kifejezetten nagy
koncentracidban talalhaté glukozinolat a tébbi Brassicaceae zoldségfélékhez képest, ami azt
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jelentheti, hogy csak a downstream termékek képzddése az eldfeltétele a gomba kolonizéacid
megallitasanak, és nem szikséges (vagy mar nem is lehetséges) a glikozinolat bioszintézis
fokozésa.

Nem meglepd, hogy a fitoalexin-szerli vegyiiletek negativ korreldciokat mutattak a
gombaabundancia ertékekkel (Melléklet 2. tAblazat), szamos, részletesebben nem azonosithatd
Ascomycota ASV negativan korrelalt egy indol-3-karbonsav szarmazékkal, tovabba egy indol-
3-metil aminosav szdrmazék és az indol-3-metil cisztein szintén aktivnak bizonyult. Ezen
vegyliletek kozeli rokonai gyakran elékeriilnek Arabidopsis-gomba interakciokrdl szo6ld
publikaciokban, melyekben szignifikans szerepet tulajdonitanak ezeknek a vegyuleteknek a
gomba-kolonizacié gatlasaban (Bednarek et al., 2011; Fukunaga et al., 2017; Gamir et al.,
2014; Kuhn et al., 2017; Sanchez-Vallet et al., 2010), ebbdl kifolyolag gondoljuk mi is ugy,
hogy ezek magas szintje hozzajarul a gomba-kolonizécié gatldsahoz.

A peptidek altaldban véve nem rendelkeznek szignifikans antifungalis hatassal, de irtak
mar le specialis, antifungalis hatasu peptideket (Fan et al., 2023), bar ezek sokkal nagyobb
méretiieck mint néhany aminosav. Ennek ellenére érdekes, hogy a 423,1387@12,58 és
471,1058@11,06 peptidek rendkiviil er6s negativ korrelaciét mutattak, magasabb
koncentracidjuk esetén a Xylariales, Capnodiales, Saccharomycetales, Sordariales,
Agaricomycetes csoportokba és a Setophoma, Monosporascus, Melanoleuca nemzetségekbe
tartoz6 gombéak mennyisége is csokkent. Ami meg inkdbb emlitésre méltd, hogy ezek egyike
glutation-izotiocianat adduktként lett azonositva (Melléklet 1. tablazat), amely az
izotiocianatok detoxifikacidja soran keletkezik gombékban (Sziics et al., 2018). Az adatokban
torténd célzott keresés (mzMine szoftverrel) soran a 407,1071@11,86 és 471,1388@ 13,35
vegylletjelolteket is megtalaltuk, amelyek minden bizonnyal szinigrin és gliikonaszturtiin
izotiocianatjaival alkotott glutation adduktok, tovabba nyomokban egy glikobrasszicin eredetti
is fellelhetd volt. Megemlitendd, hogy mig gliikoiberinbdl szarmazé izotiocianat addukt
mennyisége 0,709-es korrelaciot mutatott a glikoiberin gliikozinolat tényleges mennyiségével,
ez az erték szinigrin és glikonaszturtiin esetén 0,35 alatt volt. Ez biztat6 abbol a szempontbol,
hogy valdszinlileg nem mintaeldkészitési miitermékeket, vagyis a nem kielégitd kriogén
homogenizalas miatt a mirozinaz reakcidbdl szarmazo6 downstream termékeket latunk. Viszont,
az emlitett adduktok jelenléte szdmos tovabbi kérdést felvet, amelyek tovabbi kutatdsok
alapjaul szolgalhatnak. Mivel az izotiocianat szarmazékok vagy adduktok részesei a
gliikkozinolat védelmi rendszernek (Hiruma et al., 2013; Pislewska-Bednarek et al., 2018),
feltételezhetd, hogy a glikkozinolat lebontds lathatoé koncentraciobeli valtozas nélkil is
lezajldédhat. Ahogy fentebb is lathatd, ez annak is lehet az eredménye, hogy a torméban
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kilénosen nagy koncentracioban talalhatdak glilkozinolatok a tobbi keresztesvirag névénnyel
Osszevetve (Gonda et al., 2016). A glukozinolatok kdzvetlen vizsgalata helyett érdemesebb
lehet a downstream bomlastermékeket vizsgalni gomba - ndvény interakciok
tanulmanyozésakor, ezzel fény derulhet tovabbi, eddig ismeretlen jelenségekre. Az imént
emlitett megkdozelitést alkalmaztak mar Arabidopsis thaliana névények vizsgalatanal, ahol
glukozinolat downstream bomlastermékek széles skalajat vizsgaltak (Bednarek et al., 2011). A
gliikozinolat eredetii izotiociandt downstream termékek létrejottében a glutationnak is fontos
szerepe van, feltételezhetden az autotoxicitds elleni védelemben is (Hématy et al., 2020;
Hiruma et al., 2013; Pislewska-Bednarek et al., 2018), amit eredményeink is alatamaszthatnak.
A kiilonboz6 gliikozinolat downstream termékek, pl.: indolos vegyiiletek, bioszintézisére vald
képesség egy fontos eléfeltétele a gombak altali kolonizacid szabalyozasanak (Bednarek et al.,
2009). Ugyanakkor fontos megjegyezniink, hogy ezekben a folyamatokban szerepet jatszo6
kulcsvegytiletek listdja egyelére nem teljes (Frerigmann et al., 2016; Kuhn et al., 2017).
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a gliikkozinolat eredetii izotiocianat bomlastermékek
glutationnal alkotott konjugatumai jo kiindulopontjai lehetnek jovébeli novény-gomba
interakcids vizsgalatoknak.

Az aminosav szarmazékok altal mutatott pozitiv korrelaciok, viszont, elsésorban a
“gombatoborzads” hipotézist erdsitik, mivel a primer metabolitok, nem meglepé moddon,
tapanyagként is szolgalhatnak a gombak szdméara. Az is lehetséges tovabba, hogy a
megnovekedett gomba diverzitas miatt a fehérjebontd enzimek abundanciaja is megnéhet az
apoplasztban, mely tobb, gombak altal is felvehetd, aminosavat és aminosav szarmazékot
eredmeényezhet. Méas primer metabolitok (foszfolipidek és lipid-szerii molekulak, nukleotid
szarmazékok) vegyes korrelacidkat mutattak az egyes gomba taxonokkal (Melléklet 2.
tablazat). Habar leirtak mar specialis, antifungalis hatasu foszfolipideket (Cho et al., 1999),
kozvetlen antifungdlis hatds nem jellemzd rajuk, ezért feltételezhetd, hogy a csokkent
mennyiségiik elsdsorban annak koszonhetd, hogy a gombak felhasznaltak azokat szén- és

foszforforrasként.
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7. Osszefoglalas

A jelen értekezés alapjaul szolgalé kutatomunkank a torma mikrobiomjat alkoto
endofitonok vizsgalatara iranyult. Munkank sordn GC-MS és LC-MS/MS miiszeres analitikai,
illetve Uj-generécids szekvenalasi modszerekkel vizsgaltuk az endofitonok és a gazdandvény
kdzotti kémiai interakciokat.

Kutatasunk els6 fazisaban torma gyokerekbdl készitett kivonaton vizsgaltuk a tormabol
izolalt endofiton gombdk, illetve a torma kornyezetébdl izolalt talajgombak inkubécidja soran
keletkez6 illékony szerves vegylileteket (VOC). Az altalunk alkalmazott inkubacios
modszerrel a relative nagy agarfeliilet és a mikroaerofil kdrnyezet megfelelének bizonyult a
gombék &ltal termelt VOC-ok hatékony analiziséhez. A gombak gézterébdl detektalt illékony
vegylletek kozt talaltunk példaul alkoholokat, észtereket és ketonokat, tovabba olyan
kéntartalmu vegyuleteket is, melyek minden bizonnyal a torméban talalhat6 glikozinolatok
bomlastermékei. Nem csak a szinigrin eredetti allil-cianidot és allil-izotiocianatot siker(lt
detektalnunk, hanem szén-diszulfidot és dimetil-szulfidot is, melyek jelenléte alternativ
bomlasi vagy detoxifikacids Utvonalak meglétét sugalljak. Tovabba elmondhatd, hogy szamos
gombanemzetség (pl.: Curvularia, Notophoma, Paraphoma, Setophoma) képviseldjének VOC
mintazatat elsOként sikeriilt leirnunk. Habar az egyes gombak VOC mint4zata jelentdsen eltérd
volt, az endofiton és talajgombak csoportjat nem lehetett szignifikansan elkiloniteni ezen
mintazatok alapjan. Mivel in vitro modellekben bebizonyitottuk, hogy a tormaban és
kornyezetében ¢€l6 gombak szamos kémiai kolcsonhatist mutatnak a gazdandvény
metabolitjaival szemben, igy részletesebben is megvizsgaltuk a torma endoszférajat nagyobb
ateresztOképességli modszerekkel.

Kutatasunk mésodik fazisdban kiillonb6z6 tormafajtak metabolitjainak 0sszessége és a
benniik é16 endofiton gombak kozatti in vivo kémiai kdlcsonhatasokat vizsgaltuk, nem-célzott
metabolomikai és metagenomikai adatok integralasaval. A tormagyokerek metabolomjaban
mért valtozdsok szdmos korreldciét mutattak a kiilonb6zé endofiton gombdk relativ
abundanciajaval. Az azonositott gombataxonok legalabb egyharmada szignifikansan korrelalt
egy vagy tobb vegyiletjeldlttel. Nem-celzott metabolomikaval szdmos vegyuletjel6ltet sikerdilt
hozzavetdlegesen is azonositanunk, tobbek kozott aminosav szadrmazékokat, flavonoid
glikozidokat, glikozinolatokat, indol szarmazékokat, lipideket, aromas/polifenolos
vegylletek, peptideket, sth. Tobb ilyen vegyiletosztalyrol, példaul a flavonoid glikozidokrol
is ismert, hogy antifungalis hatassal rendelkeznek, ennek ellenére szdmos gombataxonnal
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pozitiv korrelaciét mutattak. Ez a jelenség a “gombatoborzas” - elicitacios visszacsatolasi
elméletet igazolhatja, mely szerint ez a visszacsatolasi hurok a névény bioszintetikus ratajat
egy magasabb szinten stabilizlja, melyet a potenciélis kolonizal6 gombak még képesek
elviselni, de az egyéb, példaul patogén gombak fejlodését gatolhatja. Ezzel szemben, szdmos
vegyulet, példaul indol szarmazékok, gliikozinolat bomlastermékek, negativ korrelacidkat
mutatott a gombakkal. Feltételezésiink szerint a jelenség hatterében az allhat, hogy ezek a
vegyuletek fontos szerepet jatszanak a gombakoloniz&cio korlatozaséban. Fontos
megjegyezniink még, hogy érdekes moédon a torma f6 glikkozinolatjai nem mutattak
szignifikans korrelacidkat. Feltételezziik, hogy a névényen belili nagy koncentraciojuk miatt
nehéz lenne szignifikans valtozast detektalnunk korrelacios analizisekben.

Osszességében elmondhatd, hogy a nem-célzott metabolomika egy rendkiviil hasznos
kiegészitdje lehet mas omikai (metagenomika, proteomika, transzkriptomika)
megkdzelitéseknek. Az altalunk alkalmazott metabolomika - metagenomika kombinacio is
szdmos, jol értelmezhetd jelenséget tart fel a novény - gomba kapcsolatok komplex vilagéaban.
Reményeink szerint kutatomunkank jo kiindulasi alapot jelenthet jovobeli multi-omikai

tanulmanyok Kivitelezéséhez.
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8. Summary

The research underlying the present thesis focused on the fungal endophytes of the
horseradish microbiome. We used GC-MS and LC-MS/MS instrumental analysis and next-
generation sequencing methods to investigate the chemical interactions between endophytes
and the host plant.

In the first phase of our study, we investigated the volatile organic compounds (VOCs)
produced during the incubation of endophytic/soil fungi isolated from/near horseradish roots
on a medium prepared from horseradish roots. Our proposed incubation method proved to be
suitable for efficient analysis of the VOCs produced by the fungi. Among the volatile
compounds detected in the headspace of the growing fungi, we found, for example, alcohols,
esters and ketones, as well as sulfur-containing compounds that are most likely degradation
products of glucosinolates in horseradish. Not only allyl cyanide and allyl isothiocyanate of
sinigrin origin were detected, but also carbon disulphide and dimethyl sulfide. The presence of
these compounds suggests the existence of alternative degradation or detoxification pathways.
Furthermore, we firstly described the VOC patterns of representatives of several fungal genera
(e.g. Curvularia, Notophoma, Paraphoma, Setophoma). Although the VOC patterns of the
individual fungi were significantly different, the endophytic and soil fungi groups could not be
significantly distinguished on the basis of these patterns.

In the second phase of our research, we investigated the in vivo chemical interactions
between the metabolome of different horseradish varieties and their endophytic fungi,
integrating untargeted metabolomic and metagenomic data. Changes in the metabolome of
horseradish roots showed several correlations with the relative abundance of different
endophytic fungi. At least one third of the identified fungal taxa were significantly correlated
with one or more chemical features. Using untargeted metabolomics, we were also able to
putatively annotate several features, including amino acid derivatives, flavonoid glycosides,
glucosinolates, indole derivatives, lipids, aromatic/polyphenolic compounds, peptides, etc. Our
results suggest that untargeted metabolomics can be a very useful complementary technique to
other omics (metagenomics, proteomics, transcriptomics) approaches. Our metabolomics -
metagenomics combination has also revealed a number of well-understood phenomena in the
complex world of plant - fungus interactions. We hope that our research can provide a good

starting point for future multi-omics studies.
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14. Melléklet

A jelen értekezés alapjaul szolgald kiegészité adatok (abrak, tablazatok) terjedelmiik

miatt az eredeti publikaciokban is kdz6lt, online formatumban keriilnek bemutatasra.

Melléklet 1. abra. Endofiton és talajgomba kozosségek a-diverzitas metrikéi, ACE index,

Shannon index, Simpson dominancia index, Buzas és Gibson index.

https://www.frontiersin.org/articles/file/downloadfile/921008_supplementary-
materials_images_1_pdf/octet-stream/Image%201.PDF/1/921008

Melléklet 2. abra. Endofiton és talajgomba kozosségek B-diverzitas metrikéi (Bray-Curtis,

Whittaker és sulyozatlan UniFrac) PCoA és ANOSIM grafikonokon abréazolva.

https://www.frontiersin.org/articles/file/downloadfile/921008_supplementary-
materials_images_2_pdf/octet-stream/Image%202.PDF/1/921008

Mell¢klet 3. abra. Gomba taxonok relativ atlagos aranya az 1. teriiletrél szarmazo6 tormamintak

endofiton gombakozosségein beliil. Az eldzetesen szlirt gomba taxonok felsé 10%-a 0ssze

lettek vonva legaldbb rend szinten (amennyiben nem volt feloldhaté akkor a legalacsonyabb

feloldhat6 taxonomiai szinten).

https://www.frontiersin.org/articles/file/downloadfile/921008_supplementary-
materials_images_4_pdf/octet-stream/Image%204.PDF/1/921008

Melléklet 1. tablazat. Tormagyokerekb6l, nem-célzott metabolomikaval

vegyuletjeldltek listaja.

https://www.frontiersin.org/articles/file/downloadfile/921008_supplementary-
materials_tables_7_pdf/octet-stream/Table%207.PDF/1/921008

detektalt

Melléklet 2. tablazat: Statisztikailag szignifikans jelenségek listja, Benjamini-Hochberg

korrigalt p értékekkel.
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https://www.frontiersin.org/articles/file/downloadfile/921008_supplementary-
materials_tables 8 pdf/octet-stream/Table%208.PDF/1/921008

15. Flggelek

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kdzlemenyek teljes terjedelmikben.
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